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1 Zusammenfassung 

 

Die sekretorischen Aspartatproteasen (Saps) des Hefepilzes Candida albicans 

gelten als wichtiger Virulenzfaktor dieses opportunistischen Krankheitserregers. Die 

zehn Sap-Isoenzyme werden von einer Genfamilie codiert, deren Vertreter (SAP1-

SAP10) in der Vergangenheit bereits intensiv untersucht wurden. SAP-

Expressionsanalysen und die Charakterisierung von sap∆-Deletionmutanten, die in 

einem auxotrophen Laborstamm hergestellt wurden, führten aber zu teilweise 

widersprüchlichen Ergebnissen, weshalb die Rolle der einzelnen Proteine bis heute 

nicht zweifelsfrei aufgeklärt ist. Eine differentielle Expression der SAP-Gene in 

unterschiedlichen Stadien einer Infektion wurde jedoch in vielen unabhängigen 

Studien gezeigt. 

In der vorliegenden Arbeit wurde zunächst die Expression der Gene SAP1-

SAP6 in einem etablierten in vitro-Modell einer Candida-Vaginitis untersucht, das auf 

der Infektion von rekonstituiertem humanem Epithel (RHE) basiert. Dazu wurden 

Reporterstämme verwendet, die bereits früher für Expressionsanalysen in 

verschiedenen in vivo-Infektionsmodellen in Mäusen eingesetzt worden waren. Dies 

erlaubte es einerseits unterschiedliche Nachweismethoden zur SAP-Genexpression 

in einem standardisierten Modell zu vergleichen und andererseits das 

Expressionsmuster der SAP-Gene in einem in vitro-Infektionsmodell mit den 

Ergebnissen von in vivo-Infektionsexperimenten zu korrelieren. Es zeigte sich in 

Übereinstimmung mit Ergebnissen früherer in vivo-Experimente in Mäusen, dass bei 

der Infektion des vaginalen Gewebes vor allem das SAP5-Gen induziert wurde. 

Allerdings weicht dieses Ergebnis deutlich von Ergebnissen anderer Studien ab, die 

mit Hilfe anderer Methoden ein ungleiches Muster der SAP-Expression detektierten. 

Um die Rolle der Gene SAP1-SAP6 bei der Infektion genauer zu untersuchen, 

wurden deshalb Mutanten hergestellt, in denen einzelne oder mehrere SAP-Gene mit 

Hilfe einer neuartigen Mutagenesestrategie erstmals aus dem Genom eines 

wildtypischen C. albicans-Stammes deletiert wurden. Überraschenderweise konnte 

sowohl in Einzelmutanten der Gene SAP1-SAP6 als auch in sap1∆ sap2∆ sap3∆- 

und sap4∆ sap5∆ sap6∆-Triplemutanten keine verminderte Fähigkeit zur Invasion 

und Schädigung von humanem Gewebe in RHE festgestellt werden. Eine in früheren 
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Arbeiten beschriebene abgeschwächte Virulenz solcher Mutanten konnte auch in 

einem murinen Modell für eine disseminierende Infektion nicht beobachtet werden. 

Die Sekretion von Aspartatproteasen ermöglicht es C. albicans Proteine als 

alleinige Stickstoffquelle zum Wachstum zu verwenden. Unter diesen Bedingungen 

wird spezifisch die Expression des SAP2-Gens induziert; jedoch ist über die 

Mechanismen dieser Regulation noch wenig bekannt. Aus diesem Grund wurden in 

dieser Arbeit Promotor-Deletionsanalysen des SAP2-Gens und des mit diesem co-

regulierten Oligopeptidtransportergens OPT1 durchgeführt. Es zeigte sich, dass 

unterschiedliche Bereiche innerhalb der 3,5 kb großen regulatorischen Region von 

SAP2 gemeinsam eine Expression dieses Gens unter induzierenden Bedingungen 

ermöglichen. Für das OPT1-Gen konnte eine regulatorische Region eingegrenzt 

werden, die für die Expression dieses Gens essentiell ist. In den für die Expression 

von SAP2 und OPT1 wichtigen Regionen wurden ähnliche Sequenzen gefunden, die 

als Bindungsstellen für regulatorische Faktoren dienen könnten. 

In dieser Arbeit wurden neue Erkenntnisse zur Regulation und Bedeutung der 

sekretierten Aspartatproteasen von C. albicans erhalten. Um eine endgültige 

Bewertung der Rolle dieser Enzyme in der Virulenz des Erregers zu ermöglichen, 

sind jedoch noch weitere detaillierte Studien unter Verwendung verschiedenster 

Infektionsmodelle nötig. 
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1 Summary 

 

The secreted aspartic proteases (Saps) of the yeast Candida albicans are 

considered as an important virulence trait of this opportunistic pathogen. The ten Sap 

isoenzymes are encoded by a gene family, whose members (SAP1-SAP10) have 

been analysed intensively already in the past. However, the analysis of the 

expression pattern of the SAP genes and the characterisation of sap∆ deletion 

mutants, which were generated from an auxotrophic laboratory strain, yielded 

partially contradictory results. Therefore, the role of the individual proteins is still not 

fully elucidated. A differential expression of the SAP genes in various stages of an 

infection has been demonstrated in many independent studies. 

In the present work the expression of the SAP1-SAP6 genes was analyzed in 

an established in vitro model of vaginal candidiasis that is based on the infection of 

reconstituted human epithelium (RHE). For this purpose, reporter strains were used 

which had already been utilized previously to study the SAP expression pattern in 

various in vivo infection models in mice. This allowed the comparison of different 

detection methods for SAP gene expression in a standardized model and also to 

correlate the SAP expression pattern in an in vitro infection model with the results of 

in vivo infection experiments. It was found that SAP5 was the predominantly 

expressed SAP gene during infection of the vaginal tissue, in agreement with the 

results of previous in vivo experiments in mice. However, this result contrasts with 

those of other studies that, using alternative methods, detected a different SAP 

expression pattern. To investigate the role of the SAP1-SAP6 genes during infection 

in more detail, a new set of mutants was generated, in which single or multiple SAP 

genes were deleted for the first time from the genome of a C. albicans wild-type 

strain with the help of a novel mutagenesis strategy. Surprisingly, neither single 

mutants lacking one the SAP1-SAP6 genes nor triple mutants lacking all of the 

SAP1-SAP3 or the SAP4-SAP6 genes exhibited a detectable defect in invasion and 

damage of reconstituted human epithelium. A previously reported attenuated 

virulence of sap∆ mutants was also not observed in a murine model of disseminated 

candidiasis. 

The secretion of aspartic proteases enables C. albicans to utilize proteins as a 

sole source of nitrogen for growth. Under these conditions expression of the SAP2 
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gene is specifically induced, however, little is known about the mechanisms of this 

regulation. Therefore, promoter deletion analyses of the SAP2 gene and the co-

regulated oligopeptide transporter gene OPT1 were performed in the present work. It 

was found that different regions within the approximately 3,5 kb large SAP2 promoter 

jointly allowed the expression of this gene under inducing conditions. For OPT1, a 

region could be delimited that is essential for the expression of this gene. The 

regions that were found to be important for SAP2 and OPT1 expression contain 

similar sequences, which may serve as binding sites for regulatory factors. 

This study provides new insights into the regulation and importance of the 

secreted aspartic proteases of C. albicans. For a definite evaluation of the role of 

these enzymes in the virulence of the pathogen, however, further detailed studies 

that employ a variety of different infection models are necessary. 
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2 Einleitung 

 

2.1 Allgemeine Einführung 

 

Pilze spielen als Krankheitserreger im Vergleich zu Bakterien eine eher 

untergeordnete Rolle. Dennoch musste in den letzten Jahrzehnten eine zunehmende  

klinische Relevanz von Pilzerkrankungen festgestellt werden. In diesem Zuge wurde 

deshalb auch die Grundlagenforschung auf dem Gebiet der pathogenen Pilze 

intensiviert. 

Derzeit sind über 100.000 Pilzarten bekannt, von denen etwa 150 eine klinische 

Bedeutung aufweisen und in der Lage sind beim Menschen Krankheiten zu 

verursachen. Zu den häufig vorkommenden Vertretern medizinisch wichtiger Spezies 

gehören Sprosspilze wie z.B. Candida albicans oder Cryptococcus neoformans. 

Daneben finden sich Fadenpilze (z.B. Aspergillus fumigatus) sowie klassisch 

dimorphe Pilze, wie z.B. Histoplasma capsulatum oder Blastomyces dermatitidis. Die 

meisten der opportunistisch humanpathogenen Pilzarten sind der Gattung Candida 

zuzuordnen. Da bei Candida ein sexueller Vermehrungszyklus bislang nicht bekannt 

ist, werden Vertreter dieser Gattung den Fungi imperfecti bzw. Deuteromyceten 

zugeordnet. Von den insgesamt etwa 200 bekannten Candida-Arten, von denen nur 

die wenigsten medizinisch bedeutend sind, tritt am häufigsten C. albicans als Erreger 

von Candida-Infektionen (Candidosen) auf. Daneben können allerdings auch die 

Arten C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei und C. dubliniensis für 

Mykosen im Menschen verantwortlich sein. 

Als natürliches Habitat von C. albicans sind der Mensch bzw. warmblütige Tiere 

bekannt. Es wird davon ausgegangen, dass etwa die Hälfte der Bevölkerung den Pilz 

als harmlosen Kommensalen des Gastrointestinaltrakts oder der Schleimhäute von 

Mund und Urogenitalbereich in sich trägt. Dabei verhindern die mechanischen 

Barrieren der Haut und der Schleimhäute, aber auch eine gesunde Mikroflora und ein 

intaktes Immunsystem ein unkontrolliertes Ausbreiten im Körper. Dennoch können 

endogen verursachte Infektionen durch C. albicans auftreten, sollte eine Störung des 

Gleichgewichts der normalen Flora oder eine Schwächung des Immunsystems 

vorliegen. Exogen verursachte Infektionen, wie sie bei der Mehrzahl der klinisch 

relevanten Fadenpilze üblich sind und durch Kontakt mit erregerhaltigem Material 
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verursacht werden, sind dagegen bei C. albicans eher selten. Der Zustand des 

Immunsystems gilt als letztlich entscheidend, ob C. albicans als Pathogen auftritt. 

Dabei können verschiedene  prädisponierende Faktoren das Auftreten von 

ernsthaften Pilzerkrankungen begünstigen. Diese sind z.B. die künstliche 

Immunsuppression bei Organtransplantationen wie auch der intensive Einsatz von 

Chemotherapeutika und Breitband-Antibiotika bei anderen Krankheiten. 

Insbesondere AIDS-Patienten oder Patienten mit schweren Grundkrankheiten wie 

z.B. Neutropenie oder Diabetes mellitus, sind gefährdet (Einsele et al., 2000). 

Am häufigsten tritt C. albicans als Leiterreger bei Patienten mit fortgeschrittener 

HIV-Infektion auf. Diese leiden zumeist an oberflächlichen Infektionen des Mund- und 

Rachenraumes, die oft wiederkehrend auftreten. Zudem erkranken etwa drei von vier 

Frauen mindestens einmal in ihrem Leben an einer vaginalen Candidose und etwa 

5% an periodisch wiederkehrenden Infektionen (Sobel, 1988; Sobel, 1992). Diese 

lokal an den Schleimhäuten auftretenden Infektionen mit sichtbarem Candida-Belag 

werden als Soore bezeichnet und sind nicht lebensbedrohlich. Candidosen treten 

nicht nur oberflächlich auf. Auch tiefere Gewebeschichten können infiziert werden 

und nach Dissemination der Erreger über die Blutbahn sogar innere Organe 

(Engelmann, 1999). Gefährdet für solche invasiven Systemmykosen mit oft tödlichem 

Verlauf sind insbesondere neutropenische Krebspatienten und immunsupprimierte 

Patienten nach Organtransplantation (Velasco et al., 2000; Kullberg und Oude 

Lashof, 2002; Martin et al., 2003). 

Für die Therapie von C. albicans-Infektionen stehen heute verschiedene 

Wirkstoffe zur Verfügung. Allerdings ist die Zahl geeigneter Antimykotika sehr 

begrenzt, da Pilze als eukaryontische Organismen viele zellbiologische 

Gemeinsamkeiten mit dem menschlichen Wirt aufweisen. Dadurch ist auch die Zahl 

der selektiven Angriffsmöglichkeiten limitiert, was die Behandlung erschwert bzw. in 

vielen Fällen mit starken Nebenwirkungen verbunden ist. Ein weiteres Problem stellt 

die zunehmende Resistenz gegen einige der eingesetzten Antimykotika dar. 

Allgemein gehören die verwendeten Wirkstoffe unterschiedlichen Stoffgruppen an 

und beruhen entsprechend in ihrer Wirkung auf verschiedenartigen Mechanismen. 

Polyene, wie z.B. Amphotericin B, stören die Membranfunktion durch Anlagerung an 

das dort enthaltene Ergosterol. Azole (z.B. Fluconazol) sowie auch Allylamine (z.B. 

Terbinafin) inhibieren die Ergosterol-Biosynthese an verschiedenen Stellen und 

stören somit den Aufbau einer funktionellen Zellmembran. Die seltener verwendeten 
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Fluoropyrimidine (z.B. 5-Flucytosin) wirken durch Eingriff in den RNA-Metabolismus 

und die DNA-Synthese. Viel versprechende Wirksamkeit und Verträglichkeit zeigt die 

jüngst etablierte Stoffklasse der Echinocandine (z.B. Caspofungin) (Maschmeyer und 

Ruhnke, 2004). Diese führen zur Inhibition der β-(1,3)-Glukan-Synthese und damit zu 

einer Beeinträchtigung des Zellwandaufbaus. 

Obwohl dem Immunstatus des Wirtes eine entscheidende Rolle bei 

Aufrechterhaltung und Verlauf einer Infektion zukommt, trägt auch der pathogene 

Pilz aktiv zum Infektionsgeschehen bei. Pathogene Organismen unterscheiden sich 

von apathogenen insofern, als sie über spezielle pathogenitätsrelevante 

Eigenschaften verfügen. Bei C. albicans ist bis heute noch nicht vollständig 

aufgeklärt, wie verschiedene Virulenzeigenschaften an der Infektion beteiligt, 

reguliert und auf einander abgestimmt sind (Odds, 1988; Cutler, 1991; Brown et al., 

2007). Um das Verständnis darüber zu verbessern, wurden in den letzten Jahren 

zahlreiche molekularbiologische Methoden zur genetischen Manipulation von 

C. albicans etabliert. Darüber hinaus wurden Infektionsmodelle entwickelt, mit deren 

Hilfe verschiedene Aspekte des Infektionsverlaufs in vitro und in vivo untersucht 

werden können. 

 

2.2 Virulenzfaktoren von C. albicans 

 

Während obligat pathogene Bakterien oft aufgrund nur eines oder weniger 

dominanter Faktoren virulent sind, verfügt C. albicans über eine Vielzahl von putativ 

virulenzassoziierten Determinanten (Navarro-Garcia et al., 2000). Es wird 

angenommen, dass diese dem Pilz durch ein koordiniertes Zusammenspiel die 

Möglichkeit verleihen, sich bei entsprechender Disposition an verschiedene 

Wirtsnischen anzupassen und sich im Körper zu vermehren und auszubreiten. Das 

komplexe Netzwerk von potentiellen Virulenzfaktoren erschwert die Identifizierung 

und Charakterisierung der einzelnen Determinanten. Dennoch sind definierte 

Pathogenitätsfaktoren für C. albicans beschrieben worden, die im Folgenden näher 

vorgestellt werden. 
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2.2.1 Adhärenz 

 

Über die Zellwand von C. albicans wird der Kontakt zwischen Wirt und Erreger 

vermittelt. Die C. albicans-Zellwand ist eine dynamische Struktur und setzt sich aus 

β-Glukanen, Mannoproteinen und Chitin zusammen. Nicht nur der Erhalt der 

Zellmorphologie und -physiologie werden durch die Zellwand gewährleistet, auch 

antigene, immunmodulatorische und adhärente Eigenschaften der Zelle sind durch 

sie bestimmt. Ein Zusammenhang zwischen erhöhter Adhärenz und Pathogenität 

wurde durch einen Vergleich von C. albicans mit anderen Candida-Arten beobachtet 

(King et al., 1980). Darüber hinaus zeigte sich in Infektionsversuchen mit 

unterschiedlich stark adhärenten C. albicans-Stämmen eine Korrelation mit deren 

Virulenz (Ghannoum und Elteen, 1986).  

Um die Adhärenz an Wirtsoberflächen wie z.B. Epithel- und Endothelzellen 

sowie die extrazelluläre Matrix zu bewerkstelligen, verfügt C. albicans über eine 

Reihe von Mechanismen (Calderone und Gow, 2002). Eine Bindung kann dabei 

kombinatorisch von spezifischen Rezeptor-Ligand Wechselwirkungen, aber auch von 

unspezifischen Faktoren vermittelt werden. Unspezifisch sind z.B. 

Mucopolysaccharid- und Protein-Protein-Interaktionen sowie die Hydrophobizität der 

C. albicans-Zellwand (Ollert et al., 1993; Cotter und Kavanagh, 2000). In jüngeren 

Arbeiten wurden zudem spezifische Adhärenzfaktoren von C. albicans beschrieben, 

die auch in einem direkten Zusammenhang mit der Virulenz von C. albicans stehen 

(Hostetter, 1999; Sundstrom, 1999). 

Die größte Gruppe der in C. albicans bekannten Adhäsine wird von der ALS-

Genfamilie (Agglutinin-like sequences) codiert. Diese scheint von besonderer 

Bedeutung für die proteinvermittelte Adhärenz von C. albicans zu sein. Die acht 

beschriebenen ALS-Gene codieren für große Zellwandglykoproteine und werden 

während einer Infektion differentiell von C. albicans reguliert. Die adhäsive 

Eigenschaft der entsprechenden Genprodukte konnte dabei auf die Präsentation 

einer N-terminalen Dömane auf der C. albicans-Zelloberfläche zurückgeführt werden 

(Hoyer, 2001). Einen Beitrag zur Adhärenz und Virulenz leistet auch das 

hyphenspezifisch exprimierte Protein Hwp1p (Staab et al., 1999). Dieses Adhäsin ist 

über einen GPI-(Glycosylphosphatidylinositol)-Anker mit der Zelloberfläche fest 

verbunden und stellt ein Substrat für Wirts-Transglutaminasen dar. 

Transglutaminasen haben die Aufgabe durch Quervernetzung von Proteinen zur 
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Stabilität in Epithel- und Endothelschichten beizutragen. Folglich werden durch 

dieses molekulare Mimikry Hwp1p-präsentierende C. albicans-Zellen fest mit den 

Geweben des Wirtes verbunden.  

Als wichtig zur Besiedlung von Oberflächen wurde auch die Fähigkeit von 

C. albicans zur Biofilmbildung erkannt. Diese trägt insbesondere zur Kolonisierung 

von implantiertem medizinischem Material wie z.B. Kathetern bei. Wichtig bei der 

Ausbildung von Biofilmen erscheint das filamentöse Wachstum von C. albicans. 

Interessanterweise konnte jedoch gezeigt werden, dass die koordinierte Ausbildung 

der Morphologie der Hyphe und die Expression hyphenassoziierter Gene nicht 

notwendigerweise voneinander abhängig sind. C. albicans-Mutanten in dem 

Transkriptionsfaktorgen BCR1 (Biofilm and Cell wall Regulator) können zwar noch 

Hyphen, jedoch keine Biofilme mehr ausbilden. Dieser Defekt wurde einer 

verminderten Expression verschiedener Adhärenz-relevanter Faktoren in Zellen 

dieser Mutante, darunter Hwp1p und Als3p zugeschrieben (Nobile und Mitchell, 

2005). 

 

2.2.2 Polymorphes Wachstum 

 

Eine herausragende Eigenschaft von C. albicans ist die Fähigkeit, in 

Abhängigkeit von Umweltfaktoren verschiedene Morphologieformen auszubilden. 

Dieser Gestaltwechsel wird als Polymorphismus bezeichnet. Neben dem 

hefetypischen Wachstum als rund-ovale Blastosporen, die sich nach der Knospung 

trennen, bildet C. albicans auch Filamente in Form von Pseudohyphen und echten 

Hyphen. Pseudohyphen bestehen aus kettenartig aneinanderhängenden elongierten 

Blastokonidien. Die Verlängerung der Filamente erfolgt hier durch wiederholte 

unipolare Knospung, wobei die Tochterzelle mit der Mutterzelle verbunden bleibt 

(Sudbery et al., 2004). In echten Hyphen werden dagegen die Zellkerne durch 

Septen voneinander getrennt. Neben dem Wechsel zwischen Hefe- und Hyphenform 

kann C. albicans auch reversibel zwischen der normalen rund-ovalen Hefezelle 

(white-Form) und einem elongierten Zelltyp (opaque-Form) wechseln (Soll et al., 

1993). Bisher wurde davon ausgegangen, dass dieses als „phänotypisches 

switching“ bezeichnete Phänomen ausschließlich spontan auftritt. Neueste 

Forschungsergebnisse weisen jedoch darauf hin, dass dabei auch Umweltfaktoren 

beteiligt sind (J. Morschhäuser, unveröffentlichtes Ergebnis). Erst kürzlich wurde 
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zudem entdeckt, dass opaque-Zellen eine Mating-kompetente Zellform von 

C. albicans darstellen (Miller und Johnson, 2002). Als eine speziesspezifische 

morphologische Eigenschaft bildet C. albicans, sowie die nahe verwandte Art 

C. dubliniensis, sogenannte Chlamydosporen. Diese „Mantelsporen“ sind auffallend 

große, sphärische Zellen mit einer im Vergleich zur typischen Hefezelle verdickten 

Zellwand. Auf bestimmten nährstoffarmen Wachstumsmedien, wie z.B. Reis- oder 

Kornmehlagar werden sie an den Enden von Filamenten ausgebildet (Staib und 

Morschhäuser, 2007). Ihr Nachweis dient dem artspezifischen Nachweis von 

C. albicans im klinisch-diagnostischen Untersuchungslabor, ihre biologische 

Bedeutung ist jedoch völlig unklar. 

Die Bildung von Hyphen kann in vitro durch eine Vielzahl von Umweltfaktoren 

induziert werden, z.B. erhöhte Temperatur oder die Gegenwart von Serum (Sudbery 

et al., 2004). Da die Hyphenform auch in vivo bei der Invasion in Wirtsgewebe 

beobachtet werden kann, wird der Wechsel zwischen Hefe- und filamentöser Form 

als Virulenzfaktor betrachtet. Indizien dafür sind zudem, dass Hyphenzellen im 

Vergleich zu Hefezellen eine erhöhte Adhärenz an Wirtszellen aufweisen und 

Filamentierung auch zur Befreiung von C. albicans aus Makrophagen nach 

Phagozytose von Zellen in der Hefephase beiträgt (Louria und Brayton, 1964; Kimura 

und Pearsall, 1980; Odds, 1988). Ferner konnte eine Avirulenz von Mutanten in 

morphogenetisch wichtigen Regulatorgenen, die keine Hyphen mehr ausbilden 

können, im Tiermodell beschrieben werden (Lo et al., 1997). Allerdings muss bei 

diesen Mutanten berücksichtigt werden, dass hier nicht nur die Morphologie, sondern 

auch andere, pathogenetisch wichtige Eigenschaften beeinflusst sind.  

Die Bedeutung des Wechsels von C. albicans zwischen Hefe- und Hyphenform 

wurde in der Vergangenheit intensiv untersucht. Da beide Morphologien während der 

Infektion auftreten, wird davon ausgegangen, dass ihr koordiniertes Zusammenspiel 

zur Pathogenität des Pilzes beiträgt (Odds, 1994). Beide Formen unterscheiden sich 

allerdings nicht nur durch ihre äußere Erscheinung, sondern auch durch 

Unterschiede in der Ausprägung anderer Virulenzfaktoren, wie z.B. 

Adhärenzfaktoren und die Sekretion hydrolytischer Enzyme. Um den Übergang von 

der Hefe- zur Hyphenform besser verstehen zu können, wurden die 

zugrundeliegenden regulatorischen Zusammenhänge intensiv erforscht. So konnten 

anhand von Vergleichsstudien mit der Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae 

konservierte Signaltransduktionswege in C. albicans identifiziert und charakterisiert 
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werden. Dazu gehören eine Mitogen-aktivierte Proteinkinase-(MAPK-)Kaskade und 

ein cAMP-abhängiger Signalweg (Brown und Gow, 1999; Ernst, 2000).  

Die MAPK-Kaskade wird z.B. durch äußere Faktoren wie Stickstoffmangel 

ausgelöst (Csank et al., 1998) und vermittelt über eine Reihe von 

Phosphorylierungsschritten in C. albicans die Aktivierung des Transkriptionsfaktors 

Cph1p. Während die Deletion des homologen Faktors Ste12p in S. cerevisiae zu 

Defekten im Mating-Prozess und in der Ausbildung von Pseudohyphen führt (Brown 

und Gow, 1999), stört die Deletion von Cph1p in C. albicans die Hyphenbildung nur 

unter bestimmten Bedingungen. Auf die Serum-induzierte Ausbildung echter Hyphen 

oder die Virulenz von C. albicans im Tiermodell hat die cph1-Deletion allerdings 

keine Auswirkung (Lo et al., 1997). Eine wesentlich wichtigere Rolle für die 

Hyphenbildung in C. albicans scheint der Transkriptionsfaktor Efg1p zu spielen. 

Dieser Faktor nutzt als DNA-bindendes Motiv eine basische Helix-Loop-Helix-

Domäne und wird durch eine von zyklischem AMP (cAMP) und der Proteinkinase A 

regulierte Kaskade in seine aktive Form gebracht. Anders als cph1-Mutanten wurden 

efg1-Mutanten in vitro in Gegenwart von Serum als nicht-filamentös beschrieben. 

Darüber hinaus war die Virulenz der efg1-Mutanten im Tiermodell deutlich vermindert 

(Lo et al., 1997; Stoldt et al., 1997). Allerdings weist die noch weitaus stärkere 

Beeinträchtigung der Virulenz einer cph1-efg1-Doppelmutante auf einen 

bedeutenden Beitrag beider Signalwege hin (Lo et al., 1997; Stoldt et al., 1997). 

Neben den hier erwähnten Faktoren Cph1p und Efg1p konnten in den letzten 

Jahren weitere für die Morphologie von C. albicans wichtige Determinanten 

identifiziert werden. Anders als Faktoren wie z.B. Czf1p oder Tec1p, die als 

hypheninduzierend beschrieben wurden (Brown et al., 1999; Schweizer et al., 2000), 

konnten auch Repressoren des Hyphenwachstums identifiziert werden. So wurde 

gezeigt, dass die Deletion der Gene TUP1 oder NRG1 zu konstitutiv filamentösem 

Wachstum führt (Braun und Johnson, 1997; Murad et al., 2001; Braun et al., 2001). 

Die im Vergleich zum Wildtyp abgeschwächte Virulenz der hyperfilamentösen tup1∆-

Mutante im Tiermodell zeigt allerdings auch, dass filamentöses Wachstum alleine 

nicht hinreichend für die Infektion ist (Braun und Johnson, 1997; Braun et al., 2000). 

Neben ihrer Bedeutung für die Morphologie von C. albicans, kontrollieren 

Regulatoren wie Tup1p und Nrg1p eine Vielzahl weiterer, darunter auch 

virulenzassoziierter Gene (Murad et al., 2001; Dhillon et al., 2003).  
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2.2.3 Sekretorische Aspartatproteasen 

 

Ein Zusammenhang zwischen hydrolytischen Enzymen und der Pathogenität 

wurde bereits für verschiedene Krankheitserreger wie z.B. Bakterien (Finlay und 

Falkow, 1989), Protozoen (McKerrow et al., 1993) oder einige pathogene Hefepilze 

(Ogrydziak, 1993) beschrieben. Als bedeutend für die Virulenz von C. albicans gelten 

seit langem hydrolytische Enzyme, die aus den Zellen sekretiert werden. Dazu 

gehören neben den Lipasen und Phospholipasen vor allem sekretierte Proteasen. 

Seit ihrer Entdeckung wird die extrazelluläre proteolytische Aktivität von 

C. albicans als Virulenzfaktor diskutiert (Staib, 1965). Es wurde vermutet, dass diese 

Eigenschaft nicht nur der Bereitstellung von Nährstoffen dient, sondern auch zur 

Invasion und Adhärenz von C. albicans in bzw. an Wirtsgewebe. Ein Zusammenhang 

zwischen extrazellulärer Proteolyseaktivität und der Pathogenität von C. albicans 

wurde im Folgenden im Tiermodell beobachtet (Staib, 1969; Rüchel et al., 1983). 

Nachdem erstmals ein Proteasegen in C. albicans beschrieben wurde (Hube et al., 

1991), wurden kurze Zeit später weitere homologe Gene entdeckt. Inzwischen ist in 

C. albicans eine Genfamilie von zehn Mitgliedern dieser sekretorischen 

Aspartatproteasen (Saps) bekannt, die mit SAP1-SAP10 bezeichnet werden (Monod 

et al., 1994; Monod et al., 1998; Albrecht et al., 2006). Der in vitro-Abbau von 

Wirtsproteinen durch Proteasen zur Nutzung als Nährstoffquelle wurde bereits sehr 

früh beschrieben (Staib, 1965). Später konnte gezeigt werden, dass die Protease 

Sap2p in einem Medium mit Rinderserumalbumin (BSA) als alleiniger Stickstoffquelle 

spezifisch induziert wird, und dass eine C. albicans-sap2∆-Deletionsmutante in 

einem solchen Medium nicht wachsen kann (Hube et al., 1994; Hube et al., 1997). 

Darüber hinaus wurde gezeigt, dass diese Protease ein breites Substratspektrum 

aufweist. Unter anderem wurde der Abbau von Mucin, das die Oberflächen von 

Schleimhäuten schützt (Colina et al., 1996; de Repentigny et al., 2000), und von 

sekretorischem Immunglobulin A (Rüchel, 1986; Goldman et al., 1995) 

nachgewiesen. Auch der Abbau verschiedener Toxine und Enzyme durch das Sap2-

Protein (Kilian et al., 1988) sowie die Degradation vieler Bestandteile der 

extrazellulären Matrix wie Keratin, Kollagen und Vimentin (Ray und Payne, 1990) 

wurde beschrieben. Auch Moleküle wie Lactoferrin, Lactoperoxidase, Kathepsin D 

und Komplement können durch Sap2p verdaut werden (Germaine und Tellefson, 

1981; Kaminishi et al., 1995; Hube, 1996). 
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Die zehn sekretorischen Aspartatproteasen von C. albicans weisen neben dem 

katalytischen Mechanismus, der auf zwei konservierten Aspartatresten im aktiven 

Zentrum beruht, auch andere Gemeinsamkeiten auf. Die Sap-Proteasen, die durch 

den allgemeinen Aspartat-Proteaseinhibitor Pepstatin A hemmbar sind, werden alle 

als Präproenzyme synthetisiert, die etwa 60 Aminosäuren länger sind als die reifen 

Proteasen. Ihre Prozessierung auf dem Transport über den Sekretionsweg beginnt 

im rauen endoplasmatischen Retikulum, wo zunächst die N-terminale Signalsequenz 

durch eine Signal-Peptidase entfernt wird. Danach wird das Protein in den Golgi-

Apparat weitertransportiert und dort durch eine Kex2-Protease weiter prozessiert 

(Togni et al., 1996; Newport und Agabian, 1997). Dem Transport in sekretorischen 

Vesikeln zur Zellmembran folgt die Ausschüttung ins extrazelluläre Milieu. Während 

die Proteine Sap1p bis Sap8p frei ins Außenmedium sekretiert werden, bleiben 

Sap9p und Sap10p über einen GPI-Anker mit der Zelloberfläche verbunden (Naglik 

et al., 2003a; Albrecht et al., 2006). Die vollständig prozessierten, reifen Sap-Enzyme 

haben Größen zwischen 35 und 50 kDa (Monod et al., 1994; Monod et al., 1998). 

Sequenzanalysen haben gezeigt, dass vor allem die Gene SAP1-SAP6 stark 

miteinander verwandt sind. Innerhalb dieser Gruppe bilden die Gene SAP1-SAP3 

und SAP4-SAP6 zudem Untergruppen mit äußerst hoher Homologie (Hube et al., 

1994). Dass den Saps während der Infektion individuelle Aufgaben zukommen, 

wurde auch durch die Beobachtung differentieller in vitro-Expression der SAP-Gene 

nahegelegt (Hube et al., 1994; White und Agabian, 1995). So konnte neben der 

schon erwähnten spezifischen SAP2-Expression zur Nutzung von Proteinen als 

Nährstoffquelle, auch eine spezifische Induktion anderer SAP-Gene in vitro 

beschrieben werden. Die Gene SAP1 und SAP3 erwiesen sich als Phasen-

spezifische Gene, die in opaque-Zellen exprimiert werden. Dagegen wurde für die 

Gene SAP4-SAP6 gezeigt, dass diese vor allem unter Hyphen-induzierenden 

Bedingungen exprimiert werden. Um nähere Einblicke in die Rolle der einzelnen 

Saps während der Infektion in vivo zu gewinnen, wurden unter Einsatz verschiedener 

Methoden die Expressionsmuster der SAP-Gene in vivo untersucht. Die erzielten 

Ergebnisse sind jedoch teilweise unterschiedlich, so dass die Rollen der individuellen 

Proteasen am Infektionsgeschehen noch immer unklar sind. Neben den 

Unterschieden in der Sensitivität der angewandten Methoden können dafür auch 

leichte Unterschiede in den Infektionsmodellen oder den verwendeten C. albicans-

Stämmen verantwortlich sein. Die Analyse der SAP-Expression mittels Northern-
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Hybridisierung bei experimenteller Vaginitis in Ratten zeigte eine Expression der 

Gene SAP1 und SAP2 (De Bernardis et al., 1995). Dagegen wurde mittels RT-PCR-

Analysen die Expression der Gene SAP1, SAP2 und SAP4-SAP6 während der 

Invasion parenchymaler Organe nach intraperitonialer Infektion von Mäusen 

nachgewiesen (Felk et al., 2002). Weitere Untersuchungen am Mausmodell konnten 

bei ösophagealer und gastrischer Candidose mit dieser Technik die Expression aller 

SAP-Gene nachweisen, während eine nur sporadisch auftretende, schwache SAP1- 

und SAP3-Expression bei verschiedenen oralen Infektionen beobachtet wurde 

(Schofield et al., 2003). RT-PCR wurde auch dazu genutzt, die SAP-Expression 

während der Kolonisation und Infektion beim Menschen zu untersuchen. So wiesen 

Schaller und Kollegen Transkripte von SAP1-SAP3 und SAP6 in Proben von 

Patienten mit oraler Candidose nach, wobei aber keine Expression der Gene SAP4 

und SAP5 detektiert wurde (Schaller et al., 1998). Im Gegensatz dazu wurde jedoch 

in anderen Probanden mit oraler bzw. vaginaler Candida-Besiedelung oder -Infektion 

hauptsächlich SAP2 und SAP5 exprimiert, während SAP1 und SAP3 vorzugsweise 

bei vaginaler und nicht bei oraler Infektion exprimiert wurde (Naglik et al., 2003b). 

Insbesondere eine Expression der Gene SAP2 und SAP5 wurde in Abhängigkeit des 

Infektionsstadiums auch mit Hilfe einer in vivo Expressionstechnologie (IVET) in 

verschiedenen Maus-Modellen beobachtet (Staib et al., 1999; Staib et al., 2000; 

Taylor et al., 2005). Diese Reportertechnik wurde zur Überprüfung der Expression 

der Gene SAP1-6 angewendet. Eine Aktivierung von SAP5 wurde bei intravenöser 

(i.v.), intraperitonealer (i.p.), ösophagealer und vaginaler Infektion bereits in frühen 

Infektionsstadien beobachtet. Im späteren Verlauf der i.p.- sowie der i.v.-Infektion 

wurde eine Aktivierung von SAP2 detektiert, SAP6 insbesondere nach i.v.- sowie bei 

ösophagealer Infektion. Für das SAP2-Gen konnte zudem gezeigt werden, dass die 

beiden Allele während der systemischen Maus-Infektion unterschiedlich reguliert 

werden, d.h. Allel SAP2-2 in C. albicans-Zellen zu früheren Zeitpunkten im 

Infektionsverlauf aktiviert wurde als Allel SAP2-1 (Staib et al., 2002). Eine signifikante 

Expression von SAP4 wurde mittels IVET nur bei experimenteller Vaginitis 

nachgewiesen. Eine in vivo-Expression der Gene SAP1 und SAP3 konnte mit dieser 

Technologie nicht detektiert werden. 

Da die Detektion einer Genexpression noch keine direkte Aussage über die 

Bedeutung des untersuchten Gens auf die Virulenz erlaubt, wurden die Gene SAP1-

SAP6 in C. albicans deletiert, und die entsprechenden Einzel- bzw. 
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Mehrfachmutanten bezüglich ihrer Virulenz in einer Vielzahl von Infektionsmodellen 

geprüft. Dabei zeigte sich, dass sowohl Einzelmutanten der Gene SAP1-SAP3 als 

auch Triplemutanten der Gene SAP4-SAP6 verminderte Virulenz nach intravenöser 

Infektion in Mäusen und Meerschweinchen aufweisen (Hube et al., 1997; Sanglard 

et al., 1997). In einem Rattenmodell vaginaler Candidose verhielten sich Mutanten 

der Gene SAP1, SAP2 oder SAP3 ebenfalls weniger virulent, im Gegensatz zu 

SAP4-SAP6-Triplemutanten (De Bernardis et al., 1999). Umgekehrt verhielten sich 

bei i.p.-Infektion von Mäusen SAP4-SAP6-Triplemutanten weniger virulent, während 

sich Mutanten der Gene SAP1, SAP2 oder SAP3 ähnlich wie der Wildtyp verhielten 

(Kretschmar et al., 1999). 

In vitro-Infektionsmodelle, beruhend auf rekonstituiertem humanem Epithel 

(RHE), wurden ebenfalls zur Untersuchung der Bedeutung der Saps eingesetzt. 

Dabei wurde sowohl die Expression der einzelnen SAP-Gene, als auch das 

Verhalten der SAP-Mutanten überprüft. Auf oralem RHE wurde eine Expression der 

Gene SAP1-SAP3 sowie von SAP6, nicht jedoch von SAP4 und SAP5 mittels RT-

PCR nachgewiesen. Entsprechend wurde unter Einsatz der SAP-Mutanten ein 

Beitrag der Gene SAP1-SAP3 an der Gewebeschädigung in diesem Modell bestätigt 

(Schaller et al., 1999). SAP1 und SAP2, aber nicht SAP3-SAP6, waren auch für die 

Schädigung von vaginalem RHE notwendig, jedoch wurde in diesem Modell eine 

Expression für alle Gene SAP1-SAP6 über RT-PCR detektiert (Schaller et al., 2003). 

Eine Rolle der Saps bei der Infektion des RHEs konnte auch durch die Beobachtung 

gestützt werden, dass die Gewebeschädigung durch den C. albicans-Wildtypstamm 

SC5314 in Gegenwart von Pepstatin A vermindert war (Schaller et al., 1999; Schaller 

et al., 2003). 

Insgesamt verdeutlichen die Genexpressionsstudien und die Versuche mit den 

sap∆-Mutanten, dass die individuellen Saps während der Infektion bestimmte 

Aufgaben erfüllen. Aufgrund der beobachteten Unterschiede in den Ergebnissen, die 

mittels RT-PCR bzw. IVET erzielt wurden, muss berücksichtigt werden, dass diese 

Techniken im Nachweis einer Genexpression unterschiedlich sensitiv sind. Ebenso 

können abweichende Ergebnisse auch durch unterschiedliche Infektionsmodelle 

bzw. deren Handhabung begründet sein. 
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2.3 Proteine als Nährstoffquelle für C. albicans 

 

Durch die Aktivität der Sap-Proteasen werden Proteine extrazellulär in kurze 

Peptide gespalten. Für ihre Nutzung als Nährstoffquelle müssen sie jedoch von den 

Pilzzellen aufgenommen werden. In Hefepilzen wurden für den Transport von 

Peptiden ins Zellinnere zwei verschiedene Protonen-gekoppelte Transportsysteme 

identifiziert. Neben dem PTR-(Peptide TRansport)-System, welches in nahezu allen 

Organismen vorkommt, verfügen Pilze und Pflanzen zusätzlich über das OPT-

(Oligopeptide Transport)-System (Hauser et al., 2001; Wiles et al., 2006). 

Das PTR-System, das intensiv in S. cerevisiae untersucht wurde, bewerkstelligt 

hier den Transport von Di- und Tripeptiden über die Plasmamembran. Es setzt sich 

zusammen aus drei Faktoren, die von den Genen PTR1, PTR2 sowie PTR3 codiert 

werden. PTR2 codiert für den eigentlichen Transporter (Perry et al., 1994), während 

die Genprodukte von PTR1 und PTR3 regulatorische Aufgaben wahrnehmen 

(Alagramam et al., 1995; Barnes et al., 1998). Später wurde gezeigt, dass es sich bei 

Ptr3p um eine Komponente des sogenannten SPS-Sensors handelt. Neben Ptr3p 

besteht dieser aus den Faktoren Ssy1p und Ssy5p (Forsberg und Ljungdahl, 2001). 

Zellen, denen einer dieser drei Faktoren fehlt, sind nicht in der Lage, auf mikromolare 

Konzentrationen an extrazellulären Aminosäuren zu reagieren (Jorgensen et al., 

1998; Bernard und Andre, 2001; Forsberg und Ljungdahl, 2001). Der SPS-Sensor 

detektiert als Ligand-aktivierter Rezeptor extrazelluläre Aminosäuren und kontrolliert 

den Eintritt der beiden basal exprimierten Transkriptionsfaktoren Stp1p und Stp2p in 

den Zellkern (Andreasson und Ljungdahl, 2002). Werden diese aufgrund von 

extrazellulären Signalen endoproteolytisch gespalten, können sie in den Zellkern 

vordringen und dort die vom SPS-Sensor gesteuerten Gene regulieren (Andreasson 

und Ljungdahl, 2004). Im Genom von C. albicans wurden Orthologe des PTR-

Sytems, der Komponenten des SPS-Sensors und von Stp1p sowie Stp2p aus 

S. cerevisiae identifiziert. Das Gen CaPTR2 wurde innerhalb einer C. albicans-

Genbank identifiziert, da es den Defekt einer S. cerevisiae-Dipeptidtransportmutante 

komplementieren konnte (Basrai et al., 1995). Erst kürzlich wurde durch 

Sequenzanalysen ein weiteres PTR-Gen, PTR22, in C. albicans entdeckt 

(J. Morschhäuser, unveröffentlichtes Ergebnis). Ebenso wie in S. cerevisiae werden 

Stp1p und Stp2p auch in C. albicans als inaktive Vorstufen synthetisiert und als 

Antwort auf extrazelluläre Aminosäuren prozessiert (Martinez und Ljungdahl, 2005). 
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Martinez und Ljungdahl haben in ihrer Studie auch untersucht, welche Gene in 

C. albicans von den beiden Faktoren reguliert werden. Sie fanden heraus, dass 

Stp1p Gene aktiviert, die für den Abbau extrazellulärer Proteine oder für die 

Aufnahme von Peptiden gebraucht werden. Dagegen reguliert Stp2p Gene für die 

Aufnahme von Aminosäuren. Besonders interessant ist auch die beobachtete Co-

Regulation von SAP2 und des Oligopeptidtransportergens OPT1 durch den Faktor 

Stp1p. In Zellen, die eine konstitutiv aktive Form dieses Transkriptionsfaktors 

exprimieren, ist SAP2 und OPT1 dauerhaft angeschaltet. Allerdings ist unklar, ob 

Stp1p direkt an den Promotor dieser Gene bindet, oder die Regulation durch Stp1p 

indirekt über weitere Faktoren erfolgt. 

Wie erwähnt, handelt es sich bei OPT1 in C. albicans um ein Gen, das für einen 

Transporter von Oligopeptiden codiert. Dass in C. albicans neben den beschriebenen 

Di-/Tripeptidtransportern ein weiteres Transportsystem für Tetra-/Pentapeptide 

existieren muss, wurde schon vor der Entdeckung des OPT1-Gens aus den 

Ergebnissen verschiedener Arbeiten gefolgert. Unter Zuhilfenahme von toxischen 

Peptiden oder toxischen Peptidanaloga wurde z.B. gezeigt, dass der Transport von 

Di-/Tripeptiden und Tetra-/Pentapeptiden unabhängig voneinander erfolgt (McCarthy 

et al., 1985; Payne und Shallow, 1985; Milewski et al., 1988). Andere Experimente 

haben zudem deutlich gemacht, dass Dipeptide nicht mit Tetra-/Pentapeptiden um 

die Aufnahme in die Zelle konkurrieren (Yadan et al., 1984; McCarthy et al., 1985; 

Milewski et al., 1988). Im Jahr 1997 gelang es schließlich Lubkowitz und Kollegen ein 

Gen für einen Oligopeptid-Transporter in C. albicans zu identifizieren, bei dem es 

sich um OPT1 handelt (Lubkowitz et al., 1997). Möglich wurde dies durch die 

heterologe Expression einer C. albicans-Genbank in S. cerevisiae. Unter 

Bedingungen, unter denen die verwendete S. cerevisiae Di-/Tripeptidtransport-

mutante normalerweise keine Tetra-/Pentapeptide verwerten kann, gelang es 

Transformanten zu identifizieren, die ein Tetrapeptid zum Wachstum nutzen konnten. 

Außerdem waren diese Klone, die das OPT1-Gen aufgenommen hatten, sensitiv 

gegenüber toxischen Tetrapeptiden und wiesen eine gesteigerte Aufnahmerate eines 

radioaktiv markierten Tetrapeptids auf. Sequenzvergleiche verdeutlichten zudem, 

dass ähnliche Gene sowohl in S. cerevisiae als auch in S. pombe vorkommen und 

dass es sich nicht um einen Transporter der PTR-Familie handelt (Lubkowitz et al., 

1997). Ausgedehnte Analysen im C. albicans-Genom führten später zur Entdeckung 

von sieben weiteren Genen (OPT2-OPT8), die für putative Oligopeptid-Transporter 
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codieren (Reuß und Morschhäuser, 2006). Dabei wurde außerdem gezeigt, dass die 

Gene OPT1-OPT8 differentiell exprimiert werden, und dass sich die verschiedenen 

Optp-Transporter in ihrer Substratspezifität unterscheiden. Interessanterweise konnte 

auch bewiesen werden, dass die Optp-Transporter neben Tetra-/Pentapeptiden auch 

Peptide mit einer Länge von bis zu mindestens acht Aminosäuren transportieren. 

 

2.4 Herstellung von Deletionsmutanten in C. albicans 

 

Die Herstellung von knock-out-Mutanten ist bei C. albicans durch das diploide 

Genom beträchtlich erschwert, da zur Geninaktivierung beide Allele des Gens zu 

deletieren sind. Dennoch konnten verschiedene Verfahren entwickelt werden, die die 

effektive Herstellung von Deletionsmutanten in C. albicans erlauben. 

Mit Hilfe mutagener Substanzen wurden schon sehr früh unspezifische 

C. albicans-Mutanten hergestellt. Allerdings lässt die Untersuchung solcher Mutanten 

keine gesicherten Folgerungen über die Rolle einzelner Gene zu. Dies wurde erst 

durch die Etablierung neuer Methoden möglich, die die gezielte Deletion bestimmter 

Gene erlaubten. Die ersten spezifischen Mutagenesen in C. albicans wurden an 

auxtrotrophen Ausgangsstämmen vorgenommen. Dabei wurde zumeist der Stamm 

CAI4 verwendet, bei dem es sich um ein ura3-negatives Derivat des wildtypischen 

Stammes SC5314 handelt. Bei der häufig verwendeten URA-Blaster-Methode (Fonzi 

und Irwin, 1993) wird das Zielgen durch Insertionsmutagenese deletiert. Der URA3-

Selektionsmarker ist bei diesem Verfahren von bakteriellen hisG-Sequenzen und 

homologen Sequenzen zur Integration in den Zielgenlokus flankiert. Die Selektion 

positiver Transformanten, die den Selektionsmarker in einem der beiden Allele des 

Zielgens integriert haben, kann nach der Transformation auf Uridin-freiem Medium 

erfolgen. Um denselben Selektionsmarker auch für die Deletion des zweiten Allels 

verwenden zu können, müssen nun Klone selekiert werden, die den URA3-Marker 

durch spontane Rekombination der hisG-Sequenzen verloren haben. Diese Selektion 

findet auf Agarplatten mit 5-Fluoroorotic-Acid (FOA) statt. Auf diesen Platten können 

nur ura3-negative Zellen Kolonien ausbilden, da das FOA durch das URA3-

Genprodukt in die toxische Verbindung 5-F-UMP umgewandelt wird. Aus den 

erhaltenen ura3-negativen heterozygoten Deletionsmutanten können dann in 
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gleicher Weise durch einen weiteren Transformationsschritt homozygote Mutanten 

erzeugt werden. 

Die URA-Blaster-Methode erwies sich als wertvolles Werkzeug zur 

Gendeletion, hatte jedoch auch Nachteile, wie z.B. die geringe spontane 

Rekombinationsfrequenz zur Entfernung des Selektionsmarkers und den 

notwendigen Einsatz des toxischen FOAs. Alternativ wurden deshalb auch doppelt- 

und dreifach-auxotrophe Ausgangstämme zur Erzeugung von C. albicans-Mutanten 

verwendet (Kurtz und Marrinan, 1989; Negredo et al., 1997; Wilson et al., 2000). 

Jedoch macht der Verbleib der verschiedenen verwendeten Selektionsmarker im 

Genom eine Deletion weiterer Gene, sowie auch eine Komplementierung unmöglich. 

Die genannten Nachteile bei der Transformation des Stammes CAI4 konnten später 

durch die Entwicklung der URA3-Flipper-Kassette umgangen werden (Morschhäuser 

et al., 1999). Diese Deletionskassette enthält ebenfalls das URA3-Gen als 

Selektionsmarker, daneben aber auch das Gen für die site-spezifische FLP-

Rekombinase aus S. cerevisiae, das vom induzierbaren C. albicans-SAP2-Promotor 

kontrolliert wird. Die gesamte Kassette ist von den Erkennungssequenzen der FLP-

Rekombinase (FLP-recognition-target-[FRT]-sites) sowie von homologen Bereichen 

des Zielgens flankiert. Die Expression der Rekombinase ermöglicht nach Insertion 

der Kassette in eines der beiden Allele des Zielgens die effektive Exzision des 

Selektionsmarkers aus dem Genom der URA3-positiven Transformanten. Dazu wird 

der SAP2-Promotor durch Anzucht der Transformanten unter entsprechenden 

Bedingungen induziert.  

Als sehr praktikabel für die genetische Manipulation von C. albicans erwies sich 

die Verwendung von dominanten Selektionsmarkern, da diese auch eine 

Transformation von wildtypischen Isolaten erlauben. Außerdem werden dadurch 

auch Probleme umgangen, die auf die Verwendung von Auxotrophie-Markern bei der 

Mutagenese zurückgeführt wurden. So konnte am Beispiel des URA3-Markers 

gezeigt werden, dass eine ektopische Integration die Expression des URA3-Gens 

verändern kann, die direkt mit der Virulenz von C. albicans verbunden ist. Da ura3-

negative C. albicans-Stämme avirulent sind, kann die veränderte Expression des 

URA3-Gens somit unabhängig von der Gendeletion zu Veränderungen der Virulenz 

der manipulierten Stämme führen (Lay et al., 1998; Sundstrom et al., 2002; Brand 

et al., 2004). Als erster dominanter Selektionsmarker für C. albicans wurde das 

MPAR-Gen verwendet, das eine Resistenz gegen Mycophenolsäure bedingt (Köhler 
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et al., 1997; Staib et al., 1999). Basierend auf dem URA3-Flipper wurde der MPAR-

Flipper konstruiert, der ebenfalls die wiederholte Verwendung des Selektionsmarkers 

erlaubt. Mit Hilfe dieses Werkzeugs konnte z.B. die Rolle von Effluxpumpen bei der 

Resistenz von klinischen C. albicans und C. dubliniensis-Isolaten untersucht werden 

(Wirsching et al., 2000; Wirsching et al., 2001). Bei dem MPAR-Gen handelt es sich 

um ein mutiertes Allel der Inosin-Monophosphat-Dehydrogenase aus C. albicans. Als 

Nachteil dieser Strategie erwies sich die große Zahl falsch-positiver Klone, was 

möglicherweise durch eine Integration des Markers in seinen Originallocus bedingt 

ist. Außerdem ist die Selektionsdauer MPA-resistenter Klone mit 4-7 Tagen bei 

dieser Methode relativ lang. Als bedeutend effizienteres Werkzeug für die 

Mutagenese erwies sich der SAT1-Flipper, der als dominanten Selektionsmarker das 

an den Codongebrauch von C. albicans angepasste SAT1-Gen (caSAT1) aus E. coli 

enthält (Reuß et al., 2004). Die SAT1-flipping-Methode wurde erstmals verwendet, 

um die Rolle von Oligopeptidtransportern in C. albicans zu untersuchen (Reuß et al., 

2004; Reuß und Morschhäuser, 2006). Der SAT1-Marker erlaubt nicht nur eine 

Insertion von Deletionskassetten, sondern auch von anderen Konstrukten, wie z.B. 

Reportergenfusionen. 

 

2.5 Genexpressionsanalyse durch Reportersysteme 

 

Die Anpassung von C. albicans an wechselnde Umweltbedingungen ist mit der 

veränderten Expression einer Vielzahl von Genen verbunden. Der Nachweis einer 

Aktivierung eines bestimmten Gens kann daher zur Aufklärung der Funktion des 

entsprechenden Genproduktes beitragen. Die Expression eines Gens kann auf 

unterschiedlichen Ebenen überprüft werden. Zum einen kann das Genprodukt über 

spezifische Antikörper oder ggf. durch Enzymaktivität nachgewiesen werden, zum 

anderen ist aber auch der Nachweis des entsprechenden Transkripts möglich. Eine 

äußerst praktikable Methode stellt die Verwendung von Reportergenen dar, da deren 

Expression leicht nachweisbar ist. Das in vielen Fällen heterologe Reportergen wird 

zu diesem Zweck mit dem Promotor oder mit der codierenden Region des zu 

untersuchenden Gens fusioniert. Die Expression von Fremdgenen ist allerdings 

aufgrund des abweichenden Codon-Gebrauchs in C. albicans erschwert. Im 

Gegensatz zu anderen Organismen übersetzt C. albicans das CUG-Codon in Serin 
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anstatt in Leucin, was dazu führen kann, dass heterologe Gene in nicht funktionelle 

Proteine übersetzt werden. Dieses Problem kann durch Anpassung der 

entsprechenden Codons an den C. albicans-Codongebrauch vermieden werden 

(Ohama et al., 1993). 

Das erste für C. albicans etablierte Reportergen war das Gen LAC4 aus 

Kluyveromyces lactis (Leuker et al., 1992). Eine Anpassung an C. albicans war in 

diesem Fall nicht notwendig, da sich zeigte, dass die beiden enthaltenen, für 

C. albicans falsch übersetzten CUG-Codons das Enzym in seiner Aktivität nicht 

entscheidend beeinträchtigen. Das Luciferase-Gen RLUC aus Renilla reniformis 

konnte ebenfalls ohne Veränderung in C. albicans verwendet werden, da hier keine 

CUG-codons enthalten sind (Srikantha et al., 1996). Der Austausch eines CUG-

Codons im GFP-Gen aus Aequoria victoria ermöglichte auch die Verwendung dieses 

Gens als Reporter in C. albicans (Cormack et al., 1997; Morschhäuser et al., 1998). 

Das GFP-Gen benötigt keinerlei Co-Faktoren und ist deshalb als Reportergen sehr 

gut geeignet. Die Expression des modifizierten GFP-Gens unter der Kontrolle eines 

C. albicans-Promotors führt zur Fluoreszenz der Zellen, die dann mikroskopisch auf 

Einzelzellebene oder durchflusszytometrisch analysiert werden kann (Chalfie et al., 

1994; Barelle et al., 2004). Das Abschalten einer Genexpression kann mit Hilfe des 

Gfp allerdings nur sehr schwer detektiert werden, da das Gfp-Protein eine sehr hohe 

Stabilität aufweist (Spellig et al., 1996). 

Das an den Gebrauch in C. albicans angepasste FLP-Gen aus S. cerevisiae 

erwies sich ebenfalls als geeignet zur Verwendung als Reportergen (Staib et al., 

1999). Das FLP-Gen codiert für eine site-spezifische Rekombinase, die als zentrales 

Werkzeug der für C. albicans etablierten IVET-Reportertechnologie fungiert (Staib 

et al., 1999). Dabei wird eine Reportergenfusion in den Zielgenlokus eines 

C. albicans-Stammes inseriert, der einen Marker im Genom enthält, der von den 

Erkennungssequenzen der FLP-Rekombinase (FRT-sites) flankiert ist. Die 

Aktivierung des Zielgens führt zur Expression der Rekombinase und dadurch zur 

Rekombination der FRT-sites. Dies hat eine irreversible Deletion des Markers aus 

dem Genom der entsprechenden Zelle zur Folge, die dieses genetische Ereignis 

auch weitervererbt. Eine Aktivierung des Zielgens ist somit durch Analyse der 

Nachkommen bezüglich An- oder Abwesenheit des Markers auch zu einem späteren 

Zeitpunkt möglich. Als Marker dient hierbei das bereits beschriebene MPAR-Gen, 

dessen Anwesenheit im Genom einer Zelle durch deren Resistenz gegenüber 
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Mycophenolsäure phänotypisch leicht nachweisbar ist. Dieses IVET-System wurde 

zur Analyse der Expression der C. albicans Gene SAP1-SAP6 während der 

experimentellen Infektion eingesetzt (Staib et al., 2000). 

 

2.6 Zielsetzung dieser Arbeit 

 

Die verschiedenen Studien zur Aufklärung der pathogenetischen Rolle der 

sekretorischen Aspartatproteasen von C. albicans mittels RT-PCR, IVET und sap∆-

Deletionsmutanten (mit auxotrophem Stammhintergrund) führten in der 

Vergangenheit zu widersprüchlichen Schlussfolgerungen. Aus diesem Grund ist die 

Bedeutung dieser putativen Virulenzfaktoren noch immer unklar. Das Ziel der 

vorliegenden Arbeit bestand deshalb darin, die SAP-Genexpression in C. albicans 

erstmals mit Hilfe der IVET-Reportertechnologie im RHE-Modell zu analysieren und 

mit den Ergebnissen früherer Untersuchungen zu vergleichen. Die Rolle der 

individuellen Saps sollte mit neuesten Methoden weiter aufgeklärt werden. Dazu 

wurden neue sap∆-Deletionsmutanten im SC5314-Wildtyphintergrund konstruiert und 

deren Verhalten in einer Reihe von in vitro- und in vivo-Infektionsmodellen 

charakterisiert. 

Außerdem sollte die bekannte Co-Regulation der C. albicans-Gene SAP2 und 

OPT1 untersucht werden. Mit Hilfe von C. albicans-Reporterstämmen sollten in den 

Promotoren der beiden Gene Regionen identifiziert werden, die für die Induktion 

dieser Gene wichtig sind und die möglicherweise als Bindungsstelle 

Transkriptionsfaktoren in Frage kommen. 
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3 Material und Methoden 

 

3.1 Verwendete Bakterienstämme und Plasmide 

 

3.1.1 Escherichia coli K12-Stamm 

 

Alle in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Klonierungsarbeiten wurden mit 

dem E. coli-Laborstamm DH5α (F-, endA1, hsdR17 [rk
-, mk

-], supE44, thi-1, recA1, 

gyrA96, relA1, ∆[argF-lac]U169, λ-, φ80dlacZ∆M15) durchgeführt (Bethesda 

Research Laboratories, 1986). 

 

3.1.2 Plasmide 

 

Als Klonierungsvektor zur Herstellung aller in dieser Arbeit verwendeten 

Plasmide (Tabelle 1) fand grundsätzlich das Ausgangsplasmid pBluescript KS+ 

(Stratagene, Heidelberg, Deutschland) Verwendung. 

 

Bezeichnung Relevante Eigenschaften Referenz 

Plasmide zur Deletion bzw. Reintegration einzelner SAP-Gene und deren Vorstufen: 

pHATS12 Template zu Amplifizierung eines SAP1 downstream-Fragments Labor 
Morschhäuser 

pHATS22 Template zu Amplifizierung eines SAP2 downstream-Fragments Labor 
Morschhäuser 

pHATS32 Template zu Amplifizierung eines SAP3 downstream-Fragments Labor 
Morschhäuser 

pHATS42 Template zu Amplifizierung eines SAP4 downstream-Fragments Labor 
Morschhäuser 

pHATS52 Template zu Amplifizierung eines SAP5 downstream-Fragments Labor 
Morschhäuser 

pHATS62 Template zu Amplifizierung eines SAP6 downstream-Fragments Labor 
Morschhäuser 
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Bezeichnung Relevante Eigenschaften Referenz 

pOPT1M3 enthält SAT1-Flipperkassette; 
Vorstufe aller weiteren Plasmide mit SAT1-Flipperkassette 

(Reuß et al., 
2004) 

pSAP1KS1 Vorstufe zu pSAP1KS2 diese Arbeit 

pSAP1KS2 enthält SAT1-Flipperkassette zur Reintegration von SAP1 diese Arbeit 

pSAP1MS1 Vorstufe zu pSAP1MS2 diese Arbeit 

pSAP1MS2 enthält SAT1-Flipperkassette zur Deletion von SAP1 diese Arbeit 

pSAP2KS1 Vorstufe zu pSAP2KS2 diese Arbeit 

pSAP2KS2 Vorstufe zu pSAP2KS3 diese Arbeit 

pSAP2KS3 enthält SAT1-Flipperkassette zur Reintegration von SAP2-2 diese Arbeit 

pSAP2MS1 Vorstufe zu pSAP2MS2 diese Arbeit 

pSAP2MS2 enthält SAT1-Flipperkassette zur Deletion von SAP2 diese Arbeit 

pSAP3KS1 Vorstufe zu pSAP3KS2 diese Arbeit 

pSAP3KS2 enthält SAT1-Flipperkassette zur Reintegration von SAP3 diese Arbeit 

pSAP3MS1 Vorstufe zu pSAP3MS2 diese Arbeit 

pSAP3MS2 enthält SAT1-Flipperkassette zur Deletion von SAP3 diese Arbeit 

pSAP4KS1 Vorstufe zu pSAP4KS2 diese Arbeit 

pSAP4KS2 enthält SAT1-Flipperkassette zur Reintegration von SAP4 diese Arbeit 

pSAP4MS1 Vorstufe zu pSAP4MS2 diese Arbeit 

pSAP4MS2 enthält SAT1-Flipperkassette zur Deletion von SAP4 diese Arbeit 

pSAP5KS1 Vorstufe zu pSAP5KS2 diese Arbeit 

pSAP5KS2 enthält SAT1-Flipperkassette zur Reintegration von SAP5 diese Arbeit 

pSAP5MS1 Vorstufe zu pSAP5MS2 diese Arbeit 

pSAP5MS2 enthält SAT1-Flipperkassette zur Deletion von SAP5 diese Arbeit 

pSAP6KS1 Vorstufe zu pSAP6KS2 diese Arbeit 

pSAP6KS2 enthält SAT1-Flipperkassette zur Reintegration von SAP6 diese Arbeit 

pSAP6MS1 Vorstufe zu pSAP6MS2 diese Arbeit 

pSAP6MS2 enthält SAT1-Flipperkassette zur Deletion von SAP6 diese Arbeit 

pSFL13 Quelle eines 5´-SAP1-Fragments zur homologen Integration (Staib et al., 
2000) 

pSFL213 Quelle eines 5´-SAP2-Fragments zur homologen Integration (Staib et al., 
2000) 
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Bezeichnung Relevante Eigenschaften Referenz 

pSFL33 Quelle eines 5´-SAP3-Fragments zur homologen Integration (Staib et al., 
2000) 

pSFL43 Quelle eines 5´-SAP4-Fragments zur homologen Integration (Staib et al., 
2000) 

pSFL53 Quelle eines 5´-SAP5-Fragments zur homologen Integration (Staib et al., 
2000) 

pSFL63 Quelle eines 5´-SAP6-Fragments zur homologen Integration (Staib et al., 
2000) 

   

Plasmide mit ecaFLP-Reporterkonstrukten zur SAP2-Genexpressionsanalyse: 

pSFL216 Ausgangsvektor für pSFL223 und pSFL224B Labor 
Morschhäuser 

pSFL221 Ausgangsvektor für pSFL222B Labor 
Morschhäuser 

pSFL222B enthält SAP2-1-Promotor mit Deletion von Position -2541 bis      
-122 

diese Arbeit 

pSFL223 enthält SAP2-1-Promotor mit Deletion von Position -3532 bis      
-1087 

diese Arbeit 

pSFL224B enthält SAP2-1-Promotor mit Deletion von Position -2541 bis      
-1084 

diese Arbeit 

pSFL225 enthält SAP2-1-Promotor mit Deletion von Position -1816 bis      
-1083 

diese Arbeit 

pSFL226 enthält SAP2-1-Promotor mit Deletion von Position -2544 bis      
-1816 

diese Arbeit 

pSFL227 enthält SAP2-1-Promotor mit Deletion von Position -2176 bis      
-1816 

diese Arbeit 

pSFL228 enthält SAP2-1-Promotor mit Deletion von Position -2544 bis      
-2173 

diese Arbeit 

   

Plasmide mit GFP-Reporterkonstrukten zur OPT1-Genexpressionsanalyse: 

pOPT1G22 enthält den nativen OPT1-Promotor (Reuß und 
Morschhäuser, 
2006) 

pOPT1G23 enthält OPT1-Promotor mit Deletion von Position -1781 bis -988 diese Arbeit 

pOPT1G24 enthält OPT1-Promotor mit Deletion von Position -1781 bis         
-1194 

diese Arbeit 

pOPT1G25 enthält OPT1-Promotor mit Deletion von Position -1781 bis         
-1384 

diese Arbeit 
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Bezeichnung Relevante Eigenschaften Referenz 

pOPT1G26 enthält OPT1-Promotor mit Deletion von Position -1781 bis         
-1595 

diese Arbeit 

pOPT1G27 enthält OPT1-Promotor mit Deletion von Position -1781 bis         
-1148 

diese Arbeit 

pOPT1G28 enthält OPT1-Promotor mit Deletion von Position -1781 bis         
-1122 

diese Arbeit 

pOPT1G29 enthält OPT1-Promotor mit Deletion von Position -1781 bis        
-1052 

diese Arbeit 

pOPT1G30 enthält OPT1-Promotor mit Deletion von Position -1781 bis         
-1083 

diese Arbeit 

pOPT1G31 enthält OPT1-Promotor mit Deletion von Position -1781 bis          
-1018 

diese Arbeit 

pOPT1G32 enthält OPT1-Promotor mit Deletion von Position -1781 bis -740 diese Arbeit 

pOPT1G33 enthält OPT1-Promotor mit Deletion von Position -1781 bis -495 diese Arbeit 

pOPT1G34 enthält OPT1-Promotor mit Deletion von Position -1781 bis -243 diese Arbeit 

Tabelle 1: In dieser Arbeit verwendete Plasmide. Positionsangaben beziehen sich auf das Startcodon 
des jeweiligen Gens. 

 

3.2 Verwendete Candida albicans-Stämme 

 

In Tabelle 2 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Candida albicans-

Transformanten, deren Ausgangsstämme sowie die entsprechenden Genotypen und 

Referenzen aufgelistet. Die benutzten Abkürzungen sind nun im Folgenden erklärt, 

wobei Genbezeichnungen stets in kursiver Schrift dargestellt sind: TACT1, 

Terminatorbereich des Aktin-Gens; caFLP bzw. ecaFLP, C. albicans-adaptiertes 

FLP-Rekombinase-Gen aus S. cerevisiae bzw. „enhanced“ caFLP mit zusätzlichen 

Veränderungen zur Erhöhung der Aktivität; caSAT1, C. albicans-adaptiertes SAT1-

Gen aus E. coli, dient als dominanter Selektionsmarker in C. albicans-Stämmen; FRT 

(FLP-recognition target), minimale Erkennungssequenz der FLP-Rekombinase; GFP, 

Gen des „Grünfluoreszierenden Proteins“ aus Aequorea victoria; PMAL2, induzierbarer 

Promotor des MAL2-Gens; MPAR, Mycophenolsäure-Resistenzgen; P, untersuchte 

Promotoren in den C. albicans-Reporterstämmen, das untersuchte Gen ist als Index 

angezeigt, der deletierte Promotorbereich hochgestellt (Position vor dem 

Startcodon); URA3, Gen für die Orotidin-5`Phosphat-Decarboxylase, dient als 

Selektionsmarker in ura3-negativen C. albicans-Stämmen. 
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Stamm Ausgangsstamm  Genotypa Referenz 

SC5314  wildtypischer Stamm (Gillum et al., 
1984) 

Can33 CAI4 efg1::hisG/efg1::hisG-URA3-hisG (Dieterich et al., 
2002) 

CFI1 CAI4 ACT1/act1::FRT-MPA
R
-FRT  (Staib et al., 

1999) 

S2FI1AS S2FI1A ACT1/act1::FRT (Staib et al., 
1999) 

S2UI1A CFI1 ACT1/act1::FRT-MPA
R
-FRT 

sap2-1::URA3/SAP2-2 
(Staib et al., 
1999) 

    

sap∆∆∆∆-Einzelmutanten und entsprechende Komplementanten: 

SAP1MS1A SC5314 sap1-1∆::SAT1-FLIP
b/SAP1-2 diese Arbeit 

SAP1MS1B SC5314 SAP1-1/sap1-2∆::SAT1-FLIP diese Arbeit 

SAP1MS2A SAP1MS1A sap1-1∆::FRT/SAP1-2 diese Arbeit 

SAP1MS2B SAP1MS1B SAP1-1/sap1-2∆::FRT diese Arbeit 

SAP1MS3A SAP1MS2A sap1-1∆::FRT/sap1-2∆::SAT1-FLIP diese Arbeit 

SAP1MS3B SAP1MS2B sap1-1∆::SAT1-FLIP/sap1-2∆::FRT diese Arbeit 

SAP1MS4A SAP1MS3A sap1-1∆::FRT/sap1-2∆::FRT diese Arbeit 

SAP1MS4B SAP1MS3B sap1-1∆::FRT/sap1-2∆::FRT diese Arbeit 

    

SAP2MS1A SC5314 sap2-1∆::SAT1-FLIP/SAP2-2 diese Arbeit 

SAP2MS1B SC5314 SAP2-1/sap2-2∆::SAT1-FLIP diese Arbeit 

SAP2MS2A SAP2MS1A sap2-1∆::FRT/SAP2-2 diese Arbeit 

SAP2MS2B SAP2MS1B SAP2-1/sap2-2∆::FRT diese Arbeit 

SAP2MS3A SAP2MS2A sap2-1∆::FRT/sap2-2∆::SAT1-FLIP diese Arbeit 

SAP2MS3B SAP2MS2B sap2-1∆::SAT1-FLIP/sap2-2∆::FRT diese Arbeit 

SAP2MS4A SAP2MS3A sap2-1∆::FRT/sap2-2∆::FRT diese Arbeit 

SAP2MS4B SAP2MS3B sap2-1∆::FRT/sap2-2∆::FRT diese Arbeit 

SAP2KS3A SAP2MS4A sap2-1∆::FRT/SAP2-2-TACT1::SAT1-FLIP diese Arbeit 

SAP2KS3B SAP2MS4B sap2-1∆::FRT/SAP2-2-TACT1::SAT1-FLIP diese Arbeit 
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SAP2KS4A SAP2KS3A sap2-1∆::FRT/SAP2-2-TACT1::FRT diese Arbeit 

SAP2KS4B SAP2KS3B sap2-1∆::FRT/SAP2-2-TACT1::FRT diese Arbeit 

    

SAP3MS1A SC5314 sap3∆::SAT1-FLIP/SAP3 diese Arbeit 

SAP3MS1B SC5314 sap3∆::SAT1-FLIP/SAP3 diese Arbeit 

SAP3MS2A SAP3MS1A sap3∆::FRT/SAP3 diese Arbeit 

SAP3MS2B SAP3MS1B sap3∆::FRT/SAP3 diese Arbeit 

SAP3MS3A SAP3MS2A sap3∆::FRT/sap3∆::SAT1-FLIP diese Arbeit 

SAP3MS3B SAP3MS2B sap3∆::FRT/sap3∆::SAT1-FLIP diese Arbeit 

SAP3MS4A SAP3MS3A sap3∆::FRT/sap3∆::FRT diese Arbeit 

SAP3MS4B SAP3MS3B sap3∆::FRT/sap3∆::FRT diese Arbeit 

    

SAP4MS1A SC5314 sap4-1∆::SAT1-FLIP/SAP4-2 diese Arbeit 

SAP4MS1B SC5314 SAP4-1/sap4-2∆::SAT1-FLIP diese Arbeit 

SAP4MS2A SAP4MS1A sap4-1∆::FRT/SAP4-2 diese Arbeit 

SAP4MS2B SAP4MS1B SAP4-1/sap4-2∆::FRT diese Arbeit 

SAP4MS3A SAP4MS2A sap4-1∆::FRT/sap4-2∆::SAT1-FLIP diese Arbeit 

SAP4MS3B SAP4MS2B sap4-1∆::SAT1-FLIP/sap4-2∆::FRT diese Arbeit 

SAP4MS4A SAP4MS3A sap4-1∆::FRT/sap4-2∆::FRT diese Arbeit 

SAP4MS4B SAP4MS3B sap4-1∆::FRT/sap4-2∆::FRT diese Arbeit 

    

SAP5MS1A SC5314 sap5-1∆::SAT1-FLIP/SAP5-2 diese Arbeit 

SAP5MS1B SC5314 SAP5-1/sap5-2∆::SAT1-FLIP diese Arbeit 

SAP5MS2A SAP5MS1A sap5-1∆::FRT/SAP5-2 diese Arbeit 

SAP5MS2B SAP5MS1B SAP5-1/sap5-2∆::FRT diese Arbeit 

SAP5MS3A SAP5MS2A sap5-1∆::FRT/sap5-2∆::SAT1-FLIP diese Arbeit 

SAP5MS3B SAP5MS2B sap5-1∆::SAT1-FLIP/sap5-2∆::FRT diese Arbeit 

SAP5MS4A SAP5MS3A sap5-1∆::FRT/sap5-2∆::FRT diese Arbeit 

SAP5MS4B SAP5MS3B sap5-1∆::FRT/sap5-2∆::FRT diese Arbeit 
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SAP6MS1A SC5314 sap6-1∆::SAT1-FLIP/SAP6-2 diese Arbeit 

SAP6MS1B SC5314 SAP6-1/sap6-2∆::SAT1-FLIP diese Arbeit 

SAP6MS2A SAP6MS1A sap6-1∆::FRT/SAP6-2 diese Arbeit 

SAP6MS2B SAP6MS1B SAP6-1/sap6-2∆::FRT diese Arbeit 

SAP6MS3A SAP6MS2A sap6-1∆::FRT/sap6-2∆::SAT1-FLIP diese Arbeit 

SAP6MS3B SAP6MS2B sap6-1∆::SAT1-FLIP/sap6-2∆::FRT diese Arbeit 

SAP6MS4A SAP6MS3A sap6-1∆::FRT/sap6-2∆::FRT diese Arbeit 

SAP6MS4B SAP6MS3B sap6-1∆::FRT/sap6-2∆::FRT diese Arbeit 

    

sap∆∆∆∆-Doppelmutanten: 

SAP12MS1A SAP2MS4A sap2-1∆::FRT/sap2-2∆::FRT 
sap1∆::SAT1-FLIP/SAP1 

diese Arbeit 

SAP12MS1B SAP2MS4B sap2-1∆::FRT/sap2-2∆::FRT 
sap1∆::SAT1-FLIP/SAP1 

diese Arbeit 

SAP12MS2A SAP12MS1A sap2-1∆::FRT/sap2-2∆::FRT 
sap1∆::FRT/SAP1 

diese Arbeit 

SAP12MS2B SAP12MS1B sap2-1∆::FRT/sap2-2∆::FRT 
sap1∆::FRT/SAP1 

diese Arbeit 

SAP12MS3A SAP12MS2A sap2-1∆::FRT/sap2-2∆::FRT 
sap1∆::FRT/sap1∆::SAT1-FLIP 

diese Arbeit 

SAP12MS3B SAP12MS2B sap2-1∆::FRT/sap2-2∆::FRT 
sap1∆::FRT/sap1∆::SAT1-FLIP 

diese Arbeit 

SAP12MS4A SAP12MS3A sap2-1∆::FRT/sap2-2∆::FRT 
sap1∆::FRT/sap1∆::FRT 

diese Arbeit 

SAP12MS4B SAP12MS3B sap2-1∆::FRT/sap2-2∆::FRT 
sap1∆::FRT/sap1∆::FRT 

diese Arbeit 

    

SAP13MS1A SAP1MS4A sap1-1∆::FRT/sap1-2∆::FRT 
sap3∆::SAT1-FLIP/SAP3 

diese Arbeit 

SAP13MS1B SAP1MS4B sap1-1∆::FRT/sap1-2∆::FRT 
sap3∆::SAT1-FLIP/SAP3 

diese Arbeit 

SAP13MS2A SAP13MS1A sap1-1∆::FRT/sap1-2∆::FRT 
sap3∆::FRT/SAP3 

diese Arbeit 

SAP13MS2B SAP13MS1B sap1-1∆::FRT/sap1-2∆::FRT 
sap3∆::FRT/SAP3 

diese Arbeit 
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SAP13MS3A SAP13MS2A sap1-1∆::FRT/sap1-2∆::FRT 
sap3∆::FRT/sap3∆::SAT1-FLIP 

diese Arbeit 

SAP13MS3B SAP13MS2B sap1-1∆::FRT/sap1-2∆::FRT 
sap3∆::FRT/sap3∆::SAT1-FLIP 

diese Arbeit 

SAP13MS4A SAP13MS3A sap1-1∆::FRT/sap1-2∆::FRT 
sap3∆::FRT/sap3∆::FRT 

diese Arbeit 

SAP13MS4B SAP13MS3B sap1-1∆::FRT/sap1-2∆::FRT 
sap3∆::FRT/sap3∆::FRT 

diese Arbeit 

    

SAP23MS1C SAP3MS4A sap3∆::FRT/sap3∆::FRT 
sap2-1∆::SAT1-FLIP/SAP2-2 

diese Arbeit 

SAP23MS1D SAP3MS4B sap3∆::FRT/sap3∆::FRT 
sap2-1∆::SAT1-FLIP/SAP2-2 

diese Arbeit 

SAP23MS2C SAP23MS1C sap3∆::FRT/sap3∆::FRT 
sap2-1∆::FRT/SAP2-2 

diese Arbeit 

SAP23MS2D SAP23MS1D sap3∆::FRT/sap3∆::FRT 
sap2-1∆::FRT/SAP2-2 

diese Arbeit 

SAP23MS3C SAP23MS2C sap3∆::FRT/sap3∆::FRT 
sap2-1∆::FRT/sap2-2∆::SAT1-FLIP 

diese Arbeit 

SAP23MS3D SAP23MS2D sap3∆::FRT/sap3∆::FRT 
sap2-1∆::FRT/sap2-2∆::SAT1-FLIP 

diese Arbeit 

SAP23MS4C SAP23MS3C sap3∆::FRT/sap3∆::FRT 
sap2-1∆::FRT/sap2-2∆::FRT 

diese Arbeit 

SAP23MS4D SAP23MS3D sap3∆::FRT/sap3∆::FRT 
sap2-1∆::FRT/sap2-2∆::FRT 

diese Arbeit 

    

SAP45MS1A SAP4MS4A sap4-1∆::FRT/sap4-2∆::FRT 
sap5-1∆::SAT1-FLIP/SAP5-2 

diese Arbeit 

SAP45MS1B SAP4MS4B sap4-1∆::FRT/sap4-2∆::FRT 
sap5-1∆::SAT1-FLIP/SAP5-2 

diese Arbeit 

SAP45MS2A SAP45MS1A sap4-1∆::FRT/sap4-2∆::FRT 
sap5-1∆::FRT/SAP5-2 

diese Arbeit 

SAP45MS2B SAP45MS1B sap4-1∆::FRT/sap4-2∆::FRT 
sap5-1∆::FRT/SAP5-2 

diese Arbeit 

SAP45MS3A SAP45MS2A sap4-1∆::FRT/sap4-2∆::FRT 
sap5-1∆::FRT/sap5-2∆::SAT1-FLIP 

diese Arbeit 

SAP45MS3B SAP45MS2B sap4-1∆::FRT/sap4-2∆::FRT 
sap5-1∆::FRT/sap5-2∆::SAT1-FLIP 

diese Arbeit 
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SAP45MS4A SAP45MS3A sap4-1∆::FRT/sap4-2∆::FRT 
sap5-1∆::FRT/sap5-2∆::FRT 

diese Arbeit 

SAP45MS4B SAP45MS3B sap4-1∆::FRT/sap4-2∆::FRT 
sap5-1∆::FRT/sap5-2∆::FRT 

diese Arbeit 

    

SAP46MS1A SAP6MS4A sap6-1∆::FRT/sap6-2∆::FRT 
sap4-1∆::SAT1-FLIP/SAP4-2 

diese Arbeit 

SAP46MS1B SAP6MS4B sap6-1∆::FRT/sap6-2∆::FRT 
SAP4-1/sap4-2∆::SAT1-FLIP 

diese Arbeit 

SAP46MS2A SAP46MS1A sap6-1∆::FRT/sap6-2∆::FRT 
sap4-1∆::FRT/SAP4-2 

diese Arbeit 

SAP46MS2B SAP46MS1B sap6-1∆::FRT/sap6-2∆::FRT 
SAP4-1/sap4-2∆::FRT 

diese Arbeit 

SAP46MS3A SAP46MS2A sap6-1∆::FRT/sap6-2∆::FRT 
sap4-1∆::FRT/sap4-2∆::SAT1-FLIP 

diese Arbeit 

SAP46MS3B SAP46MS2B sap6-1∆::FRT/sap6-2∆::FRT 
sap4-1∆::SAT1-FLIP/sap4-2∆::FRT 

diese Arbeit 

SAP46MS4A SAP46MS3A sap6-1∆::FRT/sap6-2∆::FRT 
sap4-1∆::FRT/sap4-2∆::FRT 

diese Arbeit 

SAP46MS4B SAP46MS3B sap6-1∆::FRT/sap6-2∆::FRT 
sap4-1∆::FRT/sap4-2∆::FRT 

diese Arbeit 

    

SAP56MS1A SAP6MS4A sap6-1∆::FRT/sap6-2∆::FRT 
sap5-1∆::SAT1-FLIP/SAP5-2 

diese Arbeit 

SAP56MS1B SAP6MS4B sap6-1∆::FRT/sap6-2∆::FRT 
sap5-1∆::SAT1-FLIP/SAP5-2 

diese Arbeit 

SAP56MS2A SAP56MS1A sap6-1∆::FRT/sap6-2∆::FRT 
sap5-1∆::FRT/SAP5-2 

diese Arbeit 

SAP56MS2B SAP56MS1B sap6-1∆::FRT/sap6-2∆::FRT 
sap5-1∆::FRT/SAP5-2 

diese Arbeit 

SAP56MS3A SAP56MS2A sap6-1∆::FRT/sap6-2∆::FRT 
sap5-1∆::FRT/sap5-2∆::SAT1-FLIP 

diese Arbeit 

SAP56MS3B SAP56MS2B sap6-1∆::FRT/sap6-2∆::FRT 
sap5-1∆::FRT/sap5-2∆::SAT1-FLIP 

diese Arbeit 

SAP56MS4A SAP56MS3A sap6-1∆::FRT/sap6-2∆::FRT 
sap5-1∆::FRT/sap5-2∆::FRT 

diese Arbeit 

SAP56MS4B SAP56MS3B sap6-1∆::FRT/sap6-2∆::FRT 
sap5-1∆::FRT/sap5-2∆::FRT 

diese Arbeit 
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sap∆∆∆∆-Triplemutanten: 

SAP123MS1C SAP12MS4A sap2-1∆::FRT/sap2-2∆::FRT 
sap1-1∆::FRT/sap1-2∆::FRT 
sap3∆::SAT1-FLIP/SAP3 

diese Arbeit 

SAP123MS1D SAP12MS4B sap2-1∆::FRT/sap2-2∆::FRT 
sap1-1∆::FRT/sap1-2∆::FRT 
sap3∆::SAT1-FLIP/SAP3 

diese Arbeit 

SAP123MS2C SAP123MS1C sap2-1∆::FRT/sap2-2∆::FRT 
sap1-1∆::FRT/sap1-2∆::FRT 
sap3∆::FRT/SAP3 

diese Arbeit 

SAP123MS2D SAP123MS1D sap2-1∆::FRT/sap2-2∆::FRT 
sap1-1∆::FRT/sap1-2∆::FRT 
sap3∆::FRT/SAP3 

diese Arbeit 

SAP123MS3C SAP123MS2C sap2-1∆::FRT/sap2-2∆::FRT 
sap1-1∆::FRT/sap1-2∆::FRT 
sap3∆::FRT/sap3∆::SAT1-FLIP 

diese Arbeit 

SAP123MS3D SAP123MS2D sap2-1∆::FRT/sap2-2∆::FRT 
sap1-1∆::FRT/sap1-2∆::FRT 
sap3∆::FRT/sap3∆::SAT1-FLIP 

diese Arbeit 

SAP123MS4C SAP123MS3C sap2-1∆::FRT/sap2-2∆::FRT 
sap1-1∆::FRT/sap1-2∆::FRT 
sap3∆::FRT/sap3∆::FRT 

diese Arbeit 

SAP123MS4D SAP123MS3D sap2-1∆::FRT/sap2-2∆::FRT 
sap1-1∆::FRT/sap1-2∆::FRT 
sap3∆::FRT/sap3∆::FRT 

diese Arbeit 

    

SAP456MS1A SAP56MS4A sap6-1∆::FRT/sap6-2∆::FRT 
sap5-1∆::FRT/sap5-2∆::FRT 
sap4-1∆::SAT1-FLIP/SAP4-2 

diese Arbeit 

SAP456MS1B SAP56MS4B sap6-1∆::FRT/sap6-2∆::FRT 
sap5-1∆::FRT/sap5-2∆::FRT 
sap4-1∆::SAT1-FLIP/SAP4-2 

diese Arbeit 

SAP456MS2A SAP456MS1A sap6-1∆::FRT/sap6-2∆::FRT 
sap5-1∆::FRT/sap5-2∆::FRT 
sap4-1∆::FRT/SAP4-2 

diese Arbeit 

SAP456MS2B SAP456MS1B sap6-1∆::FRT/sap6-2∆::FRT 
sap5-1∆::FRT/sap5-2∆::FRT 
sap4-1∆::FRT/SAP4-2 

diese Arbeit 

SAP456MS3A SAP456MS2A sap6-1∆::FRT/sap6-2∆::FRT 
sap5-1∆::FRT/sap5-2∆::FRT 
sap4-1∆::FRT/sap4-2∆::SAT1-FLIP 

diese Arbeit 
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SAP456MS3B SAP456MS2B sap6-1∆::FRT/sap6-2∆::FRT 
sap5-1∆::FRT/sap5-2∆::FRT 
sap4-1∆::FRT/sap4-2∆::SAT1-FLIP 

diese Arbeit 

SAP456MS4A SAP456MS3A sap6-1∆::FRT/sap6-2∆::FRT 
sap5-1∆::FRT/sap5-2∆::FRT 
sap4-1∆::FRT/sap4-2∆::FRT 

diese Arbeit 

SAP456MS4B SAP456MS3B sap6-1∆::FRT/sap6-2∆::FRT 
sap5-1∆::FRT/sap5-2∆::FRT 
sap4-1∆::FRT/sap4-2∆::FRT 

diese Arbeit 

    

Reporterstämme, die ecaFLP unter Kontrolle eines nativen SAP-Promotors exprimieren: 

S1FI2A CFI1 SAP1-1/sap1-2::PSAP1-ecaFLP-REP
c (Staib et al., 

2000) 

S1FI2B CFI1 sap1-1::PSAP1-ecaFLP-REP/SAP1-2 (Staib et al., 
2000) 

S2FI5B CFI1 sap2-1::Psap2-1-ecaFLP-REP/SAP2-2 (Staib et al., 
2000) 

S2FI7A CFI1 SAP2-1/sap2-2::Psap2-2-ecaFLP-REP (Staib et al., 
2002) 

S3FI2B CFI1 SAP3/sap3::PSAP3-ecaFLP-REP (Staib et al., 
2000) 

S3FI2C CFI1 SAP3/sap3::PSAP3-ecaFLP-REP (Staib et al., 
2000) 

S4FI2A CFI1 SAP4-1/sap4-2::PSAP4-ecaFLP-REP (Staib et al., 
2000) 

S4FI2B CFI1 sap4-1::PSAP4-ecaFLP-REP/SAP4-2 (Staib et al., 
2000) 

S5FI2A CFI1 sap5-1::PSAP5-ecaFLP-REP/SAP5-2 (Staib et al., 
2000) 

S5FI2B CFI1 SAP5-1/sap5-2::PSAP5-ecaFLP-REP (Staib et al., 
2000) 

S6FI2A CFI1 sap6-1::PSAP6-ecaFLP-REP/SAP6-2 (Staib et al., 
2000) 

S6FI3A CFI1 SAP6-1/sap6-2::PSAP6-ecaFLP-REP Labor 
Morschhäuser 
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Reporterstämme, die ecaFLP unter Kontrolle eines SAP2-1-Promotors exprimieren: 

S2FI8A/B CFI1 sap2-1::PSAP2-1-ecaFLP-REP/SAP2-2 Labor 
Morschhäuser 

S2FI9A/B CFI1 sap2-1::PSAP2-1
∆1081-606-ecaFLP-REP 

/SAP2-2 
Labor 
Morschhäuser 

S2FI10A/B CFI1 sap2-1::PSAP2-1
∆1081-387-ecaFLP-REP 

/SAP2-2 
Labor 
Morschhäuser 

S2FI11A/B CFI1 sap2-1::PSAP2-1
∆1081-190-ecaFLP-REP 

/SAP2-2 
Labor 
Morschhäuser 

S2FI12A/B CFI1 sap2-1::PSAP2-1
∆1081-122-ecaFLP-REP 

/SAP2-2 
Labor 
Morschhäuser 

S2FI13A/B CFI1 sap2-1::PSAP2-1
∆3532-123-ecaFLP-REP 

/SAP2-2 
Labor 
Morschhäuser 

S2FI14A/B CFI1 sap2-1::PSAP2-1
∆2541-122-ecaFLP-REP 

/SAP2-2 
diese Arbeit 

S2FI15A/B CFI1 sap2-1::PSAP2-1
∆3532-1087-ecaFLP-REP 

/SAP2-2 
diese Arbeit 

S2FI16A/B CFI1 sap2-1::PSAP2-1
∆2541-1084-ecaFLP-REP 

/SAP2-2 
diese Arbeit 

S2FI17A/B CFI1 sap2-1::PSAP2-1
∆1816-1083-ecaFLP-REP 

/SAP2-2 
diese Arbeit 

S2FI18A/B CFI1 sap2-1::PSAP2-1
∆2544-1816-ecaFLP-REP 

/SAP2-2 
diese Arbeit 

S2FI19A/B CFI1 sap2-1::PSAP2-1
∆2176-1816-ecaFLP-REP 

/SAP2-2 
diese Arbeit 

S2FI20A/B CFI1 sap2-1::PSAP2-1
∆2544-2173-ecaFLP-REP 

/SAP2-2 
diese Arbeit 

    

Reporterstämme, die GFP unter Kontrolle eines OPT1-Promotors exprimieren: 

SCOPT1G22A SC5314 OPT1-1/opt1-2::POPT1-GFP-REP
d (Reuß und 

Morschhäuser, 
2006) 

SCOPT1G22B SC5314 opt1-1::POPT1-GFP-REP/OPT1-2 (Reuß und 
Morschhäuser, 
2006) 

SCOPT1G23A/B SC5314 OPT1-1/opt1-2::POPT1
∆1781-988-GFP-REP diese Arbeit 

SCOPT1G24A SC5314 opt1-1::POPT1
∆1781-1194-GFP-REP/OPT1-2 diese Arbeit 

SCOPT1G24B SC5314 OPT1-1/opt1-2::POPT1
∆1781-1194-GFP-REP diese Arbeit 
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SCOPT1G25A SC5314 opt1-1::POPT1
∆1781-1384-GFP-REP/OPT1-2 diese Arbeit 

SCOPT1G25B SC5314 OPT1-1/opt1-2::POPT1
∆1781-1384-GFP-REP diese Arbeit 

SCOPT1G26A SC5314 opt1-1::POPT1
∆1781-1595-GFP-REP/OPT1-2 diese Arbeit 

SCOPT1G26B SC5314 OPT1-1/opt1-2::POPT1
∆1781-1595-GFP-REP diese Arbeit 

SCOPT1G27A SC5314 opt1-1::POPT1
∆1781-1148-GFP-REP/OPT1-2 diese Arbeit 

SCOPT1G27B SC5314 OPT1-1/opt1-2::POPT1
∆1781-1148-GFP-REP diese Arbeit 

SCOPT1G28A/B SC5314 OPT1-1/opt1-2::POPT1
∆1781-1122-GFP-REP diese Arbeit 

SCOPT1G29A SC5314 opt1-1::POPT1
∆1781-1052-GFP-REP/OPT1-2 diese Arbeit 

SCOPT1G29B SC5314 OPT1-1/opt1-2::POPT1
∆1781-1052-GFP-REP diese Arbeit 

SCOPT1G30A SC5314 opt1-1::POPT1
∆1781-1083-GFP-REP/OPT1-2 diese Arbeit 

SCOPT1G30B SC5314 OPT1-1/opt1-2::POPT1
∆1781-1083-GFP-REP diese Arbeit 

SCOPT1G31A/B SC5314 OPT1-1/opt1-2::POPT1
∆1781-1018-GFP-REP diese Arbeit 

SCOPT1G32A SC5314 opt1-1::POPT1
∆1781-740-GFP-REP/OPT1-2 diese Arbeit 

SCOPT1G32B SC5314 OPT1-1/opt1-2::POPT1
∆1781-740-GFP-REP diese Arbeit 

SCOPT1G33A SC5314 opt1-1::POPT1
∆1781-495-GFP-REP/OPT1-2 diese Arbeit 

SCOPT1G33B SC5314 OPT1-1/opt1-2::POPT1
∆1781-495-GFP-REP diese Arbeit 

SCOPT1G34A SC5314 opt1-1::POPT1
∆1781-243-GFP-REP/OPT1-2 diese Arbeit 

SCOPT1G34B SC5314 OPT1-1/opt1-2::POPT1
∆1781-243-GFP-REP diese Arbeit 

Tabelle 2: In dieser Arbeit verwendete C. albicans-Stämme. Im Stamm SC5314 ermöglicht ein KpnI-
Restriktionsfragment-Längenpolymorphismus (RFLP) die Unterscheidung der beiden SAP1-Allele. 
Daneben existieren ein ClaI-RFLP für die beiden SAP2-Allele, ein BglII-RFLP für die beiden Allele von 
SAP4 und SAP5 und ein EcoRI-RFLP für die beiden SAP6-Allele. In solchen Fällen, in denen bei der 
Stammkonstruktion die beiden Allele unterschieden wurden, ist dies durch einen entsprechenden 
Anhang angedeutet. 
a außer den beschriebenen Eigenschaften, haben alle Stämme den Genotyp des Ausgangsstammes. 
b SAT1-FLIP bezeichnet die SAT1-Flipper-Kassette: FRT-PMAL2-caFLP-TACT1-caSAT1-FRT. 
c ecaFLP-REP bezeichnet die FLP-Reporter-Kassette: ecaFLP-TACT1-URA3. 
d GFP-REP bezeichnet die GFP-Reporter-Kassette: GFP-TACT1-caSAT1. 
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3.3 Oligonukleotide 

 

Die zur Amplifizierung von bestimmten Genom-Sequenzen und die qRT-PCR 

verwendeten Oligonukleotide (Tabelle 3) wurden von der Firma MWG-Biotech 

(Ebersberg, Deutschland) bezogen. Die für die Klonierung benutzten, zum Teil 

eingefügten Erkennungssequenzen von Restriktionsendonukleasen sind mit 

fettgedruckten Buchstaben hervorgehoben. Die bei der PCR-Reaktion gewählte 

Annealing-Temperatur ist mit TA angegeben, die Länge der Primer in Nukleotiden 

(nt). 

 

Primer Länge (nt) TA (°C) Sequenz (5`→→→→3`) 

ACT1RT 34 50 AGT GTG ACA TGG ATG TTA GAA AAG AAT TAT ACG G 

ACT2RT 27 50 ACA GAG TAT TTT CTT TCT GGT GGA GCA 

FLPRT3 30 50 CGT ATG CTT CCT TCA GCA CTA CCC TTT AGC 

FLPRT4 28 50 GGA CAA CGT ATA CTC ATC AGA TAA CAG C 

GFP7 20 50 ACA AGT GTT GGC CAT GGA AC 

OPT1P1 31 50 GGA TTT GCT ACT GGG CCC AGA AGT AAA TCG C 

OPT1P2 31 50 CGA ACT TTG ATT TCT CGA GAG TCA GGT ATC C 

OPT1P3 31 50 CTG GCT CGA GGT AAG CCC AGC TGG TAA TCA G 

OPT1P5 31 50 GGA AAC CTC GAG AAG GAA AAC GAG GAC AGG G 

OPT1P6 32 50 CCG AAT TAA TCT CGA GAA TTG GTA TAA CTC GC 

OPT1P7 29 50 GGA TAT GTA AGC CTC GAG GAA CAA CAA AG 

OPT1P8 29 50 GAT TCA TCG CTC AAT TCT TAT CTC CCC AC 

OPT1P9 30 50 GAA TCT CGA GTT ACG GAT AAC ACG AAC TTG 

OPT1P10 26 50 TGT ACT CGA GTT TCG GAA TTA CTC CG 

OPT1P12 37 50 GCG AGT TTG TGT AAC TCG AGA TAT TTT TTT TGT GCC G 

OPT1P13 37 50 CCG AAA AAC AAT TGG TAC TCG AGA ATA AAT TTC AGC G 

OPT1P14 34 50 GCC GTG CCT TCA AAT CTC GAG ACA ATC AAA TGC C 

OPT1P15 27 50 GGC ATC AAA ATC TCG AGC CGC CCG ACC 

OPT1P16 35 50 GAG ACC AGA TAT AAT CTC GAG CAA TTA CTC AGA AG 

OPT1P17 32 50 GAC TAC TTT TTA CTC GAG TTG TTT GGT TTA CG 
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Primer Länge (nt) TA (°C) Sequenz (5`→→→→3`) 

SAP1ex2 38 50 AGT AGG GAT CCC TAG GTA AGA GCA GCA ATG TTT GAA 
GC 

SAP1K 30 55 GAG ATA CCT ACT TCC GCG GTT ATA AGT GTC 

SAP1L 26 55 TCC AAG AGC TCA AGT AGC TTT CCA AC 

SAP1P2 31 50 TTT AGT ACT GTG GGC CCG ATT GAA ATG GAA T 

SAP2E 33 49 CCA CCC CTT CAT CTG CAG TCA AGG CAG AAA TAC 

SAP2ex2 38 50 ACC CCG GAT CCT TAG GTC AAG GCA GAA ATA CTG GAA 
GC 

SAP2M 26 55 CTG CCT TGA CCG CGG ATG AAG GGG TG 

SAP2N 27 55 GGG CCC ATG ACG AGC TCT AGT TTG AGC 

SAP2P1 35 49 TTG TTG GGC CCG TTG TCA ATT TAT GGG CCG ATC TG 

SAP2P2 33 50 CAT TGG ATC CTG GTG ATG TTT AGT GGG TTG TTG 

SAP2P5 31 50 ATA TAG GGC CCG CAT TTG AAT AAA CGG CAT C 

SAP2P10 28 50 TGG TGG GCC CGC TGA TGC TCC CCG ACG G 

SAP2P12 23 50 CTC TAC AGT TGG ACT CAT ATG GC 

SAP2P14 27 50 ACT TTG ACT TCT CGA GTT TTT GCC AGC 

SAP2P15 34 50 GGC TTT AAA TTA CTC GAG AAA ATA TGG TTA CGG C 

SAP2P16 32 50 GCA TTC AAA TTA CCT CGA GCA TTA TTA TTG TC 

SAP2P17 32 50 GAC AAT AAT AAT GCT CGA GGT AAT TTG AAT GC 

SAP2P24 30 50 CCT CAA TAA AAT CTC GAG CAA GAA TTG CGC 

SAP2P25 30 50 GCG CAA TTC TTG CTC GAG ATT TTA TTG AGG 

SAP2P26 33 50 ACA TTT GAT GTG AGT GTG TCA AAA TAA TGT GTC 

SAP3ex2 38 50 TGT ACG GAT CCC TAA GTA AGA GCA GCA ATG TTA GAA 
GC 

SAP3K 27 55 GCT GCT CTT ACC GCG GGG GAA GTA CAC 

SAP3L 30 55 CCA ATT GAA TTA GAG CTC TTT TTA CCA GCC 

SAP3P3 26 50 CAA CTA TAC GGG CCC AAA AAG TAA CC 

SAP4ex2 38 50 ACC AAG GAT CCC TAA TTA ATA GCA ACA ATG TTA GAC 
TG 

SAP4K 29 55 GAC GAC CGC GGT TTT AGA TTA ATT GTC GG 

SAP4L 28 55 GGT GTA ATT GCT GAG CTC TTT TTG ATG G 

SAP4P5 31 50 CAT GTT TTA TCG GGC CCA CTC ATG TCT TTT G 
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Primer Länge (nt) TA (°C) Sequenz (5`→→→→3`) 

SAP5ex2 40 50 GTC AAG GAT CCT TAA TTA ATA GCA ACA ATG TCA GAC 
TCG G 

SAP5N 35 55 ATT AAC CGC GGA ACT TTG ACT TTA GAT TAA TTA TC 

SAP5P8 28 50 TTT ACT GAC GGG CCC CAT AGT TTC TTC C 

SAP5Q 32 55 TAA GTG AGC TCA TGA TTT TGT TGT ATC TAT GG 

SAP6ex2 38 50 ACC AAG GAT CCC TAA TTA ATA GCA CCA ATG TTA GAC 
TC 

SAP6N 34 55 GAA AAC CGC GGT TTT AGA TTA ATT ATC GAT TTG C 

SAP6P7 27 50 CAC TGT TTC TTG GGC CCA TTA GTT GGA 

SAP6Q 28 55 GAA ACT GCG TGA GCT CTC ACA TTG CAC G 

Tabelle 3: Verwendete Oligonukleotide. 
 

3.4 Geräte und Chemikalien 

 

Eine Auflistung der wichtigsten in dieser Arbeit verwendeten Geräte sowie 

deren Hersteller zeigt Tabelle 4. Die Hersteller bzw. Vertreiber der verwendeten 

Chemikalien sind an anderer Stelle im Methodenteil angegeben. Alle nicht erwähnten 

Geräte, Chemikalien und sonstige Materialien wurden von den Firmen Amersham, 

Applichem, Biometra, Boehringer, Difco, Eppendorf, GE-Healthcare, Gibco, Gilson, 

Greiner, Merck, MWG-Biotech, Oxoid, Peqlab, Pharmacia, Roth, Sarstedt, Serva und 

Sigma bezogen. 

 

Gerät Hersteller bzw. Anbieter 

Brutschränke 
für E. coli (37°C) (Typ B6200) 
für C. albicans (30°C) (Modell 400) 

 
Heraeus 
Memmert 

Digitalkamera Coolpix 4500 Nikon 

Elektrophoresekammern 
Agarosegele (DNA Sub Cell GT/ 
Mini Sub Cell GT) 
Polyacrylamidgele (Mini Protean 3) 

Bio-Rad 
 

Elektroporationsgerät (Easyject prima) Equibio 
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Gerät Hersteller bzw. Anbieter 

Geldokumentationsanlage Bio-Rad 

Hybridisierungsofen (Shake `n´ Stack) Hybaid 

Photometer (Unicam Ultrospec 3000) Pharmacia Biotech 

Schüttelinkubatoren 
für E. coli (37°) (TH15+KS-15) 
für C. albicans (30°C) (Certomat BS-1) 

 
Edmund Bühler 
B. Braun Biotech 

Thermocycler (Cyclone 25) Peqlab 

UV-Crosslinker (Stratalinker 1800) Stratagene 

Vakuum-Blotter Pharmacia-Biotech 

Zentrifugen 
Tischzentrifuge (Biofuge fresco) 
(Multifuge 1L-R) 

 
Heraeus 
Heraeus 

Tabelle 4: Verwendete Geräte. 

 

3.5 Mikrobiologische Methoden 

 

3.5.1 Anzucht von Escherichia coli 

 

E. coli-Zellen wurden in Flüssigkultur unter Schütteln (180 rpm) bei 37°C in LB-

Medium (1% Pepton aus Casein; 0,5% Hefeextrakt; 0,5% NaCl) über Nacht kultiviert. 

LB-Festmedium wurde 1,5% Agar zugesetzt und die beimpften Agarplatten ebenfalls 

über Nacht bei 37°C im Inkubator bebrütet. E. coli-Stämme, die ein Plasmid mit 

Resistenzmarker enthalten, wurden sowohl in Flüssigkultur als auch auf Festmedium 

in Gegenwart von Selektionsdruck (100 µg/ml Ampicillin) kultiviert. 

 

3.5.2 Anzucht von Candida albicans 

 

Zur Kultivierung von C. albicans-Zellen in Hefeform kamen verschiedene 

Medien zum Einsatz. Grundsätzlich wurden den verschiedenen Medien zur 

Herstellung von Festmedium 1,5% Agar zugesetzt. Flüssigkulturen wurden in der 
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Regel über Nacht unter Schütteln (250 rpm) bei 30°C herangezogen, während die 

beimpften Festmedien 1-3 Tage bei 30°C im Inkubator bebrütet wurden. 

 

3.5.2.1 Standardmedien  

 

Als Vollmedium zur Anzucht von C. albicans wurde in der Regel YPD-Medium 

(2% Pepton aus Casein; 1% Hefe-Extrakt; 2% Glucose) verwendet. Vereinzelt 

fanden aber auch Sabouraud- (1% Pepton aus Casein; 2% Glucose) oder SD-

Medium (0,67% YNB ohne Aminosäuren [Yeast Nitrogen Base; BIO 101, Vista, 

USA]; 2% Glucose) Verwendung. 

 

3.5.2.2 Selektions- und Screeningmedien 

 

Zur Selektion und Kultivierung von Uridin-prototrophen Transformanten kam 

SD-Medium zum Einsatz, dem 10% (vol./vol.) 10x URA-drop out (BIO 101, Vista, 

USA) zugegeben wurde. Für die Anzucht von Uridin-auxotrophen C. albicans-

Stämmen wurde dieses Medium mit 100 µg/ml Uridin supplementiert. Das Screening 

auf MPA-sensitive Derivate der SAP-Reporterstämme wurde auf 1,8 µg/ml MPA 

(Mycophenolsäure) ergänzten SD-Agarplatten durchgeführt. Auf diesen Platten 

können MPA-sensitive und -resistente Klone anhand ihrer Koloniegröße 

unterschieden werden. In Einzelfällen wurde der Verlust der MPA-Resistenz auf SD-

Agarplatten mit 10 µg/ml MPA kontrolliert. Auf diesen Platten können ausschließlich 

Klone wachsen, die den MPA-Marker enthalten. MPA-sensitive Klone zeigen auf 

diesen Platten kein Wachstum. 

Die Selektion Nourseothricin-resistenter Transformanten wurde auf YPD-

Agarplatten durchgeführt, denen 200 µg/ml Nourseothricin (Werner Bioagents, Jena) 

zugesetzt wurde. Die Propagation von Nourseothricin-resistenten Stämmen wurde 

auf YPD-Agarplatten vollzogen, die 100 µg/ml Nourseothricin enthielten. In YPD-

Medium, das 200 µg/ml Nouseothricin enthielt, wurden Flüssigkulturen 

Nouseothricin-resistenter Stämme angezogen. Um die SAT1-Flipperkassette aus 

positiven Transformanten zu deletieren, wurden die Transformanten in der Regel 

übernacht in YPM-Medium (2% Pepton aus Casein; 1% Hefe-Extrakt; 2% Maltose) 

kultiviert. Das Screening auf Nourseothricin-sensitive Derivate wurde anschließend 
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auf YPD-Platten mit 20 µg/ml Nourseothricin durchgeführt. Nouseothricin-resistente 

Stämme bildeten auf diesen Platten größere Kolonien als Nourseothricin-sensitive 

Derivate. 

 

3.5.2.3 Induktionsmedium für die Gene SAP2 und OPT1 

 

Für die Induktion des SAP2- bzw. OPT1-Gens wurde YCB-Medium (2,34% 

YCB [Yeast Carbon Base, Difco, Heidelberg, Deutschland]; pH 4) verwendet. Diesem 

Medium wurden 0,4 % BSA (Bovine Serum Albumin, Fraktion V, Gerbu, Gaiberg, 

Deutschland) als alleinige Stickstoffquelle zugesetzt. In einigen Fällen wurde dem 

Medium außerdem 0,2% Hefeextrakt als zusätzliche niedermolekulare 

Stickstoffquelle beigefügt. 

 

3.5.3 Induktion der Hyphenbildung von C. albicans 

 

Die Fähigkeit verschiedener C. albicans-Stämme zur Filamentierung wurde auf 

Kochblut-Agarplatten (Chocolate Agar, Becton Dickinson, Heidelberg) kontrolliert. 

Dazu wurden die zu testenden Stämme zunächst in flüssigem YPD-Medium 

angezogen und anschließend eine geeignete Verdünnungsstufe auf die Agarplatten 

ausplattiert. Nach zwei Tagen der Inkubation bei 37°C, 5% CO2 und ca. 100% 

Luftfeuchtigkeit konnte der Grad der Filamentierung bei Einzelkolonien unter dem 

Binokular verglichen und dokumentiert werden. 
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3.6 Molekularbiologische Methoden 

 

Sofern im Einzelnen nicht näher beschrieben, wurden molekularbiologische 

Methoden nach bekannten Standardprotokollen durchgeführt (Sambrook et al., 

1989). Dazu zählen unter anderem die Phenolisierung von Plasmid-DNA, sowie die 

alkoholische Fällung, die Spaltung mit Restriktionsendonukleasen und die Ligation 

von DNA-Fragmenten. 

 

3.6.1 Plasmidisolierung aus E. coli 

 

Die Präparation von Plasmid-DNA aus E. coli-Zellen wurde nach einem 

abgewandelten Protokoll der alkalischen Lyse (Birnboim und Doly, 1979) 

durchgeführt. Dazu wurden zunächst 2 ml einer E. coli-Übernachtkultur in einem 

Reaktionsgefäß abzentrifugiert (1 min; 13000 rpm) und das erhaltene Zellpellet nach 

vollständiger Entfernung des Überstandes in 100 µl Lösung 1 (50 mM Glucose; 

10 mM EDTA pH 8,0; 25 mM Tris/HCl pH 7,5) resuspendiert. Nach fünfminütiger 

Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Suspension dann auf Eis abgekühlt und 

mit 200 µl Lösung 2 (200 mM NaOH; 1% SDS) vermischt. Nach kurzer Inkubation 

erfolgte dann die Zugabe von 150 µl Lösung 3 (3 M NaAc, pH 4,8), um nach erneuter 

gründlicher Durchmischung und Inkubation für 5 min auf Eis den wässrigen 

Überstand durch Zentrifugation (5 min; 13000 rpm) von festen Zellrückständen zu 

trennen. Die im wässrigen Überstand enthaltene DNA wurde anschließend einmal in 

200 µl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) extrahiert und dann in 1 ml 100% 

Ethanol gefällt. Im Anschluss an einen weiteren Zentrifugationsschritt (10 min; 

13000 rpm) wurde das DNA-Pellet mit 70% Ethanol gewaschen und nach Trocknung 

an der Luft in 50 µl bidest. H2O aufgenommen (100-200 ng/µl DNA). Letztendlich 

wurde der gelösten Plasmid-DNA 1 µl RNaseA (50 mg/ml) zugesetzt. Die 

Aufbewahrung der gewonnenen Plasmid-DNA erfolgte bei -20°C. 
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3.6.2 Polymerasekettenreaktion (PCR) und Reinigung der PCR-Produkte 

 

Zur Amplifizierung von bestimmten DNA-Sequenzen wurde die Methode von 

Saiki et al. (Saiki et al., 1988) angewandt. Für die PCR-Reaktionen wurden die Pfx-

DNA-Polymerase (Invitrogen, Karlsruhe) oder die Phusion-DNA-Polymerase 

(Finnzymes, Espoo, Finnland) unter Beachtung der Herstellerangaben eingesetzt. 

Die PCR-Reaktionen wurden in einem Ansatzvolumen von 50 µl in 30 oder 35 

Amplifikations-Zyklen durchgeführt. Jeder Reaktions-Zyklus umfasste einen 

Denaturierungsschritt von 15 sec bei 94°C (Pfx) oder 98°C (Phusion), eine Primer-

Annealing-Phase von 30 sec sowie eine Extensionszeit von 60 sec pro kb des zu 

amplifizierenden DNA-Fragments bei 68°C (Pfx) oder 72°C (Phusion). Auf den 

letzten Amplifikationszyklus folgte ein letzter Extensionsschritt von 10 min. Die 

gewählten Annealing-Temperaturen der verwendeten Primer sind Tabelle 3 

entnehmbar. Als Template wurden 1-2 ng Plasmid-DNA oder 0,1-1,0 µg 

chromosomaler C. albicans-DNA eingesetzt. Ferner enthielten die PCR-Ansätze 

2 µM beider Primer, je 0,2 mM der Desoxyribonukleotide ATP, CTP, GTP und TTP 

sowie die einfache Konzentration des jeweiligen vom Hersteller mitgelieferten 

Puffersystems. Der Erfolg aller PCR-Reaktionen wurde durch Betrachtung eines auf 

einem 1%-Agarosegel aufgetrennten 5 µl-Aliquots des Ansatzes überprüft. PCR-

Produkte wurden dann mit Hilfe eines PCR-Purification-Kits (Qiagen, Hilden) nach 

Herstellerangaben aufgereinigt. Dazu wurde zunächst der verbliebene Ansatz mit der 

fünffachen Menge an Binding-Buffer vermischt und das gesamte Volumen 

anschließend auf eine Reinigungssäule gegeben. Nach Abzentrifugation des Puffers 

wurde das PCR-Produkt einmal mit Wash-Buffer behandelt und dann mit 41 µl 

bidest. H2O von der Säule eluiert. 

 

3.6.3 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen 

 

Für die enzymatische Spaltung von Plasmid-DNA wurden 10-20 Units der 

jeweils verwendeten Restriktionsendonukleasen eingesetzt, wobei das Volumen der 

zugegebenen Enzyme 10% des gesamten Ansatzvolumens nicht überschreiten 

sollte. Die Spaltungsansätze enthielten außerdem die einfache Konzentration des 
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Spaltpuffers, der zehnfach konzentriert hergestellt wurde (330 mM Tris-Ac pH 7,9; 

660 mM KAc; 100 mM MgAc, 5 mM DTT; 0,1% BSA). 

Kontrollspaltungen von Plasmid-DNA zur Überprüfung von E. coli-

Transformanten wurden mit 2-3 µl (100-200 ng/µl) Plasmid-Lösung vorgenommen. 

Dazu wurde jedem 20 µl-Spaltungsansatz jeweils 1 µl der benötigten Restriktions-

endonukleasen zugegeben und die Ansätze 2-3 h bei 37°C inkubiert.  Für 

präparative Spaltungen mit nachfolgender Gelaufreinigung der Spaltprodukte wurden 

15 µl (für Vektoren) bzw. 25 µl (für Inserts) Plasmid-DNA mit jeweils 2 µl der 

entsprechenden Enzyme in einem Gesamtvolumen von 50 µl für 6-8 h bei 37°C 

verdaut. Die Gewinnung linearer Transformationsfragmente aus 25 µl Plasmid-DNA 

und die Spaltung gereinigter PCR-Produkte (41 µl) erfolgten analog zur präparativen 

Spaltung. Sowohl lineare Fragmente für die Transformation von C. albicans als auch 

die gereinigten PCR-Produkte wurden nach der Aufreinigung durch 

Gelelektrophorese weiterverwendet. Als DNA-Größenstandard für die Agarose-

Gelelektrophorese diente eine 1 kb DNA-Leiter (Invitrogen, Karlsruhe). 

Die Spaltung chromosomaler DNA aus C. albicans war zur Überprüfung von 

Transformanten durch Southern-Hybridisierung nötig. Hierzu wurden ca. 10 µg DNA 

eingesetzt, die in einem Gesamtvolumen von 30 µl mit jeweils 1,5-2 µl der benutzten 

Restriktionsenzyme über Nacht bei 37°C verdaut wurden. 

 

3.6.4 Auftrennung und Reinigung von DNA-Fragmenten mittels Agarose-

Gelelektrophorese 

 

Die Größenauftrennung verdauter Plasmid- bzw. PCR-DNA erfolgte auf 1%-

Agarosegelen in 1x TAE-Puffer (50x TAE-Stocklösung: 242 g Tris; 57,1 ml Eisessig; 

100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0; ad 1 l dest. H2O). Dazu wurden die Spaltansätze 

zunächst mit 1x Auftragepuffer (6x Puffer: 0,25% Bromphenolblau; 0,25% 

Xylencyanol; 25% Ficoll Typ 400) versetzt und dann auf das Gel aufgetragen. 

Die Elution von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen wurde mit Hilfe des 

„Geneclean III-Kits“ (MP Biomedicals, Illkirch, Frankreich) unter Beachtung der 

Herstellerangaben durchgeführt. Die benötigten DNA-Banden wurden unter UV-Licht 

aus dem mit Ethidiumbromid angefärbten Agarose-Gel ausgeschnitten. Nach der 

Überführung des Gelstücks in ein Reaktionsgefäß wurde dieses bei 50°C in 400 µl 
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NaI-Lösung vollständig gelöst. Auf die Zugabe von 7 µl Glasmilch folgte eine 

fünfminütige Inkubation auf Eis, wobei die in der Lösung enthaltene DNA an die 

Glasmilch gebunden wurde. Die gebundene DNA wurde im Anschluss dreimal in 

200 µl eiskaltem „New-Wash-Buffer“ gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt 

wurde die DNA mit bidest. H2O von der Glasmilch abgelöst. Dazu wurde das 

Glasmilchpellet im Wasser resuspendiert und 5 min bei 50°C inkubiert. Nach 

anschließender Zentrifugation (2 min; 13000 rpm) konnte der die DNA enthaltende 

Überstand abgenommen und weiterverarbeitet werden. In der Regel wurden 

Fragmente für Klonierungsarbeiten in 15 µl bidest. H2O und Transformations-

fragmente für C. albicans in 5 µl bidest. H2O gelöst. 

 

3.6.5 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen 

 

E. coli-Zellen wurden auf chemischem Wege nach der CaCl2-Methode 

kompetent für die Hitzetransformation gemacht. Dazu wurden 0,5 ml einer E. coli-

Übernachtkultur in 50 ml LB-Medium verdünnt und bis zu einer OD600 von etwa 0,7-

0,9 unter Schütteln bei 37°C inkubiert. Alle weiteren Schritte wurden dann bei 4°C 

bzw. auf Eis durchgeführt. Zunächst wurde die Kultur in ein steriles 50 ml-Röhrchen 

überführt und 10 min bei 3000 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde dann in 20 ml 

eiskalter 100 mM CaCl2-Lösung resuspendiert und die Suspension für 30 min auf Eis 

inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (10 min; 3000 rpm) wurden die Zellen 

nochmals in 2,5 ml  eiskalter CaCl2-Lösung aufgenommen. Dem Ansatz wurde 

schließlich steriles Glycerin (86%) zugegeben, so dass die Endkonzentration an 

Glycerin 15% betrug. Die kompetenten E. coli-Zellen wurden dann in 

Reaktionsgefäßen zu je 200 µl aliquotiert und bis zur Verwendung bei -80°C 

gelagert. 

 

3.6.6 Ligation und Transformation von Plasmid-DNA 

 

Zur Ligation von Plasmiden wurde gespaltene und gelaufgereinigte Plasmid- 

und PCR-DNA benutzt. Für einen 20 µl-Ligationsansatz wurden 1 µl Vektor-DNA und 

ein oder mehrere Inserts (je 5 µl) eingesetzt. Außerdem enthielten die 

Ligationsansätze neben bidest. H2O 1x T4-Ligationspuffer (10x, New England 
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Biolabs, Ipswich, USA) sowie 1 µl T4-Ligase (1 U/µl, New England Biolabs, Ipswich, 

USA). Die Ligation erfolgte in der Regel über Nacht bei 16°C. In wenigen Fällen 

wurde zur Ligation von Plasmiden der „Quick Ligation Kit“ (New England Biolabs, 

Ipswich, USA) verwendet. Während die Ligationsansätze dabei analog zum 

Verfahren mit der T4-Ligase erfolgten, betrug die Inkubationszeit hier lediglich 10-

15 min bei Raumtemperatur. Die kurze Inkubationszeit wurde durch die sehr hohe 

Konzentration der Quick-Ligase (400 U/µl) möglich gemacht. 

Im direkten Anschluss an die Ligation erfolgte die Transformation kompetenter 

E. coli-Zellen mittels Hitzeschock. Dazu wurden zunächst 200 µl der bei -80°C 

aufbewahrten kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut und dann mit 10-20 µl des 

Ligationsansatzes vermischt. Nach 30-minütiger Inkubation auf Eis wurden die Zellen 

einem Hitzeschock von 90 sec bei 42°C ausgesetzt. Anschließend wurde der Ansatz 

kurz (ca. 1 min) auf Eis abgekühlt und dann mit 1 ml LB-Medium versetzt. Es folgte 

eine Inkubation für 1 h bei 37°C. Danach wurden die Zellen 2 min bei 4000 rpm 

abzentrifugiert, auf Selektionsplatten (LB-Agar mit 100 µg/ml Ampicillin) ausplattiert 

und über Nacht bei 37°C bebrütet.  

 

3.6.7 DNA-Sequenzierung 

 

Alle DNA-Fragmente, die durch PCR erhalten wurden, wurden nach der 

Klonierung auf die Richtigkeit der Nukleotidsequenz hin überprüft. Die DNA-

Sequenzierungen wurden nach der Kettenabbruch-Methode unter Verwendung von 

Didesoxynukleotiden durchgeführt (Sanger et al., 1977). Neben den verschiedenen 

homologen Bereichen für die Integration der Deletions- und 

Komplementationskassetten wurden auch die Promotoren von SAP2 bzw. OPT1 für 

die Herstellung von Reporter-Kassetten sequenziert. Dazu kamen vor allem 

Universal- und Reverse-Primer zum Einsatz. Bei längeren zu sequenzierenden DNA-

Abschnitten wurden weitere interne Primer verwendet.  

Die Sequenzierungen wurden von der Firma „SeqLab“ (Sequence Laboratories, 

Göttingen, Deutschland) durchgeführt. Dazu wurden 0,6-0,7 µg Plasmid-DNA sowie 

1 µl Primer (20 pmol) in einem Gesamtvolumen von 7 µl eingesetzt. C. albicans-

Sequenzen wurden mit Sequenzdaten aus der Candida Genome Database 

(http://www.candidagenome.org/) abgeglichen. 
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3.6.8 Transformation von C. albicans durch Elektroporation 

 

Für die Herstellung der sap∆-Deletionsmutanten und Komplementanten sowie 

der GFP-Reporterstämme für das OPT1-Gen wurde der wildtypische Stamm SC5314 

bzw. ein davon abgeleiteter Stamm transformiert. Positive Transformanten, die nach 

der Elektroporation das aufgenomme DNA-Fragment mit dem Nourseothricin-

Resistenzgen (caSAT1-Marker) ins Genom integriert hatten, konnten Aufgrund ihrer 

erworbenen Resistenz in Anwesenheit von Nourseothricin von den sensitiven 

Ausgangsstämmen selektiert werden. ecaFLP-Reporterstämme für SAP2 wurden 

durch Transformation des Uridin-auxotrophen Stamms CFI1 erhalten, der  einen von 

FRT-sites flankierten MPAR-Marker im Genom integriert hat. Als Selektionsmarker 

konnte in diesem Fall eine funktionelle Kopie des URA3-Gens verwendet werden. So 

konnten hier prototrophe Transformanten auf SD-Platten, die kein Uridin enthielten, 

vom ura3-negativen Ausgangsstamm selektiert werden. Die Transformation von 

C. albicans wurde stets mit einem linearen DNA-Fragment durchgeführt. Diese 

Fragmente wurden durch Restriktion von Plasmid-DNA und anschließender 

Aufreinigung mittels Agarose-Gelelektrophorese gewonnen. Die Flankierung der 

Transformationsfragmente mit 5`- und 3`-Sequenzen des Zielgens ermöglichte die 

chromosomale Integration am Zielort durch homologe Rekombination. 

C. albicans-Zellen des zu transformierenden Stammes mussten zunächst durch 

Behandlung mit Lithiumacetat kompetent für die Elektroporation gemacht werden. 

Eine Vorkultur des zu transformierenden Ausgangsstammes wurde hergestellt, 

indem 10 ml YPD-Medium mit einer Einzelkolonie des Stammes beimpft und dann 

über Nacht unter Schütteln bei 30°C inkubiert wurden. Im Fall von ura3-negativen 

Stämmen wurde dem YPD-Medium Uridin (100 mg/l) zugesetzt. Am folgenden Tag 

wurde die Vorkultur 10-4 in 50 ml frischem YPD-Medium verdünnt und bis zu einer 

optischen Dichte (OD600) von 1,2-2 weiterinkubiert (über Nacht). Dann wurde die 

Kultur in ein 50 ml-Röhrchen überführt und 5 min bei 4000 rpm abzentrifugiert. Das 

erhaltene Zell-Pellet wurde danach in 8 ml sterilem bidest. H2O resuspendiert und 

nach Zugabe von 1 ml 10xTE-Puffer (100 mM Tris-Cl pH 7,5; 10 mM EDTA pH 7,5) 

und 1 ml 1 M Lithiumacetat  pH 7,5 (eingestellt mit Essigsäure) für 60 min bei 30°C 

geschüttelt. Der Zugabe von 250 µl 1 M DTT folgte eine weitere 30-minutige 

Inkubation unter Schütteln bei 30°C. Anschließend wurden 40 ml kaltes bidest. H2O 

zugegeben und die Zellen erneut abzentrifugiert (5 min; 4000 rpm; 4°C). Das 
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Zellpellet wurde dann einmal in 25 ml eiskaltem Wasser und dann abermals in 5 ml 

eiskaltem 1 M Sorbitol gewaschen. Im Anschluss an den letzten Waschschritt 

wurden die Zellen in 100 µl kaltem 1 M Sorbitol aufgenommen. 

Zur Transformation der kompetenten C. albicans-Zellen mit Hilfe der 

Elektroporation (Köhler et al., 1997) wurden 40 µl der Zellsuspension mit dem 

linearisierten, gelaufgereinigten Transformationsfragment in 5 µl Wasser in einer 

vorgekühlten Elektroporationsküvette (0,2 cm Elektrodenabstand, Peqlab, Erlangen) 

vermischt. Die Elektroporation erfolgte dann in einem Elektroporationsgerät (Equibio, 

Kent, UK) bei 1,8 kV. 

Nach der Elektroporation wurden die Zellen in 1 ml 1 M Sorbitol aus der 

Elektroporationsküvette in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt. Transformations-

ansätze, bei denen das URA3-Gen als Selektionsmarker verwendet wurde, konnten 

direkt im Anschluss an die Transformation auf Selektionsplatten ausplattiert werden 

(100 µl). Nach 2-3 Tagen Inkubation bei 30°C konnten positive Transformanten von 

den Selektionsplatten gepickt werden. Bei der Verwendung des caSAT1-Markers 

wurden die Zellen nach der Transformation zunächst in 1 ml YPD-Medium überführt 

und 4-6 h bei 30°C inkubiert. Anschließend konnten auch 100 µl dieser Zellen auf 

Selektionsplatten (YPD-Platten mit 200 µg/ml Nourseothricin) ausplattiert werden. 

24 h Inkubation der Selektionsplatten bei 30°C war hier ausreichend, um 

Transformanten von den Platten picken zu können. In beiden Fällen wurden gepickte 

Transformanten auf Selektionsplatten ausgestrichen. Die Exzision der SAT1-

Flipperkassette aus korrekten Transformanten erfolgte durch Inkubation über Nacht 

in YPM-Medium. Nach dem Ausplattieren dieser Kultur auf YPD-Platten, die 20 µg/ml 

Nourseothricin enthielten, konnten resistente und sensitive Klone nach 2 Tagen 

Wachstum bei 30°C anhand ihrer Koloniegröße unterschieden werden. 

 

3.6.9 Isolierung chromosomaler DNA aus C. albicans 

 

Für die Isolierung chromosomaler DNA wurden C. albicans-Zellen enzymatisch 

aufgeschlossen. Dazu wurden zunächst 10 ml YPD-Medium (mit 200 µg/ml 

Nourseothricin bei Nourseothricin-resistenten Stämmen) mit einer Kolonie angeimpft 

und über Nacht bei 30°C geschüttelt. Nach der Überführung in ein 15 ml-Röhrchen 

wurde die Kultur dann für 5 min bei 4000 rpm abzentrifugiert. Nachdem die Zellen in 

1 ml 1 M Sorbitol gewaschen wurden, wurde die Zellsuspension in ein 2 ml-
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Reaktionsgefäß gegeben und erneut abzentrifugiert (5 min; 4000 rpm). Das Zellpellet 

wurde dann in 1 ml Lyticase-Puffer (1 M Sorbitol; 100 mM Natriumcitrat pH 5,8; 

50 mM EDTA pH 8,0; 2% β-Mercaptoethanol; 500 U/ml Lyticase) resuspendiert und 

für 60 min bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden im Anschluss durch Zentrifugation 

(10 min; 13000 rpm) vom Lyticase-Puffer getrennt und dann in 800 µl Proteinase-

Puffer (10 mM Tris-Cl pH 7,5; 50 mM EDTA pH 8,0; 0,5% SDS; 1 mg/ml 

Proteinase K) aufgenommen. Nach einer weiteren Inkubation für 30 min bei 60°C 

wurde die frei gewordene DNA mit 800 µl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol 

(25:24:1) extrahiert. Die DNA aus 700 µl des wässrigen Überstands wurde dann 

durch Zugabe von 700 µl Isopropanol gefällt, abzentrifugiert und einmal in 600 µl 

70% Ethanol gewaschen. Dem vollständigen Entfernen des Ethanols folgte dann die 

Trocknung des DNA-Pellets an der Luft, bevor das Pellet dann in 100 µl bidest. H2O 

gelöst wurde. Um RNA aus der Lösung zu entfernen, wurde diese mit 2 µl RNaseA-

Lösung (50 mg/ml) versetzt und für 30 min bei 37°C inkubiert. Die DNA-Lösung 

konnte dann sofort weiterverwendet oder bei -20°C gelagert werden. 

 

3.6.10 Southern-Hybridisierung 

 

Verdaute, auf einem Agarose-Gel aufgetrennte DNA wird bei der Southern-

Hybridisierung (Southernblot) auf eine Nylonmembran übertragen, um dann darauf 

komplementäre DNA mittels einer markierten Sonde detektieren zu können 

(Southern, 1975). Zu diesem Zweck wurde die chromosomale C. albicans-DNA (ca. 

10 µg) in einem 30 µl-Restriktionsansatz mit geeigneten Restriktionsenzymen über 

Nacht bei 37°C verdaut. Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte dann 

zusammen mit einem DNA-Größenmarker (1 kb-Leiter, Invitrogen, Karlsruhe) über 

Nacht auf einem 1%-Agarosegel bei 34-40 V in 1x TAE-Laufpuffer (50x TAE-

Stocklösung: 242 g Tris; 57,1 ml Eisessig; 100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0; ad 1 l dest. 

H2O). Nachdem das Gel mit Ethidiumbromid angefärbt wurde, konnte die korrekte 

Auftrennung der DNA-Fragmente unter UV-Licht kontrolliert werden. Die DNA wurde 

dann mit Hilfe eines Vakuum-Blot-Geräts (Pharmacia Biotech, Dübendorf) aus dem 

Gel auf die Nylonmembran (Schleicher und Schuell, Dassel) transferiert. Zuvor 

wurde die Membran kurz in dest. H2O angefeuchtet und dann für 5 min mit 20x SSC 

(0,3 M Na-Citrat; 3 M NaCl) behandelt. Nach dem Anlegen des Vakuums wurde das 
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Gel vor dem eigentlichen Transfer der DNA zunächst mit drei verschiedenen 

Lösungen (jeweils 15 min) behandelt: Lösung A (250 mM HCl) zur Depurinierung der 

DNA, Lösung B (1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH) zur Denaturierung der DNA und 

schließlich Lösung C (1,5 M NaCl; 0,5 M Tris-Cl pH 7,5) zur Neutralisation. Im 

Anschluss daran erfolgte der eigentliche Transfer der DNA auf die Membran. Dies 

geschah, indem das Gel bei weiterhin angelegtem Unterdruck für 90 min mit 

20x SSC überschichtet wurde. Nach dem Transfer wurde die Nylonmembran 

nochmals für je 30 sec in 0,4 N NaOH und in 0,2 M Tris-Cl pH 7,5 geschwenkt. 

Danach wurde die DNA mittels UV-Licht in einem UV-Crosslinker auf der Membran 

fixiert. 

Die Hybridisierung und Detektion bestimmter DNA-Fragmente erfolgte unter 

Beachtung der Herstellerangaben mit Hilfe des „ECL-labeling and detection-Kit“ 

(GE Healthcare, Uppsala, Schweden). Vor der Zugabe der mit Peroxidase 

markierten Sonde wurde die Membran zunächst für 1-2 h mit ECL-

Hybridisierungsmix bei 42°C in einem Rotationsofen vorhybridisiert. Als Sonde 

dienten ca. 100 ng eines gelaufgereinigten DNA-Fragments von 0,2-1 kb Länge, an 

das die Peroxidase gebunden wurde. Nach der Hybridisierung des Blots über Nacht 

wurde die Membran 1x 20 min und 2x 10 min bei 42°C mit Waschpuffer I (6 M 

Harnstoff; 0,4% SDS; 0,5x SSC) gewaschen. Darauf folgten zwei weitere 

fünfminütige Waschschritte bei Raumtemperatur mit Waschpuffer II (2x SSC). Zur 

Signaldetektion wurde die Membran dann für 1 min in einem Gemisch aus gleichen 

Volumenanteilen der Detektionslösungen 1 und 2 geschwenkt und danach in 

transparenter Frischhaltefolie verpackt. Die aufgelegten ECL-Filme (Hyperfilm ECL, 

GE Healthcare, Uppsala, Schweden) wurden in der Regel etwa für 10 min exponiert 

und dann entwickelt. 

Bis zur Rehybridisierung der Membranen mit einer anderen Sonde wurde das 

vollständige Abklingen des Signals abgewartet (ca. 24 h). Danach wurde die 

Membran kurz in 2x SSC gewaschen und dann in gleicher Weise wie beschrieben 

erneut hybridisiert. 
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3.6.11 Isolierung von Gesamt-RNA aus C. albicans 

 

Für die Quantifizierung der Expression des ecaFLP-Reportergens in den SAP2-

Reporterstämmen während des Wachstums unter SAP2-induzierenden Bedingung-

en wurde eine Übernachtkultur der entsprechenden Stämme in SD-Medium 1:100 in 

10 ml YCB-BSA-Medium mit Hefeextrakt verdünnt und unter Schütteln bei 30°C für 

6 h weiterinkubiert. Nach der sechsstündigen SAP2-Induktion wurde dann aus den 

C. albicans-Zellen die Gesamt-RNA isoliert. Dazu wurden die Kulturen zunächst in 

15 ml-Röhrchen überführt und die Zellen für 5 min bei 4°C und 4000 rpm 

abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde dann in 1 ml DEPC-H2O (1 ml DEPC / 1 l dest. 

H2O, über Nacht bei 37°C inkubiert, dann autoklaviert) gewaschen und dabei in ein 

2 ml-Reaktionsgefäß überführt. Die Zellen wurden dann erneut abzentrifugiert und in 

600 µl TES-Puffer (10 mM Tris-Cl pH 7,5; 10 mM EDTA; 0,5% SDS) aufgenommen. 

Die Suspension wurde dann mit 600 µl saurem Phenol vermischt und unter Schütteln 

60 min bei 65°C inkubiert. Anschließend wurde das Gemisch 5 min auf Eis abgekühlt 

und dann 5 min bei 13000 rpm abzentrifugiert. 600 µl der wässrigen Phase wurden 

dann erneut mit 600 µl saurem Phenol versetzt, gemischt und für 10 min bei 65°C 

inkubiert. Nachdem die Mischung dann nochmals 5 min auf Eis abgekühlt und 5 min 

bei 13000 rpm abzentrifugiert wurde, wurde die wässrige Phase in 600 µl neutralem 

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) extrahiert und die RNA dann in einem 

Ethanol-NaAc-Gemisch (1 ml 100% Ethanol mit 40 µl 3 M NaAc pH 5,2) für 10 min 

auf Eis gefällt. Nach Zentrifugation für 10 min bei 13000 rpm, wurde die RNA mit 

70% Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in 100 µl DEPC-H2O gelöst. 

Vor der weiteren Verwendung wurde die gewonnene Gesamt-RNA mit Hilfe 

eines Kits (RNeasy Mini Kit, Qiagen, Hilden) gereinigt und von Kontaminationen mit 

chromosomaler DNA befreit. Zu diesem Zweck wurde die RNA in 100 µl H2O 

zunächst gründlich mit 350 µl RLT-Puffer und mit 250 µl Ethanol (96%) vermischt. 

Anschließend wurde die Probe sofort auf eine Zentrifugations-Säule aufgetragen und 

15 sec bei 13000 rpm abzentrifugiert. Vor der weiteren Aufreinigung der RNA wurden 

dann Kontaminationen chromosomaler DNA entfernt. Dazu wurde unter Verwendung 

eines RNase-Free DNase Sets (Qiagen, Hilden) die chromosomale DNA auf der 

Säule verdaut. Hierfür wurde die Säule mit der RNA zunächst für 5 min mit 350 µl 

RW1-Puffer behandelt. Nach der Entfernung des RW1-Puffers durch Zentrifugation 

(15 sec, 13000 rpm) wurden dann 80 µl DNase I-Inkubations-Mix auf die Säule 
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gegeben und diese für 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden 

erneut 350 µl RW1-Puffer auf die Säule gegeben und wieder abzentrifugiert. Die 

RNA wurde dann auf der Säule 2x mit 500 µl RPE-Puffer gewaschen. Um 

verbleibende Reste des Waschpuffers zu entfernen, wurde die Säule nach dem 

letzten Waschschritt nochmals 1 min bei 13000 rpm abzentrifugiert, bevor sie dann 

auf ein frisches, RNase-freies 1,5 ml-Reaktionsgefäß aufgesteckt wurde. Zur Elution 

der RNA wurden dann 30-100 µl RNase-freies Wasser auf die Säule gegeben. Nach 

einer einminütigen Einwirkzeit wurde die Säule dann 1 min bei 13000 rpm 

abzentrifugiert, wodurch die aufgereinigte RNA-Lösung im Reaktionsgefäß 

aufgenommen wurde. Abschließend wurde die RNA-Konzentration in der Lösung 

photometrisch bestimmt. Dies geschah unter der Annahme, dass eine OD260 von 1,0 

einer RNA-Konzentration von 40 µg/ml entspricht. Die Aufbewahrung von RNA-

Lösung erfolgte über mehrere Tage bei -20°C. 

 

3.6.12 Synthese von cDNA aus Gesamt-RNA von C. albicans 

 

Nach der Isolierung und Aufreinigung der Gesamt-RNA aus C. albicans wurde 

die erhaltene mRNA enzymatisch in cDNA umgeschrieben. Dazu wurde ein Set 

(SuperScript III First-Strand Synthesis SuperMix for qRT-PCR, Invitrogen, Karlsruhe) 

verwendet, in dem alle nötigen Enzyme, Puffer und Primer enthalten waren. 

Für die cDNA-Synthese wurde ca. 1 µg Gesamt-RNA in einem Gesamtvolumen 

von 8 µl RNase-freiem Wasser eingesetzt. Nachdem diese RNA-Lösung gründlich 

mit 2 µl RT Enzyme Mix und 10 µl 2x RT Reaction Mix vermischt wurde, wurde das 

Gemisch für 10 min bei 25°C inkubiert. Im Anschluss daran erfolgte eine Inkubation 

bei 50°C für 30 min und schließlich bei 85°C für 5 min. Nachdem der Ansatz dann 

auf Eis abgekühlt wurde, folgte die Zugabe von 1 µl (2U) E. coli RNase H und eine 

20-minütige Inkubation bei 37°C. Die gewonnenen cDNA wurde dann 1:10 in Wasser 

verdünnt und für qRT-PCR-Analysen verwendet. Die Lagerung der verdünnten 

cDNA-Lösung erfolgte bei -20°C. 
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3.6.13 Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) 

 

Die Quantifizierung der ecaFLP-Transkripte in den SAP2-Reporterstämmen 

erfolgte über quantitative real-time PCR (qRT-PCR) unter Verwendung eines Ein-

Farben Real-Time PCR Detektionssystems (MyiQ, Bio-Rad Laboratories, München). 

Dieses System beinhaltet sowohl alle notwendigen Geräte, Reagenzien und Enzyme 

als auch das Programm zur Computer-gestützten Auswertung der Ergebnisse. Als 

Template für die PCR-Reaktion wurde die aus der Gesamt-RNA gewonnene cDNA 

verwendet. Neben den ecaFLP-Transkripten wurden außerdem die Transkripte des 

ACT1-Gens mit spezifischen Primern quantifiziert. Das ACT1-Gen sollte als 

Haushaltsgen in allen Reporterstämmen in vergleichbaren Mengen exprimiert 

werden und dient deshalb als Referenz um sicherzustellen, dass Unterschiede in den 

ecaFLP-Transkripten nicht auf Unterschieden in den eingesetzten Templatemengen 

zurückzuführen sind. Die Quantifizierung der Templates und damit der 

Transkriptmengen in den RNA-Isolationen, erfolgte bei der qRT-PCR über die 

Bestimmung der Anzahl der Reaktionszyklen die nötig ist, um das eingesetzte 

Template bis zu einem bestimmten, vom System festgelegten Schwellenwert zu 

amplifizieren. Dabei wurde die Intensität der Fluoreszenz eines Farbstoffs (SYBR-

Green) gemessen, der nur dann fluoresziert, wenn er an doppelsträngige DNA 

bindet. Das Verhältnis R der Transkriptmengen zwischen Haushaltsgen (ACT1) und 

Zielgen (ecaFLP) konnte dann mit Hilfe der folgenden Formel aus der Differenz der 

Zyklenzahl bis zum Erreichen des Schwellenwerts (∆n) berechnet werden: 

R(ACT1/ecaFLP)=2-∆n. Um die verschiedenen Stämme miteinander zu vergleichen, 

wurden die erhaltenen R-Werte auf die R-Werte der Kontrollstämme normiert, die 

das ecaFLP-Gen unter der Kontrolle des wildtypischen SAP2-Promotors exprimieren 

(S2FI8A/B). 

Die Zyklenzahl zum Erreichen des Schwellenwertes wurde für alle Proben 

dreimal bestimmt. In die Berechnungen floss dann jeweils der Mittelwert aus den drei 

Messungen ein, die auf einem einzigen Hauptansatz basierten. Dieser Ansatz wurde 

hergestellt, indem 48 µl Reaktionsmix (iQ SYBR Green Supermix) mit jeweils 2 µl der 

beiden Primer (10 µM) und mit 52 µl Template (cDNA 1:10 in H2O) vermischt 

wurden. Für die ecaFLP-Reaktionen wurden die Primer FLPRT3 und FLPRT4, für die 

ACT1-Reaktionen die Primer ACT1RT und ACT2RT verwendet. Die Messungen der 

Fluoreszenz wurden in speziellen Reaktionsplatten vorgenommen. Dazu wurde der 
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Ansatz für jede Probe aufgeteilt, indem 3x 25 µl des Hauptansatzes in ein 

Reaktionsgefäß auf der Reaktionsplatte pipettiert wurden. Die Reaktionsplatte wurde 

dann sorgfältig verschlossen und in die qRT-PCR-Maschine eingesetzt. Nach dem 

Start des PCR-Programms wurde zunächst ein 3-minütiger Denaturierungsschritt bei 

95°C durchgeführt. Im Anschluss daran wurden die Templates durch 40 PCR-Zyklen 

amplifiziert. Jeder Zyklus bestand aus einer Denaturierungs-Phase (30 sec; 95°C), 

einer Primerannealing-Phase (40 sec; 50°C) und einer Elongationsphase (10 sec; 

72°C). Die Fluoreszenz der verschiedenen Proben wurde während der PCR-

Reaktion vom Computer verfolgt und aufgezeichnet. Letztlich wurden dann die 

Zykluszahlen bis zum Erreichen des Schwellenwertes ausgegeben mit denen dann 

die beschriebenen Berechnungen durchgeführt wurden. 

 

3.6.14 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

 

Sekretiertes Sap2-Protein im Überstand einer C. albicans-Kultur bzw. der 

Abbau von BSA durch verschiedene sap∆-Mutanten wurde mit Polyacrylamidgelen 

(Maniatis et al., 1982) nachgewiesen. Dazu wurden die C. albicans-Stämme unter 

SAP2-induzierenden Bedingungen in einer YCB-BSA-Übernachtkultur herangezogen 

und der Kulturüberstand dann auf die Anwesenheit der typischen Sap2p-Bande und 

den Abbau des BSAs hin untersucht. 

Nach Zentrifugation (5 min; 4000 rpm) der Kultur wurden 10-20 µl des 

Kulturüberstandes mit 2-4 µl Probenpuffer (5x Probenpuffer: 1,1 g SDS; 0,41 g 

EDTA; 0,17 g NaH2PO4 x 2H2O; 1,1 ml β-Mercaptoethanol; ad 10 ml dest. H2O; 

20 mg Bromphenolblau in 10 ml 50% Glycerin) versetzt, 10 min bei 100°C denaturiert 

und zusammen mit 8 µl eines Protein-Größenmarkers (Precision Plus Protein 

Standards all blue [Bio-Rad, München, Deutschland]) auf ein 12% Polyacrylamidgel 

aufgetragen (Trenngel: 2,5 ml Lösung B [1,5 M Tris-Cl pH 8,8; 0,4% SDS]; 4,0 ml 

Gelstock (30% Acrylamid-/ 0,8% Bisacrylamid-Stammlösung [Roth]); 50 µl 10% APS, 

5 µl Temed; ad 10 ml dest. H2O); Sammelgel: 1,25 ml Lösung C [0,5 M Tris-Cl 

pH 6,8; 0,4% SDS]; 0,65 ml Gelstock; 25 µl 10% APS; 5 µl Temed; ad 5 ml dest. 

H2O). Die Auftrennung der Proteine erfolgte dann bei 25 mA für 1 h in 1xSDS-

Laufpuffer. Die Färbung der Proteine wurde dann mit Colloidal Coomassie dye (40 ml 

Stocklösung (0,1% Coomassie-Brilliant-Blue R250 [Serva]; 85% Phosphorsäure; 
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0,75 M Ammoniumsulfat) + 10 ml Ethanol) vorgenommen. Dazu wurde das Gel über 

Nacht unter Schütteln in Färbelösung angefärbt und anschließend zweimal mit dest. 

H2O gewaschen. 

 

3.6.15 Durchflusszytometrischer Nachweis der GFP-Expression 

 

Die Fluoreszenz von C. albicans-Zellen, die das GFP-Reportergen unter 

Kontrolle eines OPT1-Promotors exprimieren, wurde mittels FACS-Analyse 

quantifiziert. Dazu wurden Sabouraud-Übernachtkulturen der zu untersuchenden 

Stämme 1:100 in frischem Sabouraud- bzw. YCB-BSA-Medium verdünnt. Nach 16-

18 h Wachstum wurden die Zellen 1:10 in PBS verdünnt, in FACS-Röhrchen 

überführt und analysiert. Die Analyse wurde mit einem FACSCalibur-System 

vorgenommen, dass mit einem Argon-Laser (488 nm) ausgestattet war (Becton 

Dickinson, Heidelberg). Über den FL1-Kanal wurde die Fluoreszenz mit einem 

530 nm-Bandpass-Filter gemessen. Von jedem Stamm wurden 20000 Zellen bei 

niedrigem Durchfluss vermessen. Die durchschnittliche Fluoreszenz wurde im 

Anschluss mit dem zugehörigen Computerprogramm (CellQuest Pro) ermittelt. 

 

3.6.16 Messung der LDH-Ausschüttung aus humanen Zellen 

 

Bei der Laktatdehydrogenase (LDH) handelt es sich um ein stabiles 

zytosolisches Enzym eukaryontischer Zellen. Nach Zerstörung einer Zelle durch 

C. albicans (Effektor-Zellen) kann das freigewordene Enzym im Außenmedium 

nachgewiesen werden. Mit Hilfe eines kommerziellen Cytotoxizitäts-Tests 

(CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay, Promega, Madison, USA) wurde 

die durch die C. albicans-Infektion verursachte LDH-Ausschüttung aus humanen 

Zellen (Target-Zellen) in das umgebende Zellkulturmedium gemessen und als Grad 

der Zell- bzw. Gewebeschädigung angesehen. Für die spätere Berechnung der 

Zellschädigung wurde ebenso die spontane LDH-Ausschüttung aus nicht-infizierten 

humanen Zellen (Target-spont.) und aus C. albicans-Zellen (Effektor-spont.) 

gemessen. Genauso wurde auch die maximal in den Target-Zellen vorhandene LDH-

Menge bestimmt (Target-max.). Dies geschah durch die vollständige Lyse der 

eingesetzten humanen Zellen durch Zugabe von 10% (vol./vol.) Lysepuffer 
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(9% [vol./vol.] Triton® X, im Kit enthalten) zum Zellkulturmedium, etwa 45 min vor der 

Abtrennung der Zellen vom Medium. 50 µl des Zellkulturmediums wurden dann in 

einer Vertiefung einer 96-well-Platte mit 50 µl Substrat-Mix vermischt. Unter 

Lichtausschluss wurde die Platte anschließend 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. 

In dieser Zeit bewirkte die LDH im Medium eine Enzymreaktion, die zu einer roten 

Färbung des Gemisches führte. Dabei entsprach das Ausmaß der Farbreaktion der 

Menge an freigesetzter LDH. Nach dem Abstoppen der Enzymreaktion durch Zugabe 

von 50 µl Stopp-Lösung, wurde mit Hilfe eines ELISA-platereaders (Multiskan 

Ascent, Thermo Scientific, Waltham, USA) die Absorption des Gemisches bei 

492 nm gemessen. Die Auswertung der LDH-Ausschüttung erfolgte in Relation zur 

gesamten vorhandenen LDH-Menge (Target-max.). Dazu wurden zunächst die 

ebenfalls bestimmten Hintergrundabsorbtionen subtrahiert und dann die relative Zell- 

oder Gewebeschädigung S mit folgender Formel in [%] berechnet: S = 

(experimenteller Wert – Effektor-spont. – Target-spont.) / (Target-max. – Target-

spont.). Die Berechnung aller Schädigungen wurde dreimal unabhängig voneinander 

vorgenommen, bevor dann ein Mittelwert berechnet wurde. Im Fall der Untersuchung 

der HEp-2-Schädigung durch C. albicans wurden dazu die verschiedenen Zellen in 

drei unabhängigen Ansätzen getrennt gemischt und analysiert. Bei der Untersuchung 

der Gewebeschädigung im RHE wurde dagegen nur ein RHE verwendet. Das 

verwendete Zellkulturmedium wurde dann allerdings dreimal unabhängig vermessen, 

bevor der Mittelwert bestimmt wurde. 

 

3.7 Infektionsmodelle 

 

3.7.1 Infektion humaner Zellen der epithelialen Linie HEp-2 

 

Humane HEp-2-Zellen wurden in Dulbecco´s Modified Eagle Medium (DMEM; 

PAA Laboratories, Pasching, Österreich) mit 10% FBS (Fetal Bovine Serum „Gold“, 

PAA), 2 mM Glutamin (PAA), 0,1 mg/ml Streptomycin und mit 100 Units/ml Penicillin 

kultiviert. Alle verwendeten Medien und Lösungen wurden vor der Verwendung in 

einem Wasserbad auf 37°C erwärmt. Die Kulturen wurden in 25 cm2-

Zellkulturflaschen bei 37°C, 5% CO2 und ca. 100% Luftfeuchtigkeit herangezogen. 

Nach spätestens drei Tagen wurde das Kulturmedium durch frisches Medium ersetzt. 
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Zum Splitten eines konfluenten Zellrasens auf neue Kulturflaschen, oder zur Ernte 

der Zellen für die Infektion mit C. albicans wurden diese mit 5 ml Trypsin/EDTA 

(PAA) vom Boden der Kulturflasche abgelöst. Nach zweiminütiger Inkubation in der 

Trypsin/EDTA-Lösung wurde die Zellsuspension in ein 15 ml-Röhrchen überführt und 

die Wirkung des Trypsins durch Zugabe von 5 ml Infektionsmedium (DMEM High 

Glucose + 1% FBS, PAA) gestoppt. Nach Zentrifugation der Suspension für 4 min bei 

700 rpm wurde der Überstand entfernt und die Zellen in 5 ml Infektionsmedium 

resuspendiert. Für die Subkultivierung der Zellen wurden ca. 100 µl der Suspension 

in eine neue Zellkulturflasche mit 20 ml frischem Kulturmedium gegeben, wobei die 

Zellen für maximal 10 Passagen subkultiviert und dann frisch aufgetaut wurden. Für 

die Infektion der Zellen mit C. albicans wurden die Zellen mittels einer Zählkammer 

ausgezählt und mit Infektionsmedium auf 5·104 Zellen/ml eingestellt. 5·103 

Epithelzellen in 100 µl wurden dann in einer Vertiefung einer 96-well-Platte (round 

bottom) mit 1·105 C. albicans-Zellen in 50 µl Infektionsmedium vermischt und für 4 h 

bei 37°C, 5%CO2 und gesättigter Luftfeuchtigkeit inkubiert. In einigen Experimenten  

wurde dem Infektionsmedium der Sap-Inhibitor Pepstatin A (Sigma, Deisenhofen, 

Deutschland) in einer Konzentration von 15 µM zugegeben. Im Anschluss an die 

Inkubation wurden die Zellen durch Zentrifugation (4 min, 250 x g) vom 

Zellkulturmedium abgetrennt und dieses auf den Gehalt an Laktatdehydrogenase 

(LDH) hin untersucht. 

 

3.7.2 Rekonstituiertes Humanes Epithel (RHE) 

 

Rekonstituiertes Humanes Epithel (RHE) wurde von der Firma Skinethic 

(Skinethic Laboratories, Nizza, Frankreich) bezogen. Dieses Modell besteht aus 

lebenden humanen Zellen, die ein dreidimensionales künstliches Gewebe ausbilden. 

Das mehrschichtige Gewebe wird in Polycarbonat-Einsätzen für Multi-well-Platten 

auf Serum-freiem, chemisch definiertem Flüssigmedium gezüchtet. Dabei wächst 

das Gewebe auf einer für die Nährstoffe durchlässigen Membran, die dem 

Wachstumsmedium aufliegt. Das fertige Gewebestück ähnelt in seinen 

Eigenschaften in Bezug auf Struktur und Funktionalität stark dem äquivalenten 

menschlichen Gewebetyp in vivo. 

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei verschiedene Arten von RHE 

verwendet. Neben Rekonstituiertem Humanem Oralem Epithel (RHOE) als Modell für 
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orale Infektionen, kam außerdem Rekonstituiertes Humanes Vaginales Epithel 

(RHVE) zum Einsatz, welches in seinen Eigenschaften der menschlichen 

Vaginalschleimhaut entspricht. Während humane Zellen der Linie TR146, die einem 

Karzinom aus der Schleimhaut im inneren Backenbereich entstammen, das RHOE 

formen, wird das RHVE von der Zelllinie A431 gebildet, die früher aus einem 

vaginalen Karzinom gewonnen wurde. 

Die das künstliche Gewebe enthaltenden Multi-well-Einsätze wurden steril 

verpackt erhalten. Während des Versands wurden sie durch eine Agarose-Nährstoff-

Lösung an eine passende Multi-well-Platte fixiert. Sofort nach dem Erhalt der 

Gewebe wurden die Epithelien für die Experimente vorbereitet. Nachdem die 

Einsätze mit dem Gewebe vollständig von anhaftender Agarose-Nährstoff-Lösung 

befreit wurden, wurde jeweils ein Einsatz in einen Napf einer 6-well-Platte gesetzt. In 

diesen wurde zuvor 1 ml Nährmedium (Skinethic Maintenance Medium) vorpipettiert. 

Vor der weiteren Verwendung wurden die Gewebe dann über Nacht bei 37°C, 5% 

CO2 und gesättigter Luftfeuchtigkeit inkubiert. 

 

3.7.2.1 Infektion von RHE mit C. albicans 

 

Zur Infektion des RHEs mit C. albicans wurde zunächst 1 ml einer C. albicans-

Übernachtkultur in YPD-Medium entnommen, die Zellen zweimal in 1 ml 1xPBS 

gewaschen und schließlich in 1 ml 1xPBS aufgenommen. Anschließend wurde mit 

Hilfe einer Zählkammer die enthaltene Zellzahl (Zellen/ml) bestimmt und eine 

Infektionssuspension mit 1·107 C. albicans-Zellen/ml in 1xPBS hergestellt. Nachdem 

das Nährmedium des RHEs gegen 1 ml frisches Medium ausgetauscht wurde, wurde 

das Gewebe mit 50 µl der Infektionssuspension infiziert. Das entspricht einer 

Infektionsdosis von 5·105 C. albicans-Zellen. Das RHE wurde im Anschluss daran für 

die Dauer des gesamten Versuchs weiter bei 37°C, 5% CO2 und ca. 100% 

Luftfeuchtigkeit inkubiert, wobei das Nährmedium alle 24 h gegen frisches Medium 

ausgetauscht wurde. Das ausgetauschte Medium konnte dann für eine 

Quantifizierung der Gewebeschädigung herangezogen werden. Wie bereits 

beschrieben, wurde hierzu die Menge der ins Medium ausgeschütteten Laktat-

dehydrogenase (LDH) bestimmt. In Versuchen, in denen das Verhalten von 

C. albicans in Anwesenheit des Protease-Inhibitors Pepstatin A (Sigma, 

Deisenhofen) untersucht werden sollte, wurde sowohl den verwendeten Medien als 
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auch der Infektionssuspension der Inhibitor in einer Endkonzentration von 15 µM 

zugegeben. 

 

3.7.2.2 Detektion der SAP-Induktion während der Infektion von vaginalem 

RHE 

 

Im Falle der ecaFLP-Reporterstämme zur Analyse der SAP-Genexpression 

(SAP1-SAP6) wurden die C. albicans-Zellen für die phänotypische Charakterisierung 

aus dem RHE reisoliert. Dazu wurden, nach Ablauf der festgelegten Infektionsdauer, 

die Trans-well-Einsätze mit dem RHE in eine neue 24-well-Platte überführt. 

Anschließend wurde auf jedes Epithel 1 ml kaltes, steriles Wasser gegeben. Nach 

einer Einwirkzeit von etwa 5 min konnte das Epithel dann mit Hilfe einer 1000 µl-

Pipette leicht homogenisiert werden. Die Unterschiede der osmotischen 

Eigenschaften zwischen Nährmedium und dem destilierten Wasser können durch die 

Zellwand-losen, humanen Zellen des RHE nicht ausgeglichen werden. Aus diesem 

Grund kommt es zur Lyse der humanen Zellen, so dass in der erhaltenen 

Suspension ausschließlich C. albicans-Zellen enthalten sind. Die Zellsuspension 

wurde dann in geeigneter Verdünnung auf MPA-Indikatorplatten (SD-Agarplatten mit 

1,8 µg/ml MPA) ausplattiert, bevor der Anteil kleiner Kolonien auf den Indikatorplatten 

nach 2-tägigem Wachstum bei 30°C bestimmt wurde. C. albicans-Zellen der 

Vorkulturen, die für die Infektion des RHEs verwendet wurden, wurden ebenfalls auf 

MPA-Indikatorplatten ausplattiert, um auszuschließen, dass ein Verlust des MPAR-

Markers schon vor der Infektion stattfand. 

 

3.7.2.3 Lichtmikroskopische Untersuchung infizierten RHEs 

 

Nach der Infektion von oralem oder vaginalem RHE mit C. albicans wurde die 

Gewebeschädigung und die Invasion der Pilzzellen ins Gewebe lichtmikroskopisch 

untersucht. Aus den durch chemische Fixierung und Einbettung dauerhaft 

konservierten Geweben wurden dazu lichtmikroskopische Dauerpräparate 

hergestellt. Diese wurden dann für die Dokumentation von Gewebeschädigung und 

Invasion herangezogen. 
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Vor der dauerhaften Fixierung der Gewebestücke wurden alle RHEs zunächst 

einer Vorfixierung unterzogen. Hierfür wurden die Gewebe in den Multi-well-

Einsätzen nach Ablauf der gewählten Infektionsdauer aus den 6-well-Platten 

entnommen und in einen Napf einer 24-well-Platte gesetzt, in den zuvor 1 ml 

Karnowsky-Fixans (2,5% Glutaraldehyd und 2% Paraformaldehyd in 0,05 M 

Cacodylatpuffer pH7,2) pippettiert wurde. Nach der Zugabe eines weiteren ml 

Karnowsky-Fixans auf jedes Gewebestück wurden diese 2 h bei Raumtemperatur 

inkubiert. Im Anschluss daran wurde das vorfixierte RHE 3x für 10 min in 2 ml 0,05 M 

Cacodylatpuffer bei Raumtemperatur gewaschen. Die Gewebe wurden dann in 

0,05 M Cacodylatpuffer bei 4°C aufbewahrt. Zur Nachfixierung der RHEs wurden 

diese mit 250 µl 1%-iger Osmiumtetroxid-Lösung in 0,05 M Cacodylatpuffer 

behandelt. Die Behandlung wurde für 30 min bei Raumtemperatur durchgeführt. In 

einer aufsteigenden Ethanol-Reihe wurden die Präparate anschließend entwässert. 

Dazu wurden nacheinander gekühlte Lösungen mit 50%, 70%, 90% und 96% 

Ethanol verwendet, in denen die Epithelien jeweils für 5 min inkubiert wurden. Bevor 

die fixierten und entwässerten Gewebe in Epoxid-Harz (Glycidether) eingebettet 

wurden, wurden sie noch 3x 5 min bei Raumtemperatur in 100% Ethanol behandelt. 

Für die Einbettung wurden alle Proben zunächst 2x für 5 min in Propylenoxid 

getaucht, das dann gegen eine 1:1-Mischung aus Propylenoxid und Glycidether 

ausgetauscht wurde. Die Proben wurden dann unverschlossen über Nacht bei 

Raumtemperatur belassen. In dieser Zeit wurde der Propylenoxid/Glycidether-

Mischung das Durchdringen der gesamten Probe ermöglicht. Gleichzeitig konnte das 

leichtflüchtige Propylenoxid aus der Mischung entweichen, so dass sich das 

Gewebestück letztlich in reinem Glycidether befand und von diesem vollständig 

durchdrungen war. Nachdem die Gewebestücke am nächsten Tag nochmals in 

frischen Glycidether überführt wurden, wurden diese nochmals für einige Stunden bei 

Raumtemperatur inkubiert, um verbleibenden Resten von Propylenoxid das 

Entweichen zu ermöglichen. Im Anschluss daran wurde die Einbettung der Proben 

abgeschlossen, indem das Epoxid-Harz über 48 h bei 60°C auspolymerisiert wurde. 

Von den eingebetteten Geweben wurden dann 300 nm dicke Semi-

Dünnschnitte hergestellt. Dazu fand ein RMC-Ultramikrotom (Modell MT 7000) 

Verwendung. Vor der lichtmikroskopischen Untersuchung wurden die Schnitte mit 

einer Färbelösung (0,5% Methylenblau und 0,5% Azur II in Wasser) behandelt. 
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3.7.3 In vivo-Experimente im Mausmodell 

 

Die Virulenz verschiedener C. albicans-Stämme während der experimentellen 

Mausinfektion wurde miteinander verglichen. Dazu wurden 4-6 Wochen alte, 

weibliche BALB/c-Mäuse (Charles River WIGA, Sulzfeld) verwendet, denen je nach 

Experiment 5·105 oder 1·106 C. albicans-Zellen in 100 µl 1xPBS bzw. pures 1xPBS in 

eine der Schwanzvenen injiziert wurde. Die so behandelten Mäuse wurden dann 

über einen Zeitraum von 20 Tagen beobachtet, wobei die Zahl der überlebenden 

Tiere täglich mehrmals bestimmt wurde. Zur statistischen Auswertung der Versuche 

wurden die Kaplan-Meier-Überlebenskurven aufgezeichnet und dem log-rank-

Testverfahren unterzogen. Dazu wurde das Computerprogramm MedCalc 

(Version 9, www.medcalc.be) benutzt. 
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4  Ergebnisse 
 

4.1 Untersuchungen zur Rolle der sekretorischen Aspartat-
proteasen von C. albicans während der Infektion  
 

4.1.1 Analyse der Expression der Gene SAP1-SAP6 während der 
Infektion von rekonstituiertem humanem vaginalem Epithel 

 

Eine frühere Studie, in der die Expression der Gene SAP1-SAP6 in einem 

murinen Vaginitis-Infektionsmodell untersucht wurde, hatte mit Hilfe von zwei 

verschiedenen Genexpressions-Reportersystemen lediglich eine Expression der 

Gene SAP4 und SAP5 bei der vaginalen C. albicans-Infektion in der Maus 

nachgewiesen (Taylor et al., 2005). Dieser Befund ist allerdings nicht mit den 

Ergebnissen anderer Arbeiten vereinbar, die in verschiedenen anderen vaginalen 

Infektionsmodellen, wie z.B. rekonstituiertes humanes vaginales Epithel (RHVE), vor 

allem eine bedeutende Rolle der Gene SAP1 und SAP2 aufzeigten (De Bernardis 

et al., 1995; De Bernardis et al., 1999; Schaller et al., 2003). Um zu prüfen, inwieweit 

Unterschiede in den verwendeten Infektionmodellen oder die verschiedenen 

angewandten Methoden für die abweichenden Ergebnisse verantwortlich sind, wurde 

die Expression der C. albicans-Gene SAP1-SAP6 auf RHVE mit Hilfe des 

Reportersystems (Staib et al., 1999) untersucht, das auch in der Arbeit von Taylor 

und Kollegen verwendet wurde. Die Reporterstämme S1FI2A und S1FI2B (SAP1), 

S2FI5B und S2FI7A (SAP2), S3FI2B und S3FI2C (SAP3), S4FI2A und S4FI2B 

(SAP4), S5FI2A und S5FI2B (SAP5) sowie die Stämme S6FI2A und S6FI3A (SAP6) 

enthalten jeweils eine Fusion des zu untersuchenden SAP-Promotors mit dem Gen 

einer modifizierten Version der site-spezifischen Rekombinase FLP aus 

S. cerevisiae. Diese Fusion ist in einem der beiden Allele des jeweils untersuchten 

SAP-Gens integriert. Zudem enthalten die Reporterstämme einen genomisch 

integrierten Resistenzmarker gegen Mycophenolsäure (MPA) im ACT1-Lokus. 

Dieses MPAR-Gen ist flankiert von den Erkennungssequenzen der FLP-

Rekombinase, den FRT-sites. Durch die Induktion des Zielgens wird die Expression 

der FLP-Rekombinase verursacht, welche dann durch die Rekombination der beiden 

FRT-sites die irreversible Exzision des MPAR-Markers aus dem Genom bewirkt. Als 

Folge der Exzision ist die entsprechende Zelle sowie deren Nachkommen sensitiv 
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gegenüber MPA. Nach der Reisolierung der Pilzzellen aus dem RHVE können MPA-

resistente (MPAR) und MPA-sensitive Zellen (MPAS) auf speziellen Indikatorplatten 

leicht unterschieden werden. Auf diesen Indikatorplatten, die eine geringe 

Konzentration an MPA enthalten, bilden MPA-resistente Zellen größere Kolonien als 

MPA-sensitive Zellen, die den MPAR-Marker durch die Induktion des Zielgens 

verloren haben. Durch Auszählen großer und kleiner Kolonien auf den 

Indikatorplatten lässt sich der Anteil kleiner Kolonien bestimmen, der dem Anteil an 

Zellen entspricht die zuvor das untersuchte SAP-Gen ausreichend stark exprimiert 

haben. Als Kontrollstamm diente der Stamm S2UI1A, der ebenfalls den MPAR-

Marker, jedoch nicht das ecaFLP-Gen im Genom integriert hat. Dieser Stamm ist 

folglich nicht in der Lage den Resistenzmarker aus dem Genom zu entfernen und 

sollte im Idealfall nur große Kolonien auf MPA-haltigen Agarplatten ausbilden. Die 

Funktionsweise des Reportersystems ist in Abbildung 1 noch einmal schematisch 

verdeutlicht. 

 

Induktion

MPAR

MPAS

Genotyp                                                         Phänotyp

PSAP1 ecaFLP FRT               MPAR FRT

PSAP1 ecaFLP FRT

Induktion

MPAR

MPAS

Genotyp                                                         Phänotyp

PSAP1 ecaFLP FRT               MPAR FRT

PSAP1 ecaFLP FRT  
Abbildung 1: Schematische Darstellung der Funktionsweise des FLP-Reportersystems am Beispiel 
von SAP1. Induktion des SAP1-Promotors führt zur Expression der FLP-Rekombinase. Diese bewirkt 
die Rekombination der beiden FRT-sites, wodurch der MPA

R-Marker aus dem Genom entfernt und die 
entsprechende Zelle sensitiv gegenüber MPA wird. MPA-sensitive und -resistente Zellen lassen sich 
anhand der von ihnen gebildeten Kolonien auf MPA-haltigen Agarplatten unterscheiden. Bei einer 
geeigneten MPA-Konzentration bilden resistente Zellen deutlich größere Kolonien als sensitive. 

 

Nach einer Infektionsdauer von 48 h wurden die C. albicans-Zellen aus dem 

rekonstituierten Gewebe reisoliert und in geeigneter Verdünnung auf MPA-

Indikatorplatten ausplattiert. Wie aus Abbildung 2 ersichtlich wird, wurde eine 

signifikante Aktivierung nur für den SAP5-Promotor festgestellt. Der Anteil kleiner 

Kolonien aller anderen SAP-Reporterstämme ist mit dem des MPA-resistenten 

Kontrollstammes vergleichbar, der kleine Kolonien mit einer Häufigkeit von etwa 3% 
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bildet. Dieser geringe Anteil kleiner Kolonien kann durch zufällig auftretendes 

langsameres Wachstum verursacht sein und wurde bereits in anderen 

Infektionsmodellen beobachtet (Staib et al., 1999). Das hier beobachtete 

Expressionsmuster der Gene SAP1-SAP6 entspricht somit im Wesentlichen dem, 

dass auch im murinen Modell für vaginale Candidosen beobachtet wurde (Taylor 

et al., 2005). Die in der Arbeit von Taylor und Kollegen schwächere Aktivierung von 

SAP4 konnte hier allerdings nicht festgestellt werden. Außerdem wurde die SAP5-

Expression im murinen Vaginitis-Modell in nahezu allen Zellen nachgewiesen, 

während nur etwa 20% der Zellen auf dem RHVE SAP5 nachweisbar angeschaltet 

hatten (Abbildung 2). Demzufolge scheinen die induzierenden Signale für SAP5 (und 

SAP4) während der vaginalen Infektion in der Maus stärker zu sein als diejenigen, 

die auf dem RHVE die Induktion von SAP5 bewirken. 
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Abbildung 2: Promotorinduktion der C. albicans-Gene SAP1-SAP6 während der Infektion von RHVE. 
Das RHVE wurde mit C. albicans-Reporterstämmen infiziert, die das modifizierte FLP-Gen (ecaFLP-
Gen) unter Kontrolle des angezeigten SAP-Promotors exprimieren. Nach 48 h wurden die C. albicans-
Zellen reisoliert und in geeigneter Verdünnung auf MPA-Indikatorplatten ausplattiert. Nach Inkubation 
der Platten bei 30°C für 2 Tage wurde der Anteil kleiner Kolonien bestimmt. Für jedes der analysierten 
SAP-Gene wurden zwei unabhängig konstruierte Reporterstämme verwendet. Die gezeigten 
Ergebnisse sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus 2-4 Experimenten. Lediglich für den 
Stamm S2FI7A (zweite SAP2-Säule) wird nur ein Wert angezeigt, weil in allen anderen Versuchen zu 
viele Zellen dieses Stamms den MPA

R-Marker bereits in der Vorkultur verloren hatten. Alle anderen 
Stämme zeigten keine Induktion des Zielgenpromotors in der Vorkultur. Zur Kontrolle wurde das 
Epithel mit dem Stamm S2UI1A infiziert der das ecaFLP-Gen nicht enthält. So konnte ein 
Hintergrundwert ermittelt werden, mit dem MPA-resistente Zellen aufgrund von zufälligem 
langsameren Wachstums kleine Kolonien ausbilden. 
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4.1.2 Konstruktion von Deletionsmutanten des C. albicans-Wildtyp-
stammes SC5314 in einem oder mehreren SAP-Genen 

 

Das während der Infektion von vaginalem RHE beobachtete Muster der SAP-

Genexpression steht im Gegensatz zu Beobachtungen anderer Studien, in denen mit 

Hilfe von RT-PCR eine Expression der C. albicans-Gene SAP1, SAP2 und SAP4-

SAP6 in diesem Infektionsmodell nachgewiesen wurde. Darüber hinaus wurde eine 

deutlich geringere Gewebeschädigung für C. albicans-Deletionsmutanten von SAP1 

oder SAP2 auf dem vaginalen RHE beschrieben und daraus auf eine bedeutende 

Rolle dieser Gene für die Invasion in das vaginale Epithel geschlossen (Schaller 

et al., 2003). In früheren Arbeiten wurde gezeigt, dass die Aktivierung des SAP2-

Promotors in vitro unter bekanntermaßen induzierenden Bedingungen mit dem FLP-

Reportersystem in allen Zellen einer Population nachweisbar ist (Staib et al., 2000; 

Staib et al., 2002). Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass sowohl SAP2 

als auch andere Proteasegene während der Infektion des RHEs in geringem, aber 

pathogenetisch bedeutendem Maße induziert werden, eine Expression jedoch 

unterhalb der Nachweisgrenze des Reportersystems liegt. Aus diesem Grund sollte 

in der vorliegenden Arbeit die Rolle der Gene SAP1-SAP6 bei der Infektion neu 

untersucht werden. Dazu sollten C. albicans-Deletionsmutanten neu hergestellt und 

ihre Virulenz in verschiedenen Infektionsmodellen getestet werden. Im Gegensatz zu 

den sap∆-Mutanten früherer Studien, die in dem auxotrophen Laborstamm CAI4 

hergestellt wurden (Hube et al., 1997; Sanglard et al., 1997), wurden mit Hilfe der 

SAT1-Flippermethode Deletionsmutanten im SC5314-Wildtypstamm konstruiert. Es 

wurden dazu spezifische Deletionskassetten für die Gene SAP1-SAP6 in Plasmiden 

kloniert. Durch Transformation von C. albicans SC5314 mit diesen Konstrukten und 

anschließendem Recycling des Selektionsmarkers war es möglich die 

entsprechenden Gene in den jeweiligen Einzel- bzw. Mehrfachmutanten zu 

deletieren. Für die Reintegration funktioneller Kopien der entfernten Gene ins Genom 

der Mutanten, wurden darüber hinaus Komplementationskassetten für alle 

untersuchten Gene hergestellt. Die Konstruktion der verschiedenen Plasmide und 

C. albicans-Stämme ist im Folgenden beschrieben. 
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4.1.2.1 Konstruktion von Deletionskassetten für die Gene SAP1-SAP6 
 

Alle in dieser Arbeit hergestellten Deletionskassetten sind vom Plasmid 

pOPT1M3 (Reuß et al., 2004) abgeleitet. Zur Herstellung der SAP-Gen-

Deletionskonstrukte wurden die entsprechenden homologen Bereiche zur 

spezifischen Integration ausgetauscht. Dazu wurden die upstream-Bereiche als ApaI-

SalI-Fragmente den Plasmiden pSFL13 (SAP1), pSFL213 (SAP2), pSFL33 (SAP3), 

pSFL43 (SAP4), pSFL53 (SAP5) sowie pSFL63 (SAP6) (Staib et al., 2000) 

entnommen und jeweils in das ApaI/XhoI-gespaltene pOPT1M3 kloniert. In die 

daraus resultierenden Plasmide pSAP1MS1, pSAP2MS1, pSAP3MS1, pSAP4MS1, 

pSAP5MS1 und pSAP6MS1 wurden dann die durch PCR gewonnenen 

entsprechenden downstream-Bereiche integriert. Dazu wurden diese Bereiche mit 

den Primerpaaren SAP1K/SAP1L (SAP1), SAP2M/SAP2N (SAP2), SAP3K/SAP3L 

(SAP3), SAP4K/SAP4L (SAP4) SAP5N/SAP5Q (SAP5) und SAP6N/SAP6Q (SAP6) 

amplifiziert und als SacI-SacII-Fragmente in die SacI-SacII-gespaltenen 

Vorgängerplasmide ligiert. Dabei wurden die Plasmide pSAP1MS2, pSAP2MS2, 

pSAP3MS2, pSAP4MS2, pSAP5MS2 und pSAP6MS2 gewonnen, die die fertigen 

Deletionskassetten enthalten (Abbildung 3). Tabelle 5 zeigt die verwendeten 

Templates, Primer, eingefügte Schnittstellen und die Konstruktionsweise der 

Deletionskassetten. 
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Template Primer 
eingefügte 

Schnittstellen 
Konstruktion 

resultierendes 
Plasmid 

- - - ApaI/SalI-Fragment aus pSFL13 in 
ApaI/XhoI-gespaltenes pOPT1M3 

pSAP1MS1 

pHATS12 SAP1K 
SAP1L 

SacII-site bei +1192 
SacI-site bei +1720 

SacII/SacI-gespaltenes PCR-Produkt 
in SacII/SacI-gespaltenes pSAP1MS1 

pSAP1MS2 

- - - 
ApaI/SalI-Fragment aus pSFL213 in 
ApaI/XhoI-gespaltenes pOPT1M3 

pSAP2MS1 

pHATS22 SAP2M 
SAP2N 

SacII-site bei +1196 
SacI-site bei +1826 

SacII/SacI-gespaltenes PCR-Produkt 
in SacII/SacI-gespaltenes pSAP2MS1 

pSAP2MS2 

- - - 
ApaI/SalI-Fragment aus pSFL33 in 
ApaI/XhoI-gespaltenes pOPT1M3 

pSAP3MS1 

pHATS32 SAP3K 
SAP3L 

SacII-site bei +1196 
SacI-site bei +1794 

SacII/SacI-gespaltenes PCR-Produkt 
in SacII/SacI-gespaltenes pSAP3MS1 

pSAP3MS2 

- - - 
ApaI/SalI-Fragment aus pSFL43 in 
ApaI/XhoI-gespaltenes pOPT1M3 

pSAP4MS1 

pHATS42 SAP4K 
SAP4L 

SacII-site bei +1262 
SacI-site bei +1887 

SacII/SacI-gespaltenes PCR-Produkt 
in SacII/SacI-gespaltenes pSAP4MS1 

pSAP4MS2 

- - - 
ApaI/SalI-Fragment aus pSFL53 in 
ApaI/XhoI-gespaltenes pOPT1M3 

pSAP5MS1 

pHATS52 SAP5N 
SAP5Q 

SacII-site bei +1258 
SacI-site bei +1871 

SacII/SacI-gespaltenes PCR-Produkt 
in SacII/SacI-gespaltenes pSAP5MS1 

pSAP5MS2 

- - - 
ApaI/SalI-Fragment aus pSFL63 in 
ApaI/XhoI-gespaltenes pOPT1M3 

pSAP6MS1 

pHATS62 SAP6N 
SAP6Q 

SacII-site bei +1265 
SacI-site bei +1981 

SacII/SacI-gespaltenes PCR-Produkt 
in SacII/SacI-gespaltenes pSAP6MS1 

pSAP6MS2 

Tabelle 5: Verwendete Templates, eingefügte Schnittstellen und Konstruktionsweisen der 
Deletionskassetten für die Gene SAP1-SAP6 und deren Vorstufen. Positionsangaben beziehen sich 
auf das Startcodon des jeweiligen Gens. 



Ergebnisse                                                                                                               69 

1 kb

pSAP1MS2

5`SAP1      FRT      P
MAL2         

caFLP                      T
ACT1          

caSAT1                            FRT   3`SAP1

A                        (Sl/Xh)                                                               ScII ScI

pSAP4MS2

A                                (Sl/Xh)                                                               ScII ScI

5`SAP4       FRT      P
MAL2         

caFLP                      T
ACT1          

caSAT1                              FRT  3`SAP4

pSAP2MS2

A                                (Sl/Xh)                                                               ScII ScI

5`SAP2        FRT      P
MAL2         

caFLP                      T
ACT1          

caSAT1                            FRT   3`SAP2

pSAP3MS2

A                         (Sl/Xh)                                                               ScII ScI

5`SAP3      FRT      P
MAL2         

caFLP                      T
ACT1          

caSAT1                              FRT  3`SAP3

pSAP5MS2

A                     (Sl/Xh)                                                               ScII ScI

5`SAP5     FRT      P
MAL2         

caFLP                      T
ACT1          

caSAT1                            FRT   3`SAP5

pSAP6MS2

A                                (Sl/Xh)                                                               ScII ScI

5`SAP6          FRT      P
MAL2         

caFLP                      T
ACT1          

caSAT1                            FRT   3`SAP6

1 kb

pSAP1MS2

5`SAP1      FRT      P
MAL2         

caFLP                      T
ACT1          

caSAT1                            FRT   3`SAP1

A                        (Sl/Xh)                                                               ScII ScI

pSAP1MS2

5`SAP1      FRT      P
MAL2         

caFLP                      T
ACT1          

caSAT1                            FRT   3`SAP1

A                        (Sl/Xh)                                                               ScII ScI

pSAP4MS2

A                                (Sl/Xh)                                                               ScII ScI

5`SAP4       FRT      P
MAL2         

caFLP                      T
ACT1          

caSAT1                              FRT  3`SAP4

pSAP4MS2

A                                (Sl/Xh)                                                               ScII ScI

5`SAP4       FRT      P
MAL2         

caFLP                      T
ACT1          

caSAT1                              FRT  3`SAP4

pSAP2MS2

A                                (Sl/Xh)                                                               ScII ScI

5`SAP2        FRT      P
MAL2         

caFLP                      T
ACT1          

caSAT1                            FRT   3`SAP2

pSAP2MS2

A                                (Sl/Xh)                                                               ScII ScI

5`SAP2        FRT      P
MAL2         

caFLP                      T
ACT1          

caSAT1                            FRT   3`SAP2

pSAP3MS2

A                         (Sl/Xh)                                                               ScII ScI

5`SAP3      FRT      P
MAL2         

caFLP                      T
ACT1          

caSAT1                              FRT  3`SAP3

pSAP3MS2

A                         (Sl/Xh)                                                               ScII ScI

5`SAP3      FRT      P
MAL2         

caFLP                      T
ACT1          

caSAT1                              FRT  3`SAP3

pSAP5MS2

A                     (Sl/Xh)                                                               ScII ScI

5`SAP5     FRT      P
MAL2         

caFLP                      T
ACT1          

caSAT1                            FRT   3`SAP5

pSAP5MS2

A                     (Sl/Xh)                                                               ScII ScI

5`SAP5     FRT      P
MAL2         

caFLP                      T
ACT1          

caSAT1                            FRT   3`SAP5

pSAP6MS2

A                                (Sl/Xh)                                                               ScII ScI

5`SAP6          FRT      P
MAL2         

caFLP                      T
ACT1          

caSAT1                            FRT   3`SAP6

pSAP6MS2

A                                (Sl/Xh)                                                               ScII ScI

5`SAP6          FRT      P
MAL2         

caFLP                      T
ACT1          

caSAT1                            FRT   3`SAP6  

Abbildung 3: Deletionskassetten für die Gene SAP1-SAP6. Die linearen Transformationsfragmente 
können als ApaI-SacI-Fragmente aus den angezeigten Plasmiden herausgespalten werden. Alle 
Kassetten enthalten den SAT1-Flipper, bestehend aus dem caSAT1-Gen als dominanten 
Selektionsmarker (blauer Pfeil), dem caFLP-Gen (gelber Pfeil) unter Kontrolle des induzierbaren 
MAL2-Promotors (abgewinkelter Pfeil) vor dem ACT1-Transkriptionsterminator (Kreis) und den 
flankierenden Erkennungssequenzen der FLP-Rekombinase, den FRT-sites (schwarze Pfeile; nicht im 
Maßstab dargestellt). Für die ortsspezifische Integration durch homologe Rekombination ist der 
Flipper in allen Fällen von spezifischen 5`- und 3`-Bereichen des Zielgens flankiert. Angegeben sind 
auch die für die Klonierung relevanten Restriktionsschnittstellen. Eingeklammerte Schnittstellen 
wurden bei der Klonierung zerstört: A, ApaI; ScI, SacI; ScII, SacII; Sl, SalI; Xh, XhoI. 
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4.1.2.2 Konstruktion von Komplementationskassetten für die Gene SAP1-
SAP6 

 

Um die sap∆-Mutanten mit den jeweiligen intakten SAP-Genen zu 

komplementieren, wurden entsprechende Konstrukte für die C. albicans-

Transformation hergestellt. Dazu wurden die für die SAP-Gendeletion konstruierten 

Plasmide als Ausgangsvektoren verwendet. Es wurde zunächst das KpnI-SalI-

Fragment aus dem Plasmid pMEP1M4 (Biswas und Morschhäuser, 2005) 

zusammen mit dem XhoI-PstI-Fragment aus pSFS2 (Reuß et al., 2004) in das 

KpnI/PstI-gespaltene Plasmid pSAP2MS2 ligiert. Das Fragment aus pMEP1M4 

enthält die Terminationssequenz des ACT1-Gens, das aus pSFS2 einen Teil der 

SAT1-Flipperkassette. Das daraus entstandene Plasmid wurde pSAP2KS1 genannt. 

Im nächsten Schritt wurde die codierende Region, sowie etwa 0,3 kb des upstream-

Bereichs des SAP2-1-Allels mit den Primern SAP2P5 und SAP2ex2 aus 

genomischer DNA des Stammes SC5314 amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde mit 

ApaI und PstI gespalten und zusammen mit dem PstI-BamHI-Fragement aus 

pSAP2ex2 (Staib et al., 2008) mit dem restlichen Teil des SAP2-Gens, in das 

ApaI/BglII-gespaltene Plasmid pSAP2KS1 ligiert. Das so erhaltene Plasmid wurde 

pSAP2KS2 genannt. Zur Herstellung von pSAP2KS3 wurde das SAP2-2-Allel mit 

den Primern SAP2P1 und SAP2E amplifiziert. Als Template diente genomische DNA 

der heterozygoten sap2-1∆/SAP2-2-Mutante SAP2MS2A. Das PCR-Produkt, das 

sowohl den upstream-Bereich als auch die codierende Region enthält wurde mit 

ApaI/XbaI bzw. XbaI/BglII gespalten und die beiden Fragmente zusammen in das 

ApaI/BglII gespaltene pSAP2KS2 kloniert. pSAP2KS3 enthält die fertige Kassette zur 

Komplementation des SAP2-Gens. 

Das Plasmid pSAP2KS1 wurde nun für die Herstellung der Komplementations-

kassetten für die Gene SAP1 und SAP3-SAP6 verwendet. Dazu wurde zunächst das 

enthaltene ApaI-BamHI-Fragment in die ApaI/BamHI-gespaltenen Plasmide 

pSAP1MS2, pSAP3MS2, pSAP4MS2, pSAP5MS2 bzw. pSAP6MS2 kloniert. Die so 

erhaltenen Plasmide pSAP1KS1, pSAP3KS1, pSAP4KS1, pSAP5KS1 bzw. 

pSAP6KS1 wurden anschließend mit den entsprechenden codierenden Regionen 

und upstream-Bereichen der verschiedenen SAP-Gene ergänzt. Diese Bereiche 

wurden mittels PCR aus genomischer DNA des Stammes SC5314 amplifiziert. Für 

SAP1 wurden die Primer SAP1P2 und SAP1ex2 verwendet. Das PCR-Produkt 
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wurde mit ApaI/BamHI gespalten und in das ApaI/BglII-gespaltene pSAP1KS1 

kloniert, um pSAP1KS2 zu erhalten. Analog wurde für SAP3 ein Fragment mit dem 

Primerpaar SAP3P3/SAP3ex3 gewonnen, mit ApaI/BamHI gespalten und zur 

Herstellung von SAP3KS2 in das ApaI/BglII-gespaltene pSAP3KS1 kloniert. Mit den 

Primern SAP4P5 und SAP4ex2 wurde das PCR-Fragment für das SAP4-Gen 

angereichert. Das Produkt wurde mit ApaI und SalI gespalten und zusammen mit 

dem SalI-BamHI-Fragment aus pSAP4ex1 (Staib et al., 2008), in das ApaI/BglII-

gespaltene pSAP4KS1 kloniert. Dies führte zur Herstellung des Plasmids 

pSAP4KS2. Zur Herstellung des Plasmids pSAP5KS2 wurde ein entsprechendes 

Fragment mit den Primern SAP5P8 und SAP5ex2 amplifiziert, mit ApaI und HindIII 

gespalten und zusammen mit dem HindIII/BamHI-SAP5-Fragment aus pSAP5ex1 

(Staib et al., 2008) in das ApaI/BglII-gespaltene Plasmid pSAP5KS1 kloniert. 

pSAP6KS2 wurde hergestellt, indem ein SAP6-Fragment mit den Primern SAP6P7 

und SAP6ex2 amplifiziert, mit ApaI und SpeI gespalten und zusammen mit dem 

SpeI/BamHI-Fragment aus pSAP6ex1 (Staib et al., 2008) in das ApaI/BglII-

gespaltene pSAP6KS1 kloniert wurde. Eine Übersicht über alle verwendeten Primer 

und Schnittstellen sowie die Konstruktion der Komplementationskassetten ist 

nochmals in Tabelle 6 zusammengefasst. Abbildung 4 stellt die hergestellten 

Konstrukte schematisch dar. 



72                                                                                                               Ergebnisse 

1 kb

A                                                 (B/Bg)                                                               ScI

5`SAP1                SAP1                 T
ACT1

FRT P
MAL2 

caFLP                    T
ACT1  

caSAT1                        FRT   3`SAP1

pSAP1KS2

5`SAP2-2                                          SAP2                 T
ACT1 

FRT    P
MAL2 

caFLP                    T
ACT1

caSAT1                         FRT  3`SAP2

A                        Bg X                                           Bg (B/Bg) ScI

pSAP2KS3

5`SAP3                SAP3                 T
ACT1

FRT P
MAL2

caFLP                     T
ACT1

caSAT1                         FRT  3`SAP3

A                                               (B/Bg)                                                               ScI

pSAP3KS2

5`SAP4                 SAP4                  T
ACT1

FRT  P
MAL2

caFLP                     T
ACT1

caSAT1                       FRT    3`SAP4

A              Sl (B/Bg)                                                               ScI

pSAP4KS2

5`SAP5                 SAP5                  T
ACT1

FRT    P
MAL2

caFLP                    T
ACT1

caSAT1                        FRT    3`SAP5

A                                  H             (B/Bg)                                                               ScI

pSAP5KS2

5`SAP6                SAP6                   T
ACT1  

FRT    P
MAL2

caFLP                   T
ACT1

caSAT1                        FRT  3`SAP6

A                          Spe                (B/Bg)                                                               ScI

pSAP6KS2

1 kb1 kb

A                                                 (B/Bg)                                                               ScI

5`SAP1                SAP1                 T
ACT1

FRT P
MAL2 

caFLP                    T
ACT1  

caSAT1                        FRT   3`SAP1

pSAP1KS2

A                                                 (B/Bg)                                                               ScI

5`SAP1                SAP1                 T
ACT1

FRT P
MAL2 

caFLP                    T
ACT1  

caSAT1                        FRT   3`SAP1

pSAP1KS2

5`SAP2-2                                          SAP2                 T
ACT1 

FRT    P
MAL2 

caFLP                    T
ACT1

caSAT1                         FRT  3`SAP2

A                        Bg X                                           Bg (B/Bg) ScI

pSAP2KS3

5`SAP2-2                                          SAP2                 T
ACT1 

FRT    P
MAL2 

caFLP                    T
ACT1

caSAT1                         FRT  3`SAP2

A                        Bg X                                           Bg (B/Bg) ScI

pSAP2KS3

5`SAP3                SAP3                 T
ACT1

FRT P
MAL2

caFLP                     T
ACT1

caSAT1                         FRT  3`SAP3

A                                               (B/Bg)                                                               ScI

pSAP3KS2

5`SAP3                SAP3                 T
ACT1

FRT P
MAL2

caFLP                     T
ACT1

caSAT1                         FRT  3`SAP3

A                                               (B/Bg)                                                               ScI

pSAP3KS2

5`SAP4                 SAP4                  T
ACT1

FRT  P
MAL2

caFLP                     T
ACT1

caSAT1                       FRT    3`SAP4

A              Sl (B/Bg)                                                               ScI

pSAP4KS2

5`SAP4                 SAP4                  T
ACT1

FRT  P
MAL2

caFLP                     T
ACT1

caSAT1                       FRT    3`SAP4

A              Sl (B/Bg)                                                               ScI

pSAP4KS2

5`SAP5                 SAP5                  T
ACT1

FRT    P
MAL2

caFLP                    T
ACT1

caSAT1                        FRT    3`SAP5

A                                  H             (B/Bg)                                                               ScI

pSAP5KS2

5`SAP5                 SAP5                  T
ACT1

FRT    P
MAL2

caFLP                    T
ACT1

caSAT1                        FRT    3`SAP5

A                                  H             (B/Bg)                                                               ScI

pSAP5KS2

5`SAP6                SAP6                   T
ACT1  

FRT    P
MAL2

caFLP                   T
ACT1

caSAT1                        FRT  3`SAP6

A                          Spe                (B/Bg)                                                               ScI

pSAP6KS2

5`SAP6                SAP6                   T
ACT1  

FRT    P
MAL2

caFLP                   T
ACT1

caSAT1                        FRT  3`SAP6

A                          Spe                (B/Bg)                                                               ScI

pSAP6KS2

 
Abbildung 4: Komplementationskassetten für die Reintegration funktioneller Kopien der Gene SAP1-
SAP6 in den angezeigten Plasmiden. Wie die Deletionskassetten enthalten auch die Konstrukte für 
die Komplementation den SAT1-Flipper (caSAT1-Gen, blauer Pfeil; caFLP-Gen, gelber Pfeil; PMAL2, 
abgewinkelter Pfeil; TACT1, Kreis) mit den flankierenden FRT-sites (schwarze Pfeile; nicht im Maßstab 
dargestellt). Somit kann der Selektionsmarker nach der ortsspezifischen Integration durch homologe 
Rekombination in den spezifischen 5`- und 3`-Bereichen des Zielgens wieder aus dem Genom 
entfernt werden. Dadurch kommt es letztlich nur zur Reintegration der codierenden Region eines 
Gens (roter Pfeil) vor dem ACT1-Terminator (abgewinkelter Pfeil) ins Genom, und die 
Komplementanten sind wie der Wildtypstamm Nourseothricin-sensitiv. Angegeben sind auch die für 
die Klonierung relevanten Restriktionsschnittstellen. Eingeklammerte Schnittstellen wurden bei der 
Klonierung zerstört: A, ApaI; B, BamHI; Bg, BglII; H, HindIII; ScI, SacI; Sl, SalI; Spe, SpeI; X, XbaI. 
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Primer 
eingefügte, verwendete 

Schnittstellen 
Konstruktion 

resultierendes 
Plasmid 

- - 
ApaI-BamHI-Fragment aus pSAP2KS1 in 
ApaI/BamHI-gespaltenes pSAP1MS2 

pSAP1KS1 

SAP1P2 
SAP1ex2 

ApaI-site bei -394 
ApaI/BamHI-gespaltenes PCR-Produkt in 
ApaI/BglII-gepaltenes pSAP1KS1 

pSAP1KS2 

- - 
KpnI-SalI-Fragment aus pMEP1M4 mit 
XhoI-PstI-Fragment aus pSFS2A in 
KpnI/PstI-gespaltenes pSAP2MS2 

pSAP2KS1 

SAP2P5 
SAP2ex2 

ApaI-site vor -293 
ApaI/PstI-gespaltenes PCR-Produkt mit 
PstI-BamHI-Fragment aus pSAP2ex2 in 
ApaI/BglII-gespaltenes pSAP2KS1 

pSAP2KS2 

SAP2P1 
SAP2E 

ApaI-site bei -2029 
ApaI/XbaI- bzw. XbaI/BglII-gespaltenes 
PCR-Produkt zusammen in ApaI/BglII-
gespaltenes pSAP2KS2 

pSAP2KS3 

- - 
ApaI-BamHI-Fragment aus pSAP2KS1 in 
pSAP3MS2 

pSAP3KS1 

SAP3P3 
SAP3ex2 

ApaI-site bei -341 
ApaI/BamHI-gespaltenes PCR-Produkt in 
ApaI/BglII-gepaltenes pSAP3KS1 

pSAP3KS2 

- - 
ApaI-BamHI-Fragment aus pSAP2KS1 in 
pSAP4MS2 

pSAP4KS1 

SAP4P5 
SAP4ex2 

ApaI-site bei -283 
ApaI/SalI-gespaltenes PCR-Produkt mit 
SalI-BamHI-Fragment aus pSAP4ex1 in 
ApaI/BglII-gespaltenes pSAP4KS1 

pSAP4KS2 

- - 
ApaI-BamHI-Fragment aus pSAP2KS1 in 
pSAP5MS2 

pSAP5KS1 

SAP5P8 
SAP5ex2 

ApaI-site bei -314 
ApaI/HindIII-gespaltenes PCR-Produkt mit 
HindIII/BamHI-Fragment aus pSAP5ex1 in 
ApaI/BglII-gespaltenes pSAP5KS1  

pSAP5KS2 

- - 
ApaI-BamHI-Fragment aus pSAP2KS1 in 
pSAP6MS2 

pSAP6KS1 

SAP6P7 
SAP6ex2 

ApaI-site bei -296 
ApaI/SpeI-gespaltenes PCR-Produkt mit 
SpeI/BamHI-Fragment aus pSAP6ex1 in 
ApaI/BglII-gespaltenes pSAP6KS1 

pSAP6KS2 

Tabelle 6: Konstruktion der Komplementationskassetten für die Gene SAP1-SAP6. Positionsangaben 
beziehen sich auf das Startcodon des jeweiligen Gens. 
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4.1.2.3 Konstruktion von C. albicans-sap∆∆∆∆-Einzelmutanten 

 

Für die Herstellung von C. albicans-Mutanten, in denen einzelne SAP-Gene 

deletiert wurden, wurde der Ausgangsstamm SC5314 mit den ApaI-SacI-Fragmenten 

aus den Plasmiden pSAP1MS2, pSAP2MS2, pSAP3MS2, pSAP4MS2, pSAP5MS2 

bzw. pSAP6MS2 transformiert. Nourseothricin-resistente Transformanten wurden auf 

Nourseothricin-haltigen YPD-Platten (200 µg/ml) selektiert. Die so erhaltenen 

Stämme SAP1MS1, SAP2MS1, SAP3MS1, SAP4MS1, SAP5MS1 und SAP6MS1 

wurden durch Southern-Analyse bezüglich der korrekten Integration der jeweiligen 

Kassette in den entsprechenden SAP-Lokus überprüft. Diese heterozygoten 

Mutanten wurden dann in YPM-Medium kultiviert, um durch Induktion des MAL2-

Promotors die FLP-vermittelte Exzision des SAT1-Flippers zu verursachen. 

Entsprechende Nourseothricin-sensitive Derivate wurden auf Screening-Platten 

(YPD + 20 µg/ml Nourseothricin) anhand der Koloniegröße von Nourseothricin-

resistenten Klonen unterschieden. Die korrekte Exzision der Flipperkassette wurde 

ebenfalls mittels Southern-Hybridisierung überprüft. Die gewonnenen heterozygoten 

SAP-Einzelmutanten wurden mit SAP1MS2, SAP2MS2, SAP3MS2, SAP4MS2, 

SAP5MS2 und SAP6MS2 bezeichnet. Die Deletion des zweiten Allels des Zielgens 

wurde anschließend in gleicher Weise vorgenommen. Homozygote Mutanten, in 

denen die Deletionskassette in das jeweils verbliebene intakte Allel inserierte, 

wurden mit SAP1MS3, SAP2MS3, SAP3MS3, SAP4MS3, SAP5MS3 und SAP6MS3 

bezeichnet. Exzision des Markers aus diesen Transformanten resultierte in den 

Nourseothricin-sensitiven homozygoten Mutanten SAP1MS4, SAP2MS4, SAP3MS4, 

SAP4MS4, SAP5MS4 und SAP6MS4. Sämtliche Mutagenesen wurden unabhängig 

jeweils zweimal durchgeführt und die entsprechenden Transformanten mit A bzw. B 

bezeichnet. Für die Southern-Analysen wurden sowohl upstream- als auch 

downstream-Sequenzen der Zielgene als Sonden eingesetzt. 
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Abbildung 5: Deletion der Gene SAP1-SAP6 mit den Deletionskassetten aus den Plasmiden 
pSAP1MS2 (A), pSAP2MS2 (B), pSAP3MS2 (C), pSAP4MS2 (D), pSAP5MS2 (E) und pSAP6MS2 
(F). Gezeigt ist auch die jeweilige Struktur des wildtypischen Genlokus im Stamm SC5314. Die 
codierenden Regionen der SAP-Gene sind als rote Pfeile dargestellt, der SAT1-Flipper mit den 
flankierenden FRT-sites (schwarze Pfeile, nicht im Maßstab gezeichnet) als weiß-blauer Balken. Die 
für die Überprüfung der Transformation verwendeten Sonden für die Southern-Hybridisierung sind als 
schwarze Balken gezeigt. Nur relevante Restriktionsschnittstellen sind eingezeichnet: A, ApaI; Bg, 
BglII; C, ClaI; H, HindIII; ScI, SacI; ScII, SacII, Sl, SalI; Xh, XhoI. Die polymorphe ClaI-site im SAP2-1-
Allel sowie die polymorphen BglII-sites im Allel 1 der Gene SAP4 und SAP5 sind kursiv geschrieben. 
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4.1.2.4 Konstruktion von C. albicans-sap∆∆∆∆-Mehrfachmutanten 

 

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurden aus den sap∆-Einzelmutanten durch die 

Deletion weiterer SAP-Gene auch Doppel- und Dreifachmutanten gewonnen. Für die 

Mutagenese der Gene SAP1-SAP3 bzw. SAP4-SAP6 wurden, ausgehend von zwei 

unabhängigen Einzelmutanten, zwei unabhängige Serien aller möglichen 

Doppelmutanten sowie zwei unabhängige Triplemutanten hergestellt. Für die 

Herstellung der Mehrfachmutanten wurden ebenfalls die bereits vorgestellten 

Deletionskonstrukte verwendet (Abbildung 3). Unter Verwendung der Kassette aus 

pSAP1MS2 wurden aus den sap2∆-Nullmutanten SAP2MS4A bzw. SAP2MS4B die 

sap1∆ sap2∆-Doppelmutanten SAP12MS4A bzw. SAP12MS4B hergestellt. 

Anschließend wurde in diesen Mutanten das SAP3-Gen unter Verwendung der 

Deletionskassette aus pSAP3MS2 deletiert, resultierend in homozygoten 

sap1∆ sap2∆ sap3∆-Triplemutanten SAP123MS4C und SAP123MS4D. Die beiden 

sap1∆ sap3∆-Doppelmutanten SAP13MS4A und SAP13MS4B wurden durch 

Deletion der beiden SAP3-Allele in den sap1∆-Mutanten SAP1MS4A und 

SAP1MS4B gewonnen, die sap2∆ sap3∆-Doppelmutanten SAP23MS4C und 

SAP23MS4D durch Deletion beider SAP2-Allele in den sap3∆-Mutanten SAP3MS4A 

und SAP3MS4B. Die sap4∆ sap5∆ sap6∆-Triplemutanten SAP456MS4A und 

SAP456MS4B wurden hergestellt, indem zunächst das SAP5-Gen in den sap6∆-

Mutanten SAP6MS4A und SAP6MS4B und dann das SAP4-Gen in den so 

erhaltenen sap5∆ sap6∆-Nullmutanten SAP56MS4A und SAP56MS4B deletiert 

wurde. Die Doppelmutanten SAP45MS4A und SAP45MS4B (sap4∆ sap5∆) sowie 

SAP46MS4A und SAP46MS4B (sap4∆ sap6∆) wurden durch Deletion des SAP5- 

bzw. des SAP6-Gens in den homozygoten sap4∆-Mutanten SAP4MS4A und 

SAP4MS4B erzeugt. Die Konstruktion der Triplemutanten ist in Abbildung 6 

dargestellt. Nach jeder Integration bzw. Markerexzision wurde die jeweils spezifische 

Geninaktivierung in erhaltenen Stämmen mittels Southern-Hybridisierung überprüft. 

Dazu wurden DNA-Sequenzen der upstream- bzw. downstream-Bereiche der 

Zielgene als Sonden verwendet (Abbildung 5). Neben den jeweiligen Zielgenloci 

wurden bei Mehrfachmutanten auch die Loci der zuvor deletierten Gene mit 

entsprechenden 5`- und 3`-Sonden überprüft. 
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Abbildung 6: Southern-Hybridisierung (A) ClaI- (für SAP2), BglII- (für SAP1) und XhoI/HindIII- (für 
SAP3) bzw. (B) BglII-verdauter genomischer DNA des Ausgangsstammes SC5314 und den 
angezeigten Mutanten mit den in Abbildung 5 gezeigten Sonden (Sonde 1). Gezeigt sind 
Hybridisierungen mit SAP2- (A, oben), SAP1- (A, Mitte), SAP3- (A, unten) und SAP6-spezifischen (B) 
Sonden. Die SAP6-spezifische Sonde in B hybridisiert auch mit SAP4 und SAP5. (A) Spur 1: Wildtyp, 
Spuren 2 und 3: SAP2/sap2∆,  Spuren 4 und 5: sap2∆/sap2∆, Spuren 6 und 7: SAP1/sap1∆ 
sap2∆/sap2∆, Spuren 8 und 9: sap1∆/sap1∆ sap2∆/sap2∆, Spuren 10 und 11: sap1∆/sap1∆ 
sap2∆/sap2∆ SAP3/sap3∆, Spuren 12 und 13: sap1∆/sap1∆ sap2∆/sap2∆ sap3∆/sap3∆. Die Größen 
der hybridisierenden Fragmente (in kb) sind auf der linken Seite angezeigt, deren Identität rechts. (B) 
Spur 1: Wildtyp, Spuren 2 und 3: SAP6/sap6∆, Spuren 4 und 5: sap6∆/sap6∆, Spuren 6 und 7: 
SAP5/sap5∆ sap6∆/sap6∆, Spuren 8 und 9: sap5∆/sap5∆ sap6∆/sap6∆, Spuren 10 und 11: 
SAP4/sap4∆ sap5∆/sap5∆ sap6∆/sap6∆, Spuren 12 und 13: sap4∆/sap4∆ sap5∆/sap5∆ sap6∆/sap6∆. 
Wildtypische Allele sind links beschriftet, mutierte Allele rechts. 
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Abbildung 7: Genetische Struktur der Loci der Gene SAP1 (A), SAP2 (B) und SAP3 (C). Neben den 
Sonden für die in D gezeigten Southern-Hybridisierungen, sind außerdem die in D verwendeten 
Restriktionsschnittstellen gezeigt. Bg, BglII; H, HindIII; K, KpnI. (D) Southern-Hybridisierung KpnI- (für 
SAP3), BglII- (für SAP1) und HindIII-verdauter (für SAP2) genomischer DNA des Stammes SC5314 
und aller angezeigten Mutanten. Durch Hybridisierung mit den verschiedenen Sonden aus den 
codierenden Regionen der Gene SAP3 (oben), SAP1 (Mitte) und SAP2 (unten) können die 
entsprechenden Signale nur detektiert werden, wenn ein Allel des untersuchten Gens im Genom 
vorhanden ist. Spur 1: Wildtyp, Spuren 2 und 3: SAP2/sap2∆,  Spuren 4 und 5: sap2∆/sap2∆, 
Spuren 6 und 7: SAP1/sap1∆ sap2∆/sap2∆, Spuren 8 und 9: sap1∆/sap1∆ sap2∆/sap2∆, Spuren 10 
und 11: sap1∆/sap1∆ sap2∆/sap2∆ SAP3/sap3∆, Spuren 12 und 13: sap1∆/sap1∆ sap2∆/sap2∆ 
sap3∆/sap3∆. Bekannte Größen der hybridisierenden Fragmente (in kb) sind auf der linken Seite 
angezeigt, die detektierten Gene rechts. 

 

4.1.2.5 Bestätigung der Abwesenheit der deletierten ORFs in den 
Triplemutanten und deren Vorgängerstämmen 

 

Um sicherzustellen, dass im Genom der hergestellten sap∆-Mutanten keine 

zusätzlichen Kopien der deletierten Gene vorhanden sind, wurden auch Southern-

Analysen mit Bereichen der codierenden Region der jeweiligen Gene als Sonde 

durchgeführt. Wie in den Abbildungen 7 und 8 ersichtlich, konnte die Abwesenheit 

aller deletierten ORFs in den Triplemutanten und deren Vorgängerstämmen 

nachgewiesen werden. 
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Abbildung 8: Genetische Struktur der Loci der Gene SAP4 (A), SAP5 (B) und SAP6 (C). Die SAP6-
spezifische Sonde (schwarzer Balken in C) für die in D gezeigte Southern-Analyse, hybridisiert wegen 
der hohen Homologie der Gene SAP4-SAP6 auch mit den Genen SAP4 und SAP5. Gezeigt sind 
außerdem die relevanten EcoRI-Schnittstellen (EI). Die kursiv geschriebene EcoRI-site im SAP6-
Lokus ist nur im Allel 1 vorhanden. (D) Southern-Hybridisierung EcoRI-verdauter genomischer DNA 
des Stammes SC5314 und aller angezeigten Mutanten. Durch Hybridisierung mit der in C gezeigten 
Sonde aus der codierenden Region des Gens SAP6 können die entsprechenden Signale nur 
detektiert werden, wenn ein Allel der untersuchten Gene im Genom vorhanden ist. Spur 1: Wildtyp, 
Spuren 2 und 3: SAP6/sap6∆,  Spuren 4 und 5: sap6∆/sap6∆, Spuren 6 und 7: SAP5/sap5∆ 
sap6∆/sap6∆, Spuren 8 und 9: sap5∆/sap5∆ sap6∆/sap6∆, Spuren 10 und 11: SAP4/sap4∆ 
sap5∆/sap5∆ sap6∆/sap6∆, Spuren 12 und 13: sap4∆/sap4∆ sap5∆/sap5∆ sap6∆/sap6∆. Die Größen 
der hybridisierenden Fragmente (in kb) sind auf der linken Seite angegeben, die detektierten Gene 
rechts. Während das SAP5-spezifische Fragment eine Größe von 1,9 kb aufweist, haben beide 
Fragmente für die Gene SAP4 und SAP6 eine Größe von 1,3 kb. 

 

4.1.3 Überprüfung der sap∆∆∆∆-Mutanten bezüglich Wachstum und 
Filamentierung 

 

Während der genetischen Manipulation von C. albicans durch Elektroporation 

können die Zellen auch durch unspezifische Ereignisse verändert werden. Daher ist 

es notwendig die erhaltenen Transformanten phänotypisch mit dem Ausgangsstamm 

zu vergleichen, und zwar auch bezüglich solcher Eigenschaften, die nicht in einem 

direkten Zusammenhang mit der spezifischen Genmanipulation stehen sollten. Zu 

diesem Zweck wurden alle hergestellten SAP-Mutanten hinsichtlich ihres Wachstums 

in YPD-Vollmedium sowie ihrer Fähigkeit zur Filamentierung überprüft. Dabei sollten 

sich sämtliche Transformanten wie der Ausgangsstamm SC5314 verhalten. 
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Abbildung 9 zeigt die Wachstumskurven des Stammes SC5314 und der 

homozygoten sap∆-Deletionsmutanten. Für diesen Versuch wurde eine YPD-

Übernachtkultur der verschiedenen Stämme 1:100 in frischem YPD-Medium 

verdünnt und dann in regelmäßigen Abständen die optische Dichte (OD600) der Kultur 

über einen Zeitraum von 16-24 h gemessen. Alle Einzel- (A), Doppel- (B), und 

Triplemutanten (C) wiesen ein ähnliches Wachstum wie der Ausgangsstamm auf. 
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Die Fähigkeit zur Filamentierung wurde auf Kochblut-Agarplatten untersucht, 

auf denen C. albicans filamentös wächst (Sheth et al., 2005). Zu diesem Zweck 

wurden die Stämme in YPD-Medium übernacht vorkultiviert. Neben den sap∆-

Abbildung 9: Vergleich des Wachstums 
aller homozygoten sap∆-Mutanten mit dem 
Ausgangsstamm SC5314 in YPD-Medium. 
Sowohl Einzel- (A), Doppel- (B) als auch 
die Triplemutanten (C) zeigen unter diesen 
Bedingungen keinen Wachstumsdefekt 
gegenüber dem wildtypischen Stamm 
SC5314. 
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Deletionsmutanten und dem Wildtyp wurde in diesem Versuch auch die homozygote 

C. albicans-efg1∆-Mutante Can33 untersucht. Diese wurde als nicht-filamentös 

beschrieben (Dieterich et al., 2002) und diente hier als Negativkontrolle. Nach 

Verdünnung (10-6) der Vorkulturen in sterilem Wasser wurde ein 100 µl-Aliquot auf 

den Kochblut-Platten ausplattiert. Nach Inkubation für zwei Tage bei 37°C mit 5% 

CO2 und gesättigter Luftfeuchtigkeit, konnte die Filamentierung der verschiedenen 

Stämme beobachtet werden (Abbildung 10). Alle Stämme mit Ausnahme von Can33, 

zeigten eine starke Filamentierung. Das deutet darauf hin, dass keine der Mutanten 

unter diesen Bedingungen in der Fähigkeit zur Hyphenbildung gestört ist. Lediglich 

die Stämme SAP13MS4A und SAP13 MS4B bildeten kleinere Kolonien als die 

anderen getesteten Stämme. 

 

 
Abbildung 10: Filamentierung auf Kochblut-Agar. Alle Stämme mit Ausnahme des nicht-filamentösen 
C. albicans-Stammes Can33 zeigen deutliche Hyphenbildung. 
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4.1.4 Differentielle Regulation der beiden SAP2-Allele im Stamm SC5314 
während des Wachstums in YCB-BSA-Medium 

 

Das Wachstum von C. albicans in einem Medium, in dem ein Protein wie z.B. 

BSA die alleinige Stickstoffquelle darstellt, wird durch extrazelluläre Proteolyse 

vermittelt (Staib, 1965). Es konnte gezeigt werden, dass für den Abbau des BSA die 

Sap2p-Protease verantwortlich ist, die in YCB-BSA-Medium spezifisch von 

C. albicans exprimiert wird (Hube et al., 1994). Eine Expression anderer SAP-Gene 

wird unter diesen Bedingungen nicht beobachtet und sap2∆-Deletionsmutanten sind 

nicht in der Lage das BSA für das Wachstum zu verwerten. Jedoch ist es auch 

sap2∆-Mutanten möglich in YCB-BSA-Medium zu wachsen, wenn dem Medium eine 

andere niedermolekulare Stickstoffquelle wie z.B. Ammonium oder Hefe-Extrakt 

zugesetzt wird. Interessanterweise konnte zudem gezeigt werden, dass die beiden 

SAP2-Allele im C. albicans-Stamm CAI4 während des Wachstums in YCB-BSA 

differentiell reguliert werden (Staib et al., 2002). Heterozygote C. albicans-Mutanten, 

in denen das Allel SAP2-1 deletiert wurde, konnten unter diesen Bedingungen 

normal wachsen, während sich Mutanten in Allel SAP2-2 wie homozygote sap2∆-

Mutanten verhielten. Es wurde deutlich, dass eine Aktivierung des Allels SAP2-1 von 

der Expression des Allels SAP2-2 abhängig ist. 

 In der vorliegenden Arbeit wurde geprüft, ob diese differentielle Regulation der 

beiden SAP2-Allele auch im Wildtypstamm SC5314 zu beobachten ist. Dazu wurde 

das Wachstum der hetero- und homozygoten SAP2-Mutanten mit dem des Wildtyps 

und der hergestellten SAP2-Komplementanten verglichen. 

 

4.1.4.1 Reintegration einer funktionellen SAP2-Kopie in die homozygoten 
sap2∆∆∆∆-Mutanten SAP2MS4A und SAP2MS4B 

 

Eine Komplementierung der SAP2-Deletion sollte in Allel SAP2-2 erfolgen. 

Dazu wurden die Stämme SAP2MS4A und SAP2MS4B mit dem ApaI-SacI-Fragment 

aus pSAP2KS3 transformiert. Dieses enthält ein funktionelles SAP2-2-Allel 

einschließlich der dazugehörigen upstream-Sequenzen. Die spezifische Integration 

der Kassette in den resultierenden Transformanten SAP2KS3A und SAP2KS3B 

wurde mit SAP2-spezifischen up- und downstream-Sonden mittels Southern-

Hybridisierung überprüft. Nach der anschließenden FLP-vermittelten Exzision des 



Ergebnisse                                                                                                               83 

Flippers, wurden die SAP2-komplementierten Stämme SAP2KS4A und SAP2KS4B 

erhalten. In diesen ist letztlich das SAP2-2-Allel an seinem Originallokus vor dem 

ACT1-Terminator integriert (Abbildung 11). 
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Abbildung 11: Komplementierung der sap2∆-Mutanten. (A) Aufbau der Flipper-Kassette aus 
pSAP2KS3 (oben) zur Reintegration des SAP2-2-Allels in den Originallokus der sap2∆-Mutanten 
(unten). Die codierende Region des SAP2-2-Allels ist als roter Pfeil dargestellt, die up- und 
downsteam-Regionen als durchgezogene schwarze Linien. Der SAT1-Flipper mit den flankierenden 
FRT-sites (schwarze Pfeile, nicht im Maßstab gezeichnet) ist als weiß-blauer Balken gezeigt, ein 
schwarzer Kreis repräsentiert den ACT1-Terminator. Die für die Überprüfung der korrekten Integration 
und Exzision verwendeten Sonden für die Southern-Hybridisierung sind als schwarze Balken 
dargestellt. Nur relevante Restriktionsschnittstellen sind eingezeichnet: A, ApaI; C, ClaI; ScI, SacI. (B) 
Southern-Hybridisierung ClaI-verdauter genomischer DNA des Wildtyp-Stamms SC5314 (Spur 1), der 
heterozygoten SAP2-Mutanten SAP2MS2A (Spur 2) und SAP2MS2B (Spur 3), der homozygoten 
sap2∆-Mutanten SAP2MS4A (Spur 4) und SAP2MS4B (Spur 5), sowie der Komplementanten 
SAP2KS4A (Spur 6) und SAP2KS4B (Spur 7) mit der SAP2-spezifischen Sonde 1. Fragmentgrößen 
(in kb) sind auf der linken Seite des Blots angezeigt, deren Identität rechts. 

 

4.1.4.2 Wachstumsvergleich des Wildtyps SC5314 mit den SAP2-
Mutanten und -Komplementanten in YCB-BSA-Medium 

 

Für den Wachstumstest in YCB-BSA-Medium wurden die zu testenden Stämme 

übernacht in YPD-Medium vorkultiviert. Die Vorkultur wurde dann 1:100 in YCB-BSA-

Medium (mit bzw. ohne Hefeextrakt) verdünnt und für 48 h inkubiert. Wie aus 

Abbildung 12 ersichtlich wird, waren die homozygoten sap2∆-Mutanten im Medium 
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ohne Hefeextrakt in ihrem Wachstum sehr stark eingeschränkt. Dagegen zeigten die 

komplementierten Stämme vergleichbares Wachstum wie der wildtypische 

Ausgangsstamm SC5314. In Übereinstimmung mit den Beobachtungen beim 

C. albicans-Stamm CAI4 (Staib et al., 2002), verhielten sich die beiden 

heterozygoten SAP2-Mutanten unterschiedlich. Während der Stamm SAP2MS2A, in 

dem das SAP2-1-Allel deletiert ist, das BSA im Medium abbauen und demzufolge 

wachsen kann, ist der Stamm SAP2MS2B dazu nicht in der Lage. Starkes Wachstum 

nach 48 h zeigten alle Stämme in YCB-BSA-Medium mit Hefeextrakt, wobei die 

homozygoten sap2∆-Mutanten ein leicht vermindertes Wachstum aufweisen. Die 

heterozygote Mutante in Allel SAP2-2, SAP2MS2B, zeigt in diesem Medium ein 

vergleichbares Wachstum wie die heterozygote Mutante SAP2MS2A in der Allel 

SAP2-1 inaktiviert ist. Dies bedeutet, dass eine Aktivierung des Allels SAP2-1 durch 

die Supplementierung des Mediums mit Hefeextrakt auch ohne Anwesenheit eines 

funktionellen SAP2-2-Allels möglich ist. Auch diese Beobachtung stimmt mit früheren 

Ergebnissen im Stamm CAI4 überein (Staib et al., 2002). 
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Abbildung 12: Wachstumsvergleich des C. albicans-Wildtypstamms SC5314 mit den SAP2-Mutanten 
und -Komplementanten in YCB-BSA-Medium nach 48h. Das Wachstum wurde durch Bestimmung der 
optischen Dichte (OD600) der Kulturen gemessen. Ohne Hefeextrakt (-HE, oben) zeigen die 
homozygoten sap2∆-Mutanten SAP2MS4A und SAP2MS4B, sowie die heterozygote SAP2-Mutante 
SAP2MS2B, mit Deletion von Allel SAP2-2, stark eingeschränktes Wachstum auf BSA. Dagegen 
wachsen die komplementierten Stämme SAP2KS4A und SAP2KS4B, sowie die heterozygote SAP2-
Mutante SAP2MS2A (deletiert in SAP2-1) unter diesen Bedingungen vergleichbar wie der 
Ausgangsstamm SC5314. Alle Stämme zeigen starkes Wachstum in Anwesenheit von Hefeextrakt als 
alternative Stickstoffquelle (+HE, unten). Lediglich die homozygoten sap2∆-Mutanten zeigen hier ein 
leicht gemindertes Wachstum. 
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4.1.5 Überprüfung der Sap2p-Sekretion der sap4∆∆∆∆ sap5∆∆∆∆ sap6∆∆∆∆-
Mutanten in YCB-BSA-Medium 

 

Wie im letzten Abschnitt erläutert wurde, wird das Wachstum von C. albicans in 

Medien mit einem Protein als einzige Stickstoffquelle auf die Expression von SAP2 

zurückgeführt. Demzufolge kann aus dem Wachstum in solchen Medien auf die 

SAP2-Expression bzw. Sekretion von Sap2p geschlossen werden. Bei früheren 

Untersuchungen von sap4∆ sap5∆ sap6∆-Triplemutanten, die im CAI4-Hintergrund 

hergestellt wurden, wurde für diese Mutanten ein ähnlicher Wachstumsdefekt in 

YCB-BSA-Medium beschrieben, wie er bei homozygoten sap2∆-Mutanten 

beobachtet wird. Aus dieser Beobachtung wurde geschlossen, dass die Isoenzyme 

Sap4p, Sap5p und/oder Sap6p an der Induktion von SAP2 beteiligt sind (Sanglard 

et al., 1997). Die Herstellung neuer Triplemutanten in der vorliegenden Arbeit 

ermöglichte die Überprüfung dieser Hypothese mit den entsprechenden Mutanten im 

Wildtyp-Hintergrund. Dazu wurden der Wildtypstamm SC5314 sowie beide sap2∆- 

(SAP2MS4A/B) und beide sap4∆ sap5∆ sap6∆-Mutanten (SAP456MS4A/B) in YPD-

Medium vorkultiviert. Nach der Verdünnung (1:100) dieser Vorkulturen in YCB-BSA-

Medium wurden alle Stämme sowohl bei 30°C als auch bei 37°C inkubiert. 

Abbildung 13 verdeutlicht, dass beide sap4∆ sap5∆ sap6∆-Mutanten unter den 

beiden untersuchten Bedingungen gleiches Wachstum zeigen wie ihr 

Ausgangsstamm SC5314. Dagegen wächst, in Übereinstimmung mit früheren 

Beobachtungen, keine der beiden sap2∆-Mutanten im YCB-BSA-Medium. Dies ist 

weder bei 30°C, der Standardtemperatur zur Kultivierung von Hefen, noch bei 37°C, 

wie von Sanglard und Kollegen verwendet, der Fall. Ein vergleichbares Ergebnis 

lieferte die Untersuchung der Kulturüberstände mittels SDS-Gelelektrophorese 

(Abbildung 14). Diese Analysen machten deutlich, dass das BSA im Medium von 

beiden sap4∆ sap5∆ sap6∆-Triplemutanten unter beiden Bedingungen im gleichen 

Maße wie vom Stamm SC5314 abgebaut wurde. Darüber hinaus wurden, ebenfalls 

bei 30°C und 37°C, in den Kulturüberständen dieser drei Stämme vergleichbare 

Mengen von sekretiertem Sap2p nachgewiesen. Dieses Ergebnis zeigt, das keines 

der Gene SAP4, SAP5 oder SAP6, für das Wachstum von C. albicans auf BSA als 

alleiniger Stickstoffquelle notwendig ist, und dass die Protease Sap2p in 

Abwesenheit der Gene SAP4-SAP6 normal exprimiert wird. 
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Abbildung 14: Sekretion von Sap2p des wildtypischen Stamms SC5314 (Spur 1) sowie der 
sap4∆ sap5∆ sap6∆-Triplemutanten SAP456MS4A (Spur 2) und SAP456MS4B (Spur 3) nach 
Wachstum für 48 h bei 30°C (A) oder 72 h bei 37°C (B) in YCB-BSA-Medium. Die Kulturüberstände 
(15 µl) wurden mittels SDS-Gelelektrophorese untersucht. Bei beiden Bedingungen sind zum 
Vergleich auch Kulturüberstände der sap2∆-Mutanten SAP2MS4A (Spur 4) und SAP2MS4B (Spur 5) 
gezeigt. Die Banden der Proteine BSA und Sap2p sind mit Pfeilen gekennzeichnet. In Spur M ist ein 
molekularer Größenmarker aufgetragen. 
 

Abbildung 13: Wachstum der 
Stämme SC5314 (Wildtyp), 
SAP2MS4A und SAP2MS4B (beide 
sap2∆) sowie SAP456MS4A und 
SAP456MS4B (beide sap4∆ sap5∆ 
sap6∆) in YCB-BSA-Medium. YPD-
Vorkulturen aller Stämme wurden 
1:100 in YCB-BSA-Medium verdünnt 
und bei 30°C (A) oder 37°C (B) 
inkubiert. Das Wachstum wurde über 
die optische Dichte (OD600) der 
Kulturen verfolgt. SAP2, jedoch nicht 
SAP4, SAP5 oder SAP6, wird in 
diesen Experimenten für das 
Wachstum auf BSA als alleiniger 
Stickstoffquelle benötigt. 
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Bedeutung der sekretorischen Aspartatproteasen bei der Lyse humaner 
Epithelzellen der Linie HEp-2 
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Unter Verwendung der humanen Zelllinie HEp-2, die aus einem epidermoiden 

Kehlkopfkarzinom stammt (Moore et al., 1955), wurde die Bedeutung der 

sekretorischen Aspartatproteasen bei der Zerstörung epithelialer Zellen untersucht. 

Dazu wurde die durch C. albicans verursachte Ausschüttung der 

Laktatdehydrogenase (LDH) der humanen Zellen ins Außenmedium quantifiziert. 

Abbildung 15 zeigt das Ergebnis eines repräsentativen Experiments. In diesem 

wurden jeweils dreimal unabhängig die HEp-2-Zellen (Target-Zellen) mit C. albicans-

Zellen (Effektor-Zellen) infiziert. Die Infektion mit dem Wildtypstamm SC5314 wurde 

in Ab- und Anwesenheit des Proteaseinhibitors Pepstatin A (15 µM) durchgeführt. 

Neben dem Wildtyp und den sap∆-Triplemutanten SAP123MS4C und 

SAP123MS4D, sowie SAP456MS4A und SAP456MS4B, wurde auch in diesem 

Experiment der C. albicans-Stamm Can33 zum Vergleich mit einbezogen. Nach 4-

stündiger Co-Inkubation und Abzentrifugieren der Zellsuspensionen wurden die 

Überstände, wie in Abbildung 15 dargestellt, in eine 96-well-Platte überführt und 

untersucht. Die Abbildung zeigt die Multi-well-Platte nach dem Abstoppen der 

Enzymreaktion. Anhand der Intensität des Farbumschlags wurden deutliche 

Unterschiede in der freigesetzten LDH-Menge sichtbar. Die Näpfe auf der linken 

 

Abbildung 15: Untersuchung der LDH-
Freisetzung aus humanen HEp-2-Zellen 
mittels Farbreaktion. Alle Messungen wurden 
unabhängig voneinander dreifach 
durchgeführt. Neben den Hintergrund-
absorptionen (Medium [1A-1C], Medium + 
Lysepuffer [LP]; [2A-2C]), spontaner [1D-1F] 
und maximaler [2D-2F] LDH-Freisetzung der 
HEp-2-Zellen (HEp-2-spont. bzw. HEp-2-
max.), sowie spontaner LDH-Freisetzung aus 
C. albicans (Effektor, Spalten 3-9; A-C) 
wurde die C. albicans-verursachte LDH-
Freisetzung aus den HEp-2-Zellen bestimmt 
(Effektor + Target, Spalten 3-9; D-F). 
Untersucht wurden der Wildtyp in Ab- 
(SC5314) und Anwesenheit (SC+PepA) von 
Pepstatin A, die sap∆-Triplemutanten 
(SAP123MS4C/D und SAP456MS4A/B), 
sowie der nicht-filamentöse C. albicans-
Stamm Can33. Erhöhte LDH-Freisetzung 
entspricht intensiverer Rotfärbung. 
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Seite der Multi-well-platte dienten Kontroll- und Hintergrundmessungen. In Spalte 1 

und 2, in den Näpfen A-C, wurde die Hintergrundabsorption des Mediums bzw. des 

Mediums mit Lysepuffer gemessen. In denselben Spalten, in den Näpfen D-F, wurde 

die spontane bzw. maximale LDH-Ausschüttung der HEp-2-Zellen bestimmt. In der 

oberen Hälfte der rechten Seite der Multi-well-platte wurde in den Spalten 3-9 (Näpfe 

A-C) die Spontanausschüttung von LDH aus den C. albicans-Zellen analysiert. 

Deutliche Farbumschläge sind in den Näpfen D-F in den Spalten 3-9 sichtbar, in 

denen die Überstände der Co-Inkubationen von HEp-2- und C. albicans-Zellen 

untersucht wurden. Der Stamm SC5314 verursachte in Ab- und Anwesenheit von 

Pepstatin A eine ähnliche LDH-Abgabe ins Medium. Diese war auch mit der durch 

alle Triplemutanten verursachten Menge vergleichbar. Lediglich der nicht-filamentöse 

Stamm Can33 verursachte eine geringere Rotfärbung. Verdeutlicht wird dies auch in 

Abbildung 16, in der die Messwerte der optischen Dichte (OD492) in den Näpfen der 

Platte aus Abbildung 15 ausgewertet sind. Angegeben sind die Mittelwerte und 

Standardabweichungen aus den drei unabhängigen Infektionen. Die Schädigung der 

HEp-2-Zellen ist anhand der ausgeschütteten LDH-Mengen in Relation zur maximal 

in den Target-Zellen enthaltenen LDH-Menge gezeigt. Der wildtypische Stamm 

SC5314 verursachte in An- oder Abwesenheit von Pepstatin A eine ähnliche 

Zellschädigung, vergleichbar mit der durch die verschiedenen sap∆-Triplemutanten. 

Nur der Stamm Can33 verursachte eine deutlich geringere HEp-2-Zelleschädigung. 

Dieses Ergebnis verdeutlicht, dass die Lyse von HEp-2-Zellen durch C. albicans 

unter den gewählten Bedingungen unabhängig von den sekretorischen 

Aspartatproteasen erfolgte. 
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4.1.6 Rolle der sekretorischen Aspartatproteasen bei der Infektion von 
rekonstituiertem humanem Epithel (RHE) 

 

Weitere Untersuchungen zur Rolle der Saps bei der Infektion epithelialer Zellen 

durch C. albicans wurden an rekonstituiertem humanem Epithel (RHE) durchgeführt. 

Dieses in vitro-Infektionsmodell erlaubt neben der Quantifizierung der Zell- bzw. 

Gewebeschädigung auch die direkte Beobachtung der Invasion der C. albicans-

Zellen in das künstliche Gewebe. 

Zunächst wurde das Verhalten aller hergestellten sap∆-Einzelmutanten auf 

oralem RHE untersucht. Durch lichtmikroskopische Analysen der infizierten Gewebe 

wurden keine Unterschiede zwischen Mutanten und dem Wildtyp SC5314 

beobachtet. Dabei zeigte sich auch nach drei verschiedenen Inkubationszeiten (24h, 

48h und 72h) bei allen untersuchten Stämmen eine vergleichbare Invasion der 

Pilzzellen in das RHE. Als Negativkontrolle diente Epithelgewebe, das in gleicher 

Weise präpariert, jedoch nur mit PBS behandelt wurde. 

 

Abbildung 16: Schädigung der HEp-2-Zellen 
durch C. albicans in Relation zur maximalen 
Schädigung durch chemische Lyse. Die LDH-
Ausschüttung wurde durch Messung der 
optischen Dichte (OD492) der Kulturmedien mit 
dem Zytotoxizitätstest quantifiziert. Der 
Wildtypstamm verursachte etwa gleiche 
Mengen an freier LDH, mit (SC+PepA [15µM]) 
bzw. ohne (SC5314) Pepstatin A. Diese Menge 
war vergleichbar mit der durch die 
Triplemutanten freigesetzten LDH-Menge 
(SAP123MS4C, SAP123MS4D, SAP456MS4A, 
SAP456MS4B). Lediglich der Stamm Can33 
verursachte eine geringere LDH-Freisetzung. 
Gezeigt sind die Mittelwerte mit 
Standardabweichungen aus den drei 
unabhängigen Ansätzen. 
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Abbildung 17: C. albicans-Invasion in rekonstituiertes humanes vaginales Epithel des Wildtypstamms 
SC5314, der sap1∆ sap2∆ sap3∆-Mutanten SAP123MS4C und SAP123MS4D, der sap4∆ sap5∆ 
sap6∆-Mutanten SAP456MS4A und SAP456MS4B, sowie des Stammes Can33. Beide unabhängig 
konstruierten sap∆-Triplemutanten verhielten sich in gleicher Weise, so dass hier jeweils nur eine 
Mutante gezeigt ist. Die Infektion des RHEs mit dem Wildtypstamm wurde sowohl in Ab-, als auch in 
Anwesenheit des Inhibitors Pepstatin A durchgeführt. Unterschiede waren dabei nicht festzustellen. 
Zu Vergleichszwecken wurde ein uninfiziertes Kontroll-Epithel in den Versuch mit aufgenommen. Alle 
Epithelien wurden nach einer Infektiondauer von 48h fixiert und für die lichtmikroskopische 
Untersuchung präpariert. 
 

Um eine möglicherweise redundante Funktion der Einzelgene innerhalb der 

Untergruppen SAP1-SAP3 bzw. SAP4-SAP6 zu untersuchen, wurden nun die 

beschriebenen sap∆-Triplemutanten getestet. Im Gegensatz zu den Einzelmutanten 

wurden die Triplemutanten zunächst auf vaginalem RHE untersucht, um das 

Ergebnis mit der bereits durchgeführten SAP-Expression-Analyse mittels IVET 

vergleichen zu können. Diese wurde ebenfalls mit vaginalem RHE durchgeführt 

(vergleiche Abschnitt 4.1.1.). In diesen Versuchen wurde neben dem Wildtypstamm 

SC5314 und den Triplemutanten SAP123MS4C und SAP123MS4D, sowie 

SAP456MS4A und SAP456MS4B auch der Stamm Can33 mit einbezogen. Der 

Stamm Can33 wurde schon früher in einem ähnlichen Infektionsmodell als nicht-

invasiv beschrieben (Dieterich et al., 2002) und sollte auch hier als 

Vergleichskontrolle dienen. Darüber hinaus wurde auch hier die Infektion mit dem 

Stamm SC5314 in Gegenwart von Pepstatin A untersucht. Alle infizierten Epithelien 

wurden nach 48-stündiger Inkubation lichtmikroskopisch ausgewertet. Abbildung 17 

zeigt repräsentative Aufnahmen angefärbter Gewebeschnitte. Es konnten keine 

Unterschiede im Verhalten des Wildtyps und der Triplemutanten beobachtet werden. 

Alle diese Stämme zeigen sowohl Hefe- als auch Hyphenzellen, die in das Gewebe 

Kontrolle Wildtyp Wildtyp + Pepstatin A 

efg1∆ sap4∆ sap5∆ sap6∆ sap1∆ sap2∆ sap3∆ 
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eingewandert sind. Dagegen sind bei dem Stamm Can33 nur Hefezellen sichtbar, die 

auf der Oberfläche des Gewebes lokalisiert sind und das Gewebe nicht sichtbar 

schädigen. Offensichtlich werden die untersuchten SAP-Gengruppen für die Invasion 

und die Schädigung des vaginalen RHEs nicht benötigt. Dies wird auch durch die 

Beobachtung unterstützt, dass Zellen des Stammes SC5314 auch in Gegenwart von 

15 µM Pepstatin A in gleicher Weise das Gewebe invadieren bzw. schädigen.  

Für die lichtmikroskopische Überprüfung der Invasion durch C. albicans wurde 

eine Vielzahl von Gewebeschnitten mit gleichem Ergebnis überprüft. Da trotzdem 

berücksichtigt werden muss, dass die Invasion ins RHE im gesamten Epithel 

ungleichmäßig erfolgen könnte, wurde die Schädigung des RHEs auch mit Hilfe des 

Zytotoxizitätstests bestimmt. Analog zur Vorgehensweise mit den humanen HEp-2-

Zellen wurde die freigewordene LDH-Menge im Wachstumsmedium der RHEs 

dreimal unabhängig quantifiziert. Das verwendete Medium wurde alle 24h gegen 

frisches ausgetauscht und die enthaltene LDH-Menge bestimmt. Dadurch wurden bei 

einer Infektionsdauer von insgesamt 48h zwei verschiedene Messungen 

durchgeführt. Durch den ersten Messpunkt kann eine Aussage über die Zerstörung 

des RHE innerhalb der ersten 24h getroffen werden. Die zweite Messung (nach 48h) 

gibt Auskunft darüber, wie viel LDH in den zweiten 24h der gesamten Infektionsdauer 

freigesetzt wurde. Als Kontrolle dienten uninfizierte RHEs, aus denen die spontane 

bzw. maximale LDH-Ausschüttung, verursacht durch chemische Lyse des Epithels, 

bestimmt wurde. Die Hintergrundabsorptionen und die spontane LDH-Ausschüttung 

von C. albicans wurden ebenfalls quantifiziert. Abbildung 18 zeigt, dass auf dem 

rekonstituiertem humanen Epithel keine nennenswerten Unterschiede im Verhalten 

des Wildtyps und der sap∆-Triplemutanten in Bezug auf die gemessene LDH-

Freisetzung auftraten. Auch in Anwesenheit von Pepstatin A zeigte der 

Wildtypstamm SC5314 keine geminderte LDH-Freisetzung. Nur der Stamm Can33 

verursachte geringere Gewebeschädigung. Die beschriebenen Beobachtungen 

konnten sowohl auf vaginalem (Abbildung 18A), als auch auf oralem RHE 

(Abbildung 18B) gemacht werden. Sie legen erneut nahe, dass die sekretorischen 

Aspartatproteasen in vitro eine untergeordnete Rolle bei der Invasion von C. albicans 

in epitheliale Gewebe spielen. 
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Abbildung 18: Schädigung von vaginalem bzw. oralem RHE, verursacht durch den C. albicans-
Wildtypstamm SC5314 und den sap∆-Triplemutanten SAP123MS4C, SAP123MS4D, SAP456MS4A 
und SAP456MS4B. Vaginales (A) bzw. orales (B) RHE wurde mit den angegebenen C. albicans-
Stämmen infiziert. Die LDH-Menge in den Zellkulturmedien wurde nach 24h und nach 48h (für die 
zweiten 24h) quantifiziert und mit der Menge aus einem vollständig lysierten Epithel verglichen. 
Infektionen mit dem Wildtypstamm wurden auch in Gegenwart von Pepstatin A durchgeführt. Gezeigt 
sind die Mittelwerte und Standardabweichung aus drei verschiedenen Messungen derselben Probe. 
Im Falle des oralen RHEs (B) wurden jeweils zwei RHEs mit denselben Triplemutanten infiziert und 
getrennt ausgewertet. 
 

4.1.7 Verhalten der C. albicans-sap∆∆∆∆-Triplemutanten während der 
experimentellen Infektion von Mäusen 

 

In den in dieser Arbeit durchgeführten in vitro-Analysen konnte kein Einfluss der 

sekretierten Aspartatproteasen auf die Virulenz von C. albicans nachgewiesen 

werden. Dennoch besteht die Möglichkeit, dass Virulenzdefekte einzelner sap∆-

Deletionsmutanten erst im lebenden Organismus auftreten, wo sich der Pilz gegen 

ein intaktes Immunsystem des Wirts behaupten muss. Dies gilt insbesondere, da die 

Sap-Proteine auch mit dem Abbau von wirtseigenen Abwehrproteinen in Verbindung 

gebracht wurden (Rüchel, 1986; Kaminishi et al., 1995). Demzufolge sollte das 

Verhalten der Deletionsmutanten in einem murinen Modell disseminierter Infektion 

untersucht werden. 

In den Tierexperimenten wurden jeweils sechs BALB/c-Mäuse (weiblich, 4-6 

Wochen alt; Charles River WIGA, Sulzfeld) mit Zellen verschiedener C. albicans-

Stämme in PBS über eine der Schwanzvenen infiziert. Zur Kontrolle wurde 

außerdem Mäusen in gleicher Weise steriles PBS injiziert. Für die Erstellung der 

Kaplan-Meier-Überlebenskurven wurden nach der Infektion die überlebenden Mäuse 
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mehrmals täglich gezählt. Dabei wurden Mäuse mit offensichtlich starken 

Krankheitserscheinungen aus dem Versuch genommen und für den nächsten Tag 

als tot gewertet. In Vorversuchen mit dem Stamm SC5314 wurde deutlich, dass ein 

Großteil aller Mäuse eine Infektion mit 2·105 C. albicans-Zellen dauerhaft überlebte, 

während alle Mäuse, die mit 1·106 Zellen infiziert wurden im Verlauf von einer Woche 

starben. 

Demzufolge wurden die sap∆-Triplemutanten zunächst mit einer Infektionsdosis 

von 1·106 C. albicans-Zellen pro Maus (Abbildung 19A) untersucht. Bei dieser 

Infektionsdosis wurden keine signifikanten Unterschiede in der Virulenz der 

getesteten Triplemutanten aufgezeigt. Die statistische Auswertung der Kaplan-Meier-

Kurven mit dem log-rank-Testverfahren führte zu p-Werten, die in keinem Fall das 

übliche Signifikanzniveau von p<0,05 unterschritten. Ähnliches wurde auch für eine 

zweite getestete Infektionsdosis herausgefunden. Bei Infektion der Mäuse mit jeweils 

5·105 C. albicans-Zellen (Abbildung 19B) wurde zwar ein deutlich längeres Überleben 

der Mäuse beobachtet, wobei aber keine der untersuchte sap∆-Mutanten eine 

geminderte Virulenz aufwies. Bemerkenswerterweise zeigte die sap4∆ sap5∆ sap6∆-

Triplemutante SAP456MS4A in diesem Versuch sogar eine signifikant gesteigerte 

Virulenz gegenüber allen anderen Stämmen, die sich untereinander ähnlich 

verhielten. So zeigte der statistische Vergleich der Stämme SC5314 und 

SAP456MS4A mit einem Wert von etwa p≈0,02 deutliche Unterschiede im Verhalten 

beider Stämme auf, während der Vergleich aller anderen Mutanten mit dem Wildtyp 

p-Werte lieferte, die wie beim vorangegangenen Experiment über dem 

Signifikanzniveau von p<0,05 lagen. Somit war es auch mit Hilfe dieses in vivo-

Infektionsmodells nicht möglich, reproduzierbar eine Rolle der sekretorischen 

Aspartatproteasen bei der Etablierung oder beim Vorantreiben einer Infektion 

nachzuweisen. 
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Abbildung 19: Kaplan-Meier-Überlebenskurven, aufgezeichnet nach der intravenösen Infektion von 
BALB/c-Mäusen mit den angegebenen C. albicans-Stämmen. Bei den gewählten Infektionsdosen 
1·106 bzw. 5·105 C. albicans-Zellen/Maus zeigt keine der sap∆-Triplemutanten im Vergleich zum 
Wildtyp SC5314 eine verminderte Virulenz. Die gezeigten, über das log-rank-Testverfahren ermittelten 
p-Werte wurden durch den Vergleich des Verlaufs des Wildtyps SC5314 (SC) mit den Verläufen der 
verschiedenen Mutanten (123C, SAP123MS4C; 123D, SAP123MS4D; 456A, SAP456MS4A; 456B, 
SAP456MS4B) ermittelt. Mäuse, die zur Kontrolle mit PBS infiziert wurden (schwarze Symbole), 
wurden über eine Dauer von 20 Tagen beobachtet. In diesem Zeitraum verstarb keines dieser Tiere. 
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4.2 Analyse der Promotoren der Gene SAP2 und OPT1 
 

Wie bereits mehrfach erwähnt, kommt der Sap2p-Protease von C. albicans 

beim Wachstum auf Proteinen als alleiniger Stickstoffquelle eine entscheidende 

Bedeutung zu. Dabei werden extrazelluläre Proteine von der Protease in 

Oligopeptide gespalten, die dann ins Zellinnere aufgenommen werden müssen. 

Reuß und Morschhäuser (Reuß und Morschhäuser, 2006) gelang es die OPT-

Genfamilie, bestehend aus acht Genen (OPT1-OPT8), in C. albicans zu 

identifizieren. Diese codiert für putative Oligopeptidtransporter. Es konnte auch 

nachgewiesen werden, dass diese Genfamilie für den Transport von Oligopeptiden 

ins Zellinnere mitverantwortlich ist. Untersuchungen zur Regulation der beteiligten 

Proteasen und Transporter identifizierten eine Beteiligung des Transkriptionsfaktors 

Stp1p, die sich in Form einer Co-Regulation der Gene SAP2 und OPT1 äußert 

(Martinez und Ljungdahl, 2005). 

In der vorliegenden Arbeit sollten nun die Promotoren der Gene SAP2 und 

OPT1 genauer analysiert werden. Mit Hilfe von Reportergenen sollte in den 

upstream-Regionen beider Gene nach spezifischen Regionen gesucht werden, die 

für die Geninduktion essentiell sind. Dazu sollte das Reportergen unter Kontrolle des 

Zielgenpromotors, in den eine definierte Deletion eingefügt wurde, in den 

Originallokus ins C. albicans-Genom integriert werden. Anschließend sollte in 

entsprechenden Transformanten die Aktivität des veränderten Promotors untersucht 

werden. Durch den Vergleich identifizierter essentieller Regionen in den beiden 

Promotoren, sollte dann geprüft werden, ob sich daraus gemeinsame regulatorische 

Elemente für SAP2 und OPT1 ableiten lassen. 

Für die beiden zu untersuchenden Gene wurden unterschiedliche 

Reportersysteme verwendet. Für die Analyse von SAP2 wurde erneut auf das FLP-

System (Staib et al., 1999) zurückgegriffen, mit dem in der vorliegenden Arbeit 

bereits die Induktion der Gene SAP1-SAP6 auf vaginalem RHE untersucht wurde 

(siehe Abschnitt 4.1.1.). Promotoraktivität von OPT1 sollte dagegen mit Hilfe des 

GFP-Gen untersucht werden. Bei diesem kann die Aktivierung des Promotors über 

die Messung der Gfp-Fluoreszenz der C. albicans-Zellen mittels FACS-Analyse 

detektiert werden. 
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4.2.1 Klonierung von Reporterkonstrukten für die C. albicans-
Promotoren von SAP2 und OPT1 

 

4.2.1.1 SAP2-Reporterkassetten mit dem ecaFLP-Gen 
 

Alle klonierten Transformationsfragmente zur Herstellung der Reporterstämme 

für die Untersuchung des SAP2-Promotors enthalten das ecaFLP-Gen als Reporter 

vor dem ACT1-Terminator sowie das URA3-Gen als Selektionsmarker. Mit Hilfe 

dieses Markers können nach der Transformation des ura3-negativen 

Ausgangsstamms CFI1 Klone selektioniert werden, die das Konstrukt ins Genom 

integriert haben. 

Wie schon erwähnt, werden die beiden SAP2-Allele sowohl im Stamm CAI4, als 

auch, wie in dieser Arbeit gezeigt, im Stamm SC5314 in unterschiedlicher Weise 

induziert. Für beide Stämme gilt, dass das Allel SAP2-1 ohne funktionelles Allel 2 

unter bestimmten Bedingungen nicht aktiviert wird. Ebenso verhält sich der für das 

ecaFLP-Reportersystem verwendete Ausgangstamm CFI1, der den genomisch 

Integrierten MPAR-Marker enthält. Aus diesem Grund wurde bei der Konstruktion der 

Reporterkassetten darauf geachtet, dass diese ausschließlich Bereiche aus dem 

Allel SAP2-1 enthalten. Somit wurde gewährleistet, dass bei späterer Integration der 

Reporterkassetten ins Allel SAP2-1 im Stamm CFI1 ein funktionelles Allel 2 erhalten 

bleibt und somit der Promotor des Allels 1 aktiviert werden kann. Die Unterscheidung 

der Allele im Bereich der klonierten upstream-Bereiche von SAP2 war unter anderem 

durch jeweils eine polymorphe SacII- bzw. ClaI-site möglich, die nur im Allel 1 zu 

finden sind. Außerdem konnten beide Allele anhand der beschriebenen 

unterschiedlichen Repeatstruktur in ihren Promotoren (Staib et al., 2002) 

unterschieden werden. 

Als Template für die Amplifizierung der klonierten Bereiche wurde in allen 

Fällen genomische DNA vom Stamm SC5314 verwendet. Zunächst wurde mit den 

Primern SAP2P10 und SAP2P12 ein Teil der upstream-Region von SAP2 gewonnen, 

der nach der Spaltung an den eingeführten Restriktionsschnittstellen für ApaI und 

XbaI in das ApaI/XbaI-gespaltene Plasmid pSFL221 (Labor Morschhäuser) kloniert 

wurde. Das so gewonnene Plasmid pSFL222B enthielt dann eine Reporterkassette 

mit dem ecaFLP-Gen unter Kontrolle eines SAP2-1-Promotors, indem die Region 

zwischen -2541 und -122 bp vor dem Startcodon deletiert ist. In ähnlicher Weise 
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wurden auch alle weiteren Plasmide mit den Reporterkassetten für SAP2 konstruiert. 

Durch die Klonierung der ApaI-XbaI-Fragemente aus pSFL221 bzw. aus pSFL222B 

in das ApaI/XbaI-gespaltene pSFL216 (Wyzgol, 2005) wurden die Plasmide 

pSFL223 bzw. pSFL224B gewonnen. Diese Plasmide enthalten SAP2-1-Promotoren 

mit Deletionen zwischen -3532 und -1087 (pSFL223) bzw. zwischen -2541 und          

-1084 (pSFL224B). Für das Plasmid pSFL225 wurden mit den Primerpaaren 

SAP2P10/SAP2P17 und SAP2P14/SAP2P2 zwei Fragmente amplifiziert, die 

zusammen nach Spaltung mit ApaI/XhoI bzw. XhoI/BamHI in das ApaI/BamHI-

gespaltene pSFL224B integriert wurden. Dadurch ergab sich in pSFL225 eine 

Deletion im SAP2 upstream-Bereich zwischen -1816 und -1083. Zwei weitere 

Fragmente wurden mit den Primern SAP2P10 und SAP2P15 bzw. SAP2P16 und 

SAP2P2 erhalten. Diese Fragmente wurden ebenfalls mit ApaI/XhoI bzw. 

XhoI/BamHI gespalten und zusammen in das ApaI/BamHI-gespaltene Plasmid 

pSFL224B kloniert, wodurch pSFL226 gewonnen wurde. In Plasmid pSFL226 wurde 

so der SAP2 upstream-Bereich von Position -2544 bis -1816 deletiert. Aus dem 

Plasmid pSFL226 wurden dann die Plasmide pSFL227 und pSFL228 hergestellt. 

Diese weisen Promotordeletionen im Bereich von -2176 bis -1816 (pSFL227) bzw. 

von -2544 bis -2173 (pSFL228) auf. Für pSFL227 wurde ein Fragment mit den 

Primern SAP2P10 und SAP2P25 amplifiziert und ApaI/XhoI-gespalten in das ebenso 

gespaltene Plasmid pSFL226 integriert. Das mit dem Primerpaar 

SAP2P24/SAP2P26 erhaltene Fragment wurde für die Herstellung von pSFL228 mit 

XhoI und XbaI gespalten und in das XhoI/XbaI-gespaltene pSFL226 ligiert. Tabelle 7 

fasst nochmals die Klonierung der verschiedenen Plasmide mit den 

Reporterkassetten für die SAP2-Induktion zusammen. Neben allen verwendeten 

Primern sind die eingefügten Restriktionsschnittstellen und die Vorgehensweisen zur 

Herstellung aller Plasmide aufgelistet. Ebenfalls aufgelistet sind die eingefügten 

Promotordeletionen, die auch aus Abbildung 20 ersichtlicht werden, in der die 

verschiedenen Reporterkassetten schematisch dargestellt sind. 
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1 kb

PSAP2∆2541-122 ecaFLP       TACT1 URA3          3`SAP2

A   ScII C             X                              X    B              C            ScI

PSAP2∆3532-1087 ecaFLP       TACT1 URA3          3`SAP2

A   ScII X                                                       X                           B                 C          ScI

PSAP2∆2541-1084 ecaFLP       TACT1 URA3          3`SAP2

A   ScII C             X                              X                          B                 C            ScI

PSAP2∆1816-1083 ecaFLP       TACT1 URA3          3`SAP2

A   ScII C                              Xh Xh B                 C                   ScI

PSAP2∆2544-1816 ecaFLP       TACT1 URA3          3`SAP2

A   ScII C           Xh Xh X                          B                 C  ScI

PSAP2∆2176-1816 ecaFLP       TACT1 URA3          3`SAP2

A   ScII C            X      Xh Xh X                          B                 C  ScI

PSAP2∆2544-2173 ecaFLP       TACT1 URA3          3`SAP2

A   ScII C            Xh Xh X                          B           C                                                         ScI

pSFL222B

pSFL223

pSFL224B

pSFL225

pSFL226

pSFL227

pSFL228

1 kb1 kb

PSAP2∆2541-122 ecaFLP       TACT1 URA3          3`SAP2

A   ScII C             X                              X    B              C            ScI

PSAP2∆2541-122 ecaFLP       TACT1 URA3          3`SAP2

A   ScII C             X                              X    B              C            ScI

PSAP2∆3532-1087 ecaFLP       TACT1 URA3          3`SAP2

A   ScII X                                                       X                           B                 C          ScI

PSAP2∆3532-1087 ecaFLP       TACT1 URA3          3`SAP2

A   ScII X                                                       X                           B                 C          ScI

PSAP2∆2541-1084 ecaFLP       TACT1 URA3          3`SAP2

A   ScII C             X                              X                          B                 C            ScI

PSAP2∆2541-1084 ecaFLP       TACT1 URA3          3`SAP2

A   ScII C             X                              X                          B                 C            ScI

PSAP2∆1816-1083 ecaFLP       TACT1 URA3          3`SAP2

A   ScII C                              Xh Xh B                 C                   ScI

PSAP2∆1816-1083 ecaFLP       TACT1 URA3          3`SAP2

A   ScII C                              Xh Xh B                 C                   ScI

PSAP2∆2544-1816 ecaFLP       TACT1 URA3          3`SAP2

A   ScII C           Xh Xh X                          B                 C  ScI

PSAP2∆2544-1816 ecaFLP       TACT1 URA3          3`SAP2

A   ScII C           Xh Xh X                          B                 C  ScI

PSAP2∆2176-1816 ecaFLP       TACT1 URA3          3`SAP2

A   ScII C            X      Xh Xh X                          B                 C  ScI

PSAP2∆2176-1816 ecaFLP       TACT1 URA3          3`SAP2

A   ScII C            X      Xh Xh X                          B                 C  ScI

PSAP2∆2544-2173 ecaFLP       TACT1 URA3          3`SAP2

A   ScII C            Xh Xh X                          B           C                                                         ScI

PSAP2∆2544-2173 ecaFLP       TACT1 URA3          3`SAP2

A   ScII C            Xh Xh X                          B           C                                                         ScI

pSFL222B

pSFL223

pSFL224B

pSFL225

pSFL226

pSFL227

pSFL228

 
Abbildung 20: Reporterkassetten für die Analyse des C. albicans-SAP2-Promotors. Die 
verschiedenen, in den angezeigten Plasmiden enthaltenen SAP2 upstream-Bereiche sind als graue 
Balken dargestellt, wobei die deletierten Bereiche als gestrichelte Linien eingezeichnet sind. Die 
Positionen der deletierten Bereiche vor dem SAP2-Startcodon sind an die Bezeichnung des SAP2-
Promotors (PSAP2∆) angehängt. Das ecaFLP-Reportergen ist als gelber, der Selektionsmarker für die 
Transformation von C. albicans, das URA3-Gen, als violetter Pfeil dargestellt. Die Terminatorsequenz 
des ACT1-Gens hinter dem ecaFLP-Gen ist als schwarzer Kreis, die 3`SAP2-Region für die homologe 
Integration, als schwarze Linie gezeigt. Eingezeichnet sind nur die relevanten 
Restriktionsschnittstellen: A, ApaI; B, BamHI; C, ClaI; ScI, SacI; ScII, SacII; X, XbaI; Xh, XhoI. 
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Primer 
eingefügte 

Schnittstellen 
Konstruktion Plasmid 

deletierter 
Bereich 

SAP2P10/
SAP2P12 

ApaI-site bei -4308 
ApaI/XbaI-gespaltenes PCR-Produkt 
in ApaI/XbaI -gespaltenes pSFL221 

pSFL222B -2541 bis   
-122 

     

- - 
ApaI/XbaI-Fragment aus pSFL221 in 
ApaI/XbaI-gespaltenes pSFL216 

pSFL223 -3532 bis    
-1087 

     

- - 
ApaI/XbaI-Fragment aus pSFL222B 
in ApaI/XbaI-gespaltenes pSFL216 

pSFL224B -2541 bis   
-1084 

     

SAP2P10/
SAP2P17 
bzw. 
SAP2P14/
SAP2P2 

ApaI-site bei -4308 
XhoI-site bei -1816 
bzw. 
XhoI-site bei -1088 
BamHI-site bei -7 

ApaI/XhoI- bzw. XhoI/BamHI-
gespaltene PCR-Produkte in 
ApaI/BamHI-gespaltenes pSFL224B 

pSFL225 -1816 bis    
-1083 

     

SAP2P10/
SAP2P15 
bzw. 
SAP2P16/
SAP2P2 

ApaI-site bei -4308 
XhoI-site bei -2546 
bzw. 
XhoI-site bei -1816 
BamHI-site bei -7 

ApaI/XhoI- bzw. XhoI/BamHI-
gespaltene PCR-Produkte in 
ApaI/BamHI-gespaltenes pSFL224B 

pSFL226 -2544 bis   
-1816 

     

SAP2P10/
SAP2P25 

ApaI-site bei -4308 
XhoI-site bei -2178 

ApaI/XhoI-gespaltenes PCR-Produkt 
in ApaI/XhoI-gespaltenes pSFL226 

pSFL227 -2176 bis   
-1816 

     

SAP2P24/
SAP2P26 

XhoI-site bei -2178 XhoI/XbaI-gespaltenes PCR-Produkt 
in XhoI/XbaI gespaltenes pSFL226 

pSFL228 -2544 bis   
-2173 

Tabelle 7: Verwendete Primer, eingefügte Schnittstellen und Konstruktionsweisen der Plasmide mit 
den Reporterkassetten für SAP2. Ebenfalls angegeben ist der deletierte Bereich in den enthaltenen 
SAP2-1-Promotoren. Die Positionsangaben beziehen sich immer auf das Startcodon des SAP2-Gens. 
 

4.2.1.2 OPT1-Reporterkassetten mit dem GFP-Gen 
 

Die Reporterkassetten zur Analyse des OPT1-Promotors sind ähnlich 

aufgebaut wie die SAP2-Konstrukte. So ist in allen Kassetten eine 3`OPT1-Region 

zur spezifischen Integration des Fragments in den OPT1-Lokus von C. albicans 

enthalten. Analog enthalten die Kassetten upstream-Bereiche des OPT1-Gens mit 

definiert deletierten Abschnitten vor dem Reportergen. Hinter das Reportergen ist 

auch hier die Transkriptions-Terminationssequenz des ACT1-Gens kloniert. Als 

Reporter der OPT1-Aktivierung wurde das Gen für das grün fluoreszierende Protein 

aus A. victoria (GFP-Gen) verwendet. Dieses erlaubt die Quantifizierung der 

Expression direkt über die Messung der Fluoreszenz der Zellen. Die Benutzung des 
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caSAT1-Gens als Selektionsmarker nach der C. albicans-Transformation erlaubt 

ferner die Konstruktion der Reporterstämme im Wildtyphintergrund. 

Die in dieser Arbeit hergestellten OPT1-Reporterkassetten wurden vom Plasmid 

pOPT1G22 abgeleitet, das in einer früheren Arbeit zur Herstellung von 

Reporterstämmen genutzt wurde, die das GFP-Gen unter der Kontrolle des nativen 

OPT1-Promtors exprimieren (Reuß und Morschhäuser, 2006). Für die Herstellung 

von Konstrukten zur OPT1-Promotoranalyse musste im Plasmid pOPT1G22 lediglich 

der enthaltene 5`OPT1-Bereich gegen solche 5`OPT1-Bereiche ausgetauscht 

werden, in denen bestimmte Bereiche deletiert sind. Alle klonierten Bereiche wurden 

aus PCR-Reaktionen gewonnen. Dafür wurde ein Fragment mit den Primern 

OPT1P1 und OPT1P2 aus genomischer DNA des C. albicans-Stammes 

SCOPT1G22A (Reuß und Morschhäuser, 2006) amplifiziert. Mit den Primern 

OPT1P3 und GFP7 wurde dann ein weiteres Fragment vom selben Template 

vervielfältigt, das neben OPT1 upstream-Bereichen einen Teil des GFP-Gens 

enthält. Beide Fragmente wurden mit ApaI/XhoI bzw. XhoI/NcoI gespalten und 

zusammen in das ApaI/NcoI-gespaltene Plasmid pOPT1G22 ligiert, wodurch 

pOPT1G23 gewonnen wurde. Aus pOPT1G23 wurden die Plasmide pOPT1G24, 

pOPT1G25 und pOPT1G26 erzeugt. Als Template für alle dazu nötigen PCR-

Produkte wurde dabei ebenfalls genomische DNA vom Stamm SCOPT1G22A 

verwendet. Das Fragment für pOPT1G24 wurde mit dem Primerpaar OPT1P5/GFP7 

gewonnen, mit XhoI/SpeI gespalten und in das ebenso verdaute pOPT1G23 

integriert. Analog wurden die Fragmente für pOPT1G25 und pOPT1G26 kloniert. Sie 

wurden mit den Primern OPT1P6/GFP7 (pOPT1G25) bzw. OPT1P7/GFP7 

(pOPT1G26) hergestellt und XhoI/SpeI-verdaut in das entsprechend gespaltene 

Ausgangsplasmid ligiert. Ausgangsvektor für alle weiteren Plasmide war das Plasmid 

pOPT1G24, das dazu entweder mit XhoI/SpeI (pOPT1G28, pOPT1G29, pOPT1G30, 

pOPT1G31) oder mit XhoI/NcoI (pOPT1G27, pOPT1G32, pOPT1G33, pOPT1G34) 

gespalten wurde. Plasmid pOPT1G26 wurde in all diesen Fällen als Template für die 

PCR genutzt. Die Primerpaare waren dabei OPT1P9/GFP7 für das Fragment in 

pOPT1G27, OPT1P10/GFP7 für pOPT1G28, pOPT1P12/OPT1P8 für pOPT1G29, 

OPT1P13/OPT1P8 für pOPT1G30, OPT1P14/OPT1P8 für pOPT1G31, 

OPT1P15/GFP7 für pOPT1G32, OPT1P16/GFP7 für pOPT1G33 sowie 

OPT1P17/GFP7 für das Fragment in pOPT1G34. Alle Fragmente wurden vor der 

Klonierung genauso wie der entsprechende Vektor verdaut. Einen Überblick über alle 
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Klonierungen gibt Tabelle 8. Die Reporterkassetten in den gewonnenen Plasmiden 

sind in Abbildung 21 schematisch veranschaulicht. 

 

P
OPT1

∆1781-243 GFP           T
ACT1

caSAT1                               3`OPT1

A           Xh Xh Nc ScI

pOPT1G34

A           Xh Xh Nc ScI

P
OPT1

∆1781-495 GFP           T
ACT1

caSAT1                               3`OPT1

pOPT1G33

A           Xh Xh Spe                    Nc ScI

P
OPT1

∆1781-740 GFP           T
ACT1

caSAT1                               3`OPT1

pOPT1G32

A           Xh Xh Spe                          Nc ScI

P
OPT1

∆1781-1018 GFP           T
ACT1

caSAT1                               3`OPT1

pOPT1G31

A           Xh Xh Spe                          Nc ScI

P
OPT1

∆1781-1083   GFP           T
ACT1

caSAT1                               3`OPT1

pOPT1G30

A           Xh Xh Spe                          Nc ScI

P
OPT1

∆1781-1052   GFP           T
ACT1

caSAT1                               3`OPT1

pOPT1G29

A           Xh Xh Spe                          Nc ScI

P
OPT1

∆1781-1122    GFP           T
ACT1

caSAT1                               3`OPT1

pOPT1G28

A           Xh Xh Spe                          Nc ScI

P
OPT1

∆1781-1148   GFP           T
ACT1

caSAT1                               3`OPT1

pOPT1G27

A           Xh Xh Spe                         Nc ScI

P
OPT1

∆1781-1384   GFP           T
ACT1

caSAT1                               3`OPT1

pOPT1G25

A           Xh Xh Spe                          Nc ScI

P
OPT1

∆1781-1194   GFP           T
ACT1

caSAT1                               3`OPT1

pOPT1G24

A           Xh Xh Spe                          Nc ScI

P
OPT1

∆1781-988     GFP           T
ACT1

caSAT1                               3`OPT1

pOPT1G23

1 kb

A          Xh Xh H                  Spe                          Nc ScI

P
OPT1

∆1781-1595   GFP           T
ACT1

caSAT1                               3`OPT1

pOPT1G26

P
OPT1

∆1781-243 GFP           T
ACT1

caSAT1                               3`OPT1

A           Xh Xh Nc ScI

pOPT1G34

A           Xh Xh Nc ScI

P
OPT1

∆1781-495 GFP           T
ACT1

caSAT1                               3`OPT1

pOPT1G33

A           Xh Xh Spe                    Nc ScI

P
OPT1

∆1781-740 GFP           T
ACT1

caSAT1                               3`OPT1

pOPT1G32

A           Xh Xh Spe                          Nc ScI

P
OPT1

∆1781-1018 GFP           T
ACT1

caSAT1                               3`OPT1

pOPT1G31

A           Xh Xh Spe                          Nc ScI

P
OPT1

∆1781-1083   GFP           T
ACT1

caSAT1                               3`OPT1

pOPT1G30

A           Xh Xh Spe                          Nc ScI

P
OPT1

∆1781-1052   GFP           T
ACT1

caSAT1                               3`OPT1

pOPT1G29

A           Xh Xh Spe                          Nc ScI

P
OPT1

∆1781-1122    GFP           T
ACT1

caSAT1                               3`OPT1

pOPT1G28

A           Xh Xh Spe                          Nc ScI

P
OPT1

∆1781-1148   GFP           T
ACT1

caSAT1                               3`OPT1

pOPT1G27

A           Xh Xh Spe                         Nc ScI

P
OPT1

∆1781-1384   GFP           T
ACT1

caSAT1                               3`OPT1

pOPT1G25

A           Xh Xh Spe                          Nc ScI

P
OPT1

∆1781-1194   GFP           T
ACT1

caSAT1                               3`OPT1

pOPT1G24

A           Xh Xh Spe                          Nc ScI

P
OPT1

∆1781-988     GFP           T
ACT1

caSAT1                               3`OPT1

pOPT1G23

1 kb

A          Xh Xh H                  Spe                          Nc ScI

P
OPT1

∆1781-1595   GFP           T
ACT1

caSAT1                               3`OPT1

pOPT1G26
A          Xh Xh H                  Spe                          Nc ScI

P
OPT1

∆1781-1595   GFP           T
ACT1

caSAT1                               3`OPT1

pOPT1G26

 
Abbildung 21: Reporterkassetten für die Analyse des OPT1-Promotors. Die verschiedenen, in den 
angezeigten Plasmiden enthaltenen OPT1 upstream-Bereiche sind als graue Balken dargestellt, 
wobei die deletierten Bereiche als gestrichelte Linien eingezeichnet sind. Die Positionen der 
deletierten Bereiche vor dem OPT1-Startcodon sind an die Bezeichnung des OPT1-Promotors 
(POPT1∆) angehängt. Das GFP-Reportergen ist als grüner, der Selektionsmarker für die Transformation 
von C. albicans, das caSAT1-Gen, als blauer Pfeil dargestellt. Die Terminatorsequenz des ACT1-
Gens hinter dem Reporter-Gen ist als schwarzer Kreis, die 3`OPT1-Region für die homologe 
Integration, als schwarze Linie gezeigt. Eingezeichnet sind nur die relevanten 
Restriktionsschnittstellen: A, ApaI; H, HindIII; Nc, NcoI; ScI, SacI; Spe, SpeI; Xh, XhoI. 
 

 

 



102                                                                                                               Ergebnisse 

Primer Template Konstruktion Plasmid 
deletierter 

Bereich 

OPT1P1/ 
OPT1P2 
bzw. 
OPT1P3/ 
GFP7  

genomische DNA 
aus Stamm 
SCOPT1G22A 

ApaI/XhoI- bzw. XhoI/NcoI-
gespaltene PCR-Produkte in 
ApaI/NcoI-gespaltenes pOPT1G22 

pOPT1G23 -1781 bis    
-988 

     

OPT1P5/ 
GFP7 

genomische DNA 
aus Stamm 
SCOPT1G22A 

XhoI/SpeI-gespaltenes PCR-Produkt 
in XhoI/SpeI-gespaltenes pOPT1G23 

pOPT1G24 -1781 bis   
-1194  

     

OPT1P6/ 
GFP7 

genomische DNA 
aus Stamm 
SCOPT1G22A 

XhoI/SpeI-gespaltenes PCR-Produkt 
in XhoI/SpeI-gespaltenes pOPT1G23 

pOPT1G25 -1781 bis   
-1384  

     

OPT1P7/ 
GFP7 

genomische DNA 
aus Stamm 
SCOPT1G22A 

XhoI/SpeI-gespaltenes PCR-Produkt 
in XhoI/SpeI-gespaltenes pOPT1G23 

pOPT1G26 -1781 bis    
-1595 

     

OPT1P9/ 
GFP7 

Plasmid 
pOPT1G26 

XhoI/NcoI-gespaltenes PCR-Produkt 
in XhoI/NcoI-gespaltenes pOPT1G24 

pOPT1G27 -1781 bis    
-1148 

     

OPT1P10/ 
GFP7 

Plasmid 
pOPT1G26 

XhoI/SpeI-gespaltenes PCR-Produkt 
in XhoI/SpeI-gespaltenes pOPT1G24 

pOPT1G28 -1781 bis    
-1122 

     

OPT1P12/ 
OPT1P8 

Plasmid 
pOPT1G26 

XhoI/SpeI-gespaltenes PCR-Produkt 
in XhoI/SpeI-gespaltenes pOPT1G24 

pOPT1G29 -1781 bis    
-1052 

     

OPT1P13/ 
OPT1P8 

Plasmid 
pOPT1G26 

XhoI/SpeI-gespaltenes PCR-Produkt 
in XhoI/SpeI-gespaltenes pOPT1G24 

pOPT1G30 -1781 bis    
-1083 

     

OPT1P14/ 
OPT1P8 

Plasmid 
pOPT1G26 

XhoI/SpeI-gespaltenes PCR-Produkt 
in XhoI/SpeI-gespaltenes pOPT1G24 

pOPT1G31 -1781 bis    
-1018 

     

OPT1P15/ 
GFP7 

Plasmid 
pOPT1G26 

XhoI/NcoI-gespaltenes PCR-Produkt 
in XhoI/NcoI-gespaltenes pOPT1G24 

pOPT1G32 -1781 bis    
-740 

     

OPT1P16/ 
GFP7 

Plasmid 
pOPT1G26 

XhoI/NcoI-gespaltenes PCR-Produkt 
in XhoI/NcoI-gespaltenes pOPT1G24 

pOPT1G33 -1781 bis   
-495  

     

OPT1P17/ 
GFP7 

Plasmid 
pOPT1G26 

XhoI/NcoI-gespaltenes PCR-Produkt 
in XhoI/NcoI-gespaltenes pOPT1G24 

pOPT1G34 -1781 bis   
-243  

Tabelle 8: Verwendete Primer, Templates und Konstruktionsweisen der Plasmide mit den 
Reporterkassetten für OPT1. Einige der verwendeten Restriktionsschnittstellen wurden mit den 
verwendeten Primern eingefügt. Angegeben ist auch der deletierte Bereich in den enthaltenen OPT1-
Promotoren. Die Positionsangaben beziehen sich immer auf das Startcodon des OPT1-Gens. 
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4.2.2 Herstellung von C. albicans-Reporterstämmen für die 
Promotoranalyse der Gene SAP2 und OPT1 

 

Im nächsten Schritt wurden C. albicans-Reporterstämme hergestellt, mit denen 

die Promotoraktivität der Gene SAP2 und OPT1 überprüft werden kann. Dazu 

wurden die beiden Ausgangsstämme, CFI1 für SAP2 und SC5314 für OPT1, mit den 

Reporterkassetten aus den entsprechenden Plasmiden transformiert. Dabei wurden 

die in den Plasmiden eingeführten Deletionen im Promotorbereich in der Weise ins 

Genom integriert, dass das Reportergen letztlich unter der Kontrolle dieses 

veränderten Promotors steht. Im Fall der Reporterstämme für SAP2 wurde die 

Kassette aufgrund der differentiellen Regulation der beiden SAP2-Allele (Staib et al., 

2002) ins Allel SAP2-1 integriert. Frühere Untersuchungen zur OPT1-Expression 

haben gezeigt, dass sich die Induzierbarkeit der beiden OPT1-Promotoren nicht 

unterscheidet (Reuß und Morschhäuser, 2006). Somit wurden die OPT1-

Reporterkassetten in eines der beiden Allele integriert. Dabei wurde ein Allel durch 

die Integration des Reporters inaktiviert, wobei das zweite Allel funktionsfähig blieb 

und den äußeren Bedingungen entsprechend normal exprimiert wurde. Auf die 

genauen Vorgehensweisen zur Herstellung der verschiedenen Reporterstämme wird 

im Folgenden näher eingegangen. 

 

4.2.2.1 Herstellung von SAP2-Reporterstämmen 
 

Zur Herstellung der SAP2-Reporterstämme wurden die ApaI/SacI-Fragmente 

aus den hergestellten Plasmiden mit den Reporterkassetten ins Allel 1 des 

Ausgangsstamms CFI1 integriert. Abbildung 22 zeigt beispielhaft die Integration des 

Transformationsfragments aus pSFL222B ins Genom des Ausgangsstammes. Alle 

anderen Fragmente wurden auf die gleiche Weise integriert, wobei jeder Stamm 

unabhängig voneinander in doppelter Ausführung (Stamm A und B) hergestellt 

wurde. In Tabelle 9 sind alle konstruierten Reporterstämme und die dazu 

verwendeten Plasmide aufgelistet. Um die Integration der Promotordeletion 

sicherzustellen, musste darauf geachtet werden, dass das Rekombinationsereignis 

zur Integration der Kassette auf der upstream-Seite in dem weiter auf der distalen 

Seite liegenden Teil des in der Kassette enthaltenen Promotors stattfand. Kontrolliert 

wurde dies mit Hilfe von Southern-Hybridiserung unter Verwendung mehrerer 
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Sonden. Bei allen hergestellten SAP2-Reporterstämmen konnte die Richtigkeit der 

Integration mit den in Abbildung 22 gezeigten Sonden 1 und 2 kontrolliert werden. 

Zur Veranschaulichung zeigt Abbildung 23 eine Übersicht aller konstruierten Stämme 

im Southern-Blot. Zusätzlich sind hier der Ausgangsstamm CFI1 und weitere 

Reporterstämme gezeigt, mit deren Hilfe schon früher der Promotor von SAP2 im 

Bereich von 1081 bis 122 bp vor dem SAP2-Startcodon untersucht wurde (Wyzgol, 

2005). Die ClaI-verdaute genomische DNA der gezeigten Stämme wurde hier 

zunächst mit Sonde 3 aus Abbildung 22 hybridisiert. Dabei wurde überprüft, ob die 

Integration der Reporterkassette bei allen Stämmen tatsächlich ins Allel SAP2-1 

stattfand und ob das Allel 2 in wildtypischer Form im Genom erhalten blieb. Das 

wildtypische Allel 1 zeigte in allen Fällen die erwarteten Veränderungen, wobei 

allerdings bei den Stämmen S2FI13A/B und S2FI14A/B das veränderte Allel 1 mit 

Sonde 3 nicht deutlich detektiert werden konnte, da diese aufgrund der eingefügten 

Deletion nicht mehr vollständig am SAP2-1-Promotor binden kann. In Abbildung 23 

ist dasselbe Fragment deshalb mit Sonde 4 aus Abbildung 22 sichtbar gemacht. 

Sonde 4 hybridisiert mit einem Teil der ecaFLP-Gens und detektiert deshalb 

ausschließlich das veränderte Allel 1. Die beiden wildtypischen Allele im Stamm 

CFI1, sowie die verbliebenen Allele SAP2-2 in den Reporterstämmen können mit 

dieser Sonde nicht detektiert werden. 

 

Stamm verwendetes Plasmid 

S2FI14A/S2FI14B pSFL222B 

S2FI15A/S2FI15B pSFL223 

S2FI16A/S2FI16B pSFL224B 

S2FI17A/S2FI17B pSFL225 

S2FI18A/S2FI18B pSFL226 

S2FI19A/S2FI19B pSFL227 

S2FI20A/S2FI20B pSFL228 

 

 

Tabelle 9: Hergestellte Reporter-
stämme für die SAP2-Promotor-
analyse. In allen Fällen wurden die 
ApaI/SacI-Fragmente aus den 
angegebenen Plasmiden ins Allel 
SAP2-1 des Stammes CFI1 
integriert. 
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Abbildung 22: Integrationsschema zur Herstellung der SAP2-Reporterstämme. Beispielhaft 
dargestellt ist die Integration der Reporterkassette aus pSFL222B ins SAP2-1-Allel des 
Ausgangsstammes CFI1. Die Integration aller anderen Kassetten erfolgte auf gleiche Weise. Gezeigt 
sind auch die für die Southern-Hybridisierung verwendeten Sonden (schwarze Balken), sowie die 
relevanten Restriktionsschnittstellen: A, ApaI; C, ClaI; ScI, SacI. Funktionelle Gene sind als Pfeile 
dargestellt, up- und downstream-Bereiche als durchgezogene Linien bzw. graue Balken. Der deletierte 
Bereich ist als gestrichelte Linie eingezeichnet, der schwarze Kreis symbolisiert den ACT1-Terminator. 
 

Alle hergestellten PSAP2-1
∆-Reporterstämme enthalten letztlich das ecaFLP-Gen 

unter der Kontrolle eines teilweise deletierten SAP2-1-Promotors. Wie bereits für die 

IVET-Reporterstämme beschrieben (Abschnitt 4.1.1.), lässt sich die Induzierbarkeit 

der zu überprüfenden Promotorfragmente durch die Anwesenheit bzw. den Verlust 

des MPAR-Markers bestimmen. Das bedeutet, dass die PSAP2-1
∆-Promotoraktivität 

anhand des Anteils sensitiver Zellen nach Wachstum unter SAP2-induzierenden 

Bedingungen untersuchen lässt. Durch den Vergleich der Promotoraktivität in den 

jeweiligen Reporterstämmen sollten sich so relevante SAP2-Promotorregionen 

identifizieren lassen. 
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Abbildung 23: Southern-Hybridisierungen ClaI-verdauter genomischer DNA des Stamms CFI1 
(Spur 1) und der SAP2-Reporterstämme (Spuren 2-27). Wildtypische SAP2-Allele (oben) wurden mit 
der SAP2-spezifischen Sonde 3 (Abbildung 22) detektiert. In einer weiteren Hybridisierung wurden mit 
Sonde 4 (Abbildung 22) die Fragmente detektiert, die der Fusion aus dem teilweise deletierten SAP2-

1-Promotor (PSAP2-1
∆) mit der ecaFLP-Reporterkassette (ecaFLP-REP, ecaFLP-TACT1-URA3) 

entsprechen (unten). Fragmentgrößen (in kb) sind teilweise auf der linken Seite des Blots angezeigt, 
deren Identität rechts. 
 

4.2.2.2 Herstellung von OPT1-Reporterstämmen 
 

Um das GFP-Gen in den OPT1-Reporterstämmen unter der Kontrolle der 

veränderten OPT1-Promotoren zu exprimieren, wurde der Ausgangsstamm SC5314 

mit den ApaI/SacI-Fragmenten aus den dafür hergestellten Plasmiden transformiert. 

Dies wird in Abbildung 24 beispielhaft für das Fragment aus pOPT1G23 schematisch 

veranschaulicht. Die Integration aller anderen Reporterkassetten in eines der beiden 

OPT1-Allele erfolgte nach gleichem Prinzip. Tabelle 10 fasst zusammen, welche 

Plasmide für die Konstruktion der verschiedenen Reporterstämme verwendet wurden 

und welches der beiden OPT1-Allele durch die Integration inaktiviert wurde. Auch für 

OPT1 wurden für alle zu untersuchenden Promotoren jeweils zwei unabhängige 

Stämme hergestellt (Stamm A und B). 
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Stamm verwendetes Plasmid inaktiviertes Allel 

SCOPT1G23A/SCOPT1G23B pOPT1G23 Allel 2 / Allel 2 

SCOPT1G24A/SCOPT1G24B pOPT1G24 Allel 1 / Allel 2 

SCOPT1G25A/SCOPT1G25B pOPT1G25 Allel 1 / Allel 2 

SCOPT1G26A/SCOPT1G26B pOPT1G26 Allel 1 / Allel 2 

SCOPT1G27A/SCOPT1G27B pOPT1G27 Allel 1 / Allel 2 

SCOPT1G28A/SCOPT1G28B pOPT1G28 Allel 2 / Allel 2 

SCOPT1G29A/SCOPT1G29B pOPT1G29 Allel 1 / Allel 2 

SCOPT1G30A/SCOPT1G30B pOPT1G30 Allel 1 / Allel 2 

SCOPT1G31A/SCOPT1G31B pOPT1G31 Allel 2 / Allel 2 

SCOPT1G32A/SCOPT1G32B pOPT1G32 Allel 1 / Allel 2 

SCOPT1G33A/SCOPT1G33B pOPT1G33 Allel 1 / Allel 2 

SCOPT1G34A/SCOPT1G34B pOPT1G34 Allel 1 / Allel 2 

Tabelle 10: Hergestellte Reporterstämme für die OPT1-Promotoranalyse. In allen Fällen wurden die 
ApaI/SacI-Fragmente aus den angezeigten Plasmiden in eines der beiden OPT1-Allele des Stammes 
SC5314 integriert, welches dadurch inaktiviert wurde. 
 

Die richtige Integration der Reporterkassetten wurde auch bei der Konstruktion 

der OPT1-Reporterstämme mittels Southern-Hybridisierung kontrolliert. Dazu fanden 

die drei in Abbildung 24 gezeigten Sonden Verwendung. Bei HindIII-Verdau der 

verwendeten genomischen C. albicans-DNA erlaubt Sonde 2 die Unterscheidung der 

beiden OPT1-Allele sowohl im Wildtyp als auch in den transformierten Stämmen. 

Abbildung 25 zeigt eine Übersicht aller konstruierten OPT1-Reporterstämme und des 

Wildtyps SC5314 im Southern-Blot. Zusätzlich zu den in dieser Arbeit konstruierten 

Stämmen sind die Stämme SCOPT1G22A und SCOPT1G22B (Reuß und 

Morschhäuser, 2006) gezeigt, die das GFP-Gen unter Kontrolle eines nativen OPT1-

Promotors exprimieren. Auf dem Southern-Blot sind die verschiedenen Stämme nach 

der Größe der eingefügten Promotordeletion aufgereiht. Von links nach rechts sind 

zunächst der Wildtyp SC5314 und die Stämme mit wildtypischem OPT1-Promotor 

aufgetragen. Danach folgen die Stämme mit eingefügter Promotordeletion, die in 

ihrer Größe nach rechts hin zunimmt. Die Detektion der Fragmente erfolgte hier mit 

der in Abbildung 24 gezeigten Sonde 2. 
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Abbildung 24: Integrationsschema zur Herstellung der OPT1-Reporterstämme. Beispielhaft 
dargestellt ist die Integration der Reporterkassette aus pOPT1G23 ins OPT1-1-Allel des 
Ausgangsstammes SC5314. Die Integration aller anderen Kassetten erfolgte auf gleiche Weise. 
Gezeigt sind auch die für die Southern-Hybridisierung verwendeten Sonden (schwarze Balken), sowie 
die relevanten Restriktionsschnittstellen: A, ApaI; H, HindIII; ScI, SacI. Funktionelle Gene sind als 
Pfeile dargestellt, up- und downstream-Bereiche als durchgezogene Linien bzw. graue Balken. Der 
deletierte Bereich ist als gestrichelte Linie eingezeichnet, der schwarze Kreis symbolisiert den ACT1-
Terminator.  
 

Alle auf die beschriebene Weise konstruierten POPT1
∆-Reporterstämme 

exprimieren nun das GFP-Gen unter der Kontrolle eines OPT1-Promotors, in den 

spezifische Deletionen eingefügt wurden. Mit diesen Stämmen sollte es möglich sein 

über die Analyse der GFP-Expression Regionen im OPT1-Promotor zu identifizieren, 

die essentiell für die Induktion sind. Dafür wurde die Bildung des Gfp-Proteins unter 

OPT1-induzierenden Bedingungen über die Messung der Fluoreszenz mittels FACS-

Analyse quantifiziert. 
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Abbildung 25: Southern-Hybridisierung HindIII-verdauter genomischer DNA des Stamms SC5314 
(Spur 1) und der OPT1-Reporterstämme (Spuren 2-27) mit der OPT1-spezifischen Sonde 2 aus 
Abbildung 24. Erkennbar sind die beiden wildtypischen OPT1-Allele und die Fragmente, die der 
Fusion aus dem teilweise deletierten OPT1-Promotor (POPT1

∆) mit der GFP-Reporterkassette (GFP-
REP, GFP-TACT1-caSAT1) entsprechen. Fragmentgrößen (in kb) sind teilweise auf der linken Seite des 
Blots angezeigt, deren Identität rechts. 
 

4.2.3 Promotoranalyse der Gene SAP2 und OPT1 mit Hilfe der 
hergestellten Reporterstämme 

 

Mit Hilfe der hergestellten Reporterstämme sollten Regionen in den Promotoren 

der beiden Gene SAP2 und OPT1 identifiziert werden, die für deren Induktion 

essentiell sind. Dazu wurden die Stämme unter SAP2- und OPT1-induzierenden 

Bedingungen kultiviert und die Expression des Reportergens detektiert. In beiden 

Fällen wurden die beschriebenen Reporterstämme sukzessive hergestellt und so 

versucht, die wichtigen Promotorregionen einzugrenzen. 

 

4.2.3.1 Analyse der PSAP2-ecaFLP-Reporterstämme 
 

4.2.3.1.1 Detektion des ecaFLP-vermittelten MPAR-Verlustes auf MPA-
Indikatorplatten 

 

Übernachtkulturen der SAP2-Reporterstämme in SD-Medium wurden 1:100 in 

YCB-BSA-Medium verdünnt und für 18 h weiter inkubiert. Um sicherzustellen, dass 

der MPAR-Marker nicht schon in der Vorkultur verloren ging, wurde davon eine 

geeignete Verdünnung zur Kontrolle auf MPA-Indikatorplatten (1,8 µg/ml MPA) 

ausplattiert. Zunächst wurde für die Induktion des SAP2-Gens YCB-BSA-Medium 
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ohne Hefeextrakt verwendet. Dabei zeigte sich allerdings im Verlauf der Arbeit, dass 

die Zugabe von Hefeextrakt zum Medium die SAP2-Induktion verstärkt und zu 

reproduzierbareren Ergebnissen führte. Nach Ablauf der 18-stündigen 

Inkubationszeit wurden die induzierten Kulturen geeignet verdünnt auf MPA-

Indikatorplatten ausplattiert und die Platten 2-3 Tage bei 30°C bebrütet. Danach 

konnte durch Auszählen von großen und kleinen Kolonien der Anteil von Zellen 

bestimmt werden, der im Verlauf der Kultivierung den MPAR-Marker verloren hatte. 

Alle untersuchten Promotoren, die in den verschiedenen Reporterstämmen die 

Expression des Reportergens kontrollieren, sind in Abbildung 26 schematisch 

veranschaulicht. 
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Abbildung 26: Schematische Darstellung der Promotoren in den PSAP2-Reporterstämmen. 
Vorhandene Promotorbereiche sind als blaue Balken dargestellt, die deletierten Regionen als 
gestrichelte Linien. Das von den verschiedenen Promotorkonstrukten kontrollierte Reportergen 
(ecaFLP-Gen) ist als gelber Pfeil gezeigt. Die Größen und Positionen der Deletionen können anhand 
der Skala (unten, in kb) abgeschätzt werden. 
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Abbildung 27: Bildung kleiner Kolonien der SAP2-Reporterstämme nach Kultivierung in YCB-BSA-
Medium mit Hefeextrakt auf MPA-Indikatorplatten. Die Induktion des teilweise deletierten SAP2-
Promotors vor dem Reportergen führt zur FLP-vermittelten Exzision des MPA

R-Markers aus dem 
Genom des Reporterstammes. Dadurch MPA-sensitiv gewordene Zellen bilden auf den 
Indikatorplatten kleine Kolonien. Stämme mit nicht-induzierbarem Promotor vor dem Reportergen 
bilden große Kolonien. Angezeigt ist jeweils der Anteil kleiner Kolonien nach 18-stündiger SAP2-
Induktion. Der linke Balken zeigt jeweils den Wert für Stamm A, Stamm B ist durch den rechten 
Balken repräsentiert. Für den Stamm S2FI13A konnte kein Wert ermittelt werden, da sehr viele Zellen 
den MPA

R-Marker bereits in der Vorkultur verloren hatten. Bei allen anderen Stämmen wurde kein 
signifikanter Anteil kleiner Kolonien nach der Vorkultur beobachtet. 
 

Abbildung 27 zeigt das Ergebnis eines repräsentativen Experiments, in dem alle 

in dieser Arbeit untersuchten Reporterstämme für SAP2 parallel analysiert wurden. In 

diesem Versuch wurden auch die Stämme S2FI8A/B, S2FI9A/B, S2FI10A/B, 

S2FI11A/B, S2FI12A/B und S2FI13A/B mitgetestet. Die Stämme S2FI8A/B 

exprimieren das ecaFLP-Gen unter der Kontrolle des nativen SAP2-1-Promotors und 

wurden als Positivkontrolle eingesetzt. Mit den Stämmen S2FI9-12, die verschiedene 

Promotordeletionen im Bereich zwischen -1081 und -122 bp vor dem Startcodon 

beinhalten, konnte schon gezeigt werden, dass dieser Bereich aus dem SAP2-

Promotor entfernt werden kann, ohne dass die Promotoraktivität verloren geht 

(Wyzgol, 2005). Wie in Abbildung 27 zu sehen ist, konnte diese Beobachtung 

bestätigt werden, da alle diese Stämme fast ausschließlich kleine Kolonien bildeten. 

In den Stämmen S2FI13A/B ist der gesamte Promotorbereich zwischen -3532 und    

-123 bp vor dem Startcodon deletiert. Diese Stämme zeigten in YCB-BSA-Medium, 

weder mit bzw. ohne Hefeextrakt, eine Induzierbarkeit des veränderten Promotors. 

Somit ist davon auszugehen, dass unter diesen Bedingungen in diesem Bereich alle 

für die Induktion des SAP2-Promotors nötigen Sequenzen liegen. Demzufolge 
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wurden die Stämme S2FI13A/B in allen weiteren Experimenten als Negativkontrolle 

verwendet. 

Im Verlauf der vorliegenden Arbeit wurde versucht den Bereich, der für die 

SAP2-Induktion nötig ist, weiter einzuengen. Dazu wurden zunächst die Stämme 

S2FI14A/B, S2FI15A/B und S2FI16A/B konstruiert. Die Stämme S2FI14A/B 

enthalten einen Promotor, in dem, im Vergleich zu der in den Stämmen S2FI13A/B, 

die eingefügte Deletion etwa 1 kb weiter proximal bei Position -2541 beginnt und sich 

ebenfalls bis zur Position -122 erstreckt. In S2FI15A/B beginnt die Deletion wie in 

S2FI13A/B bei Position -3532 und endet bei -1087. An dieser Position beginnt der 

Bereich, der zuvor mit Hilfe der Stämme S2FI12A/B als nicht essentiell identifiziert 

wurde (Abbildungen 26, 27). Die Stämme S2FI14A/B und S2FI15A/B bildeten nach 

Wachstum in YCB-BSA-Medium, mit bzw. ohne Hefeextrakt, keine kleinen Kolonien 

auf den MPA-Indikatorplatten. Nicht eindeutig ist das Ergebnis im Fall der Stämme 

S2FI16A/B, in denen eine Deletion zwischen -2541 und -1084 eingefügt wurde. In 

Experimenten mit YCB-BSA-Medium ohne Hefeextrakt wurde beobachtet, dass auch 

diese Stämme keine kleinen Kolonien auf MPA-Indikatorplatten bildeten. Deshalb 

wurde davon ausgegangen, dass alle essentiellen SAP2-Promotorregionen im 

Bereich zwischen -2541 und -1084 liegen. Allerdings konnte dieses vorläufige 

Ergebnis in späteren Experimenten, unter Verwendung von YCB-BSA-Medium mit 

Hefeextrakt, nicht mehr bestätigt werden. Nach Wachstum der Stämme S2FI16A/B in 

diesem Medium konnten fast zu 100% kleine Kolonien auf den MPA-Indikatorplatten 

nachgewiesen werden. Dies bedeutet, dass die Verkürzung der Deletion von 

S2FI13A/B auf der distalen Seite in den Stämmen S2FI14A/B die SAP2-

Promotoraktivität nicht wiederherstellte. Gleiches gilt für die Verkürzung der 

Promotordeletion proximal in S2FI15A/B. Dagegen führte eine Verkürzung des 

deletierten Bereiches von S2FI13A/B auf beiden Seiten zu einer Wiederherstellung 

der SAP2-Induzierbarkeit in den Stämmen S2FI16A/B (Abbildungen 26, 27). 

Aufgrund der Tatsache, dass die Stämme S2FI16A/B in Medium ohne 

Hefeextrakt keine Induzierbarkeit des untersuchten Promotors zeigten, wurde 

zunächst gefolgert, dass sich sehr wichtige Promotorregionen im Bereich zwischen   

-2541 und -1084 befinden. Um diese Region weiter eingrenzen zu können, wurden 

die Stämme S2FI17A/B, S2FI18A/B, S2FI19A/B und S2FI20A/B hergestellt. Die in 

S2FI16A/B befindliche Deletion wurde, ausgehend von beiden Enden, bis etwa zur 

Mitte hin verkürzt. Die Verkürzung von der distalen Seite führte zu den Stämmen 
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S2FI17A/B (Deletion zwischen -1816 und -1083), die von der proximalen Seite zu 

S2FI18A/B (Deletion zwischen -2544 und -1816) (Abbildung 26). Alle diese Stämme 

zeigen vollständige Promotoraktivität in YCB-BSA-Medium mit Hefeextrakt 

(Abbildung 27). Da die Konstruktion der Stämme S2FI17A/B vor der Fertigstellung 

von S2FI18A/B abgeschlossen war und die Stämme S2FI17A/B zunächst volle 

Promotoraktivität, auch in Medium ohne Hefeextrakt zeigten, war zu diesem 

Zeitpunkt davon auszugehen, dass der Promotorbereich zwischen -2544 und -1816 

für die Wiederherstellung der Induzierbarkeit verantwortlich ist. So wurden die 

Stämme S2FI19A/B und S2FI20A/B konstruiert, mit denen diese Region, abermals in 

zwei Hälften geteilt, genauer analysiert werden sollte (Abbildung 26). Wie aus 

Abbildung 27 hervorgeht, war in diesen Stämmen eine Induktion des Reportergens in 

nahezu allen Zellen zu beobachten. 

Die mit den MPA-Indikatorplatten durchgeführten Experimente zur Analyse des 

SAP2-Promotors zeigen, dass die Promotordeletion zwischen -3532 und -123 zum 

Verlust der Promotoraktivität führt. Während die Verkürzung dieser Deletion bis         

-2541 auf der distalen, bzw. bis -1087 auf der proximalen Seite die Promotoraktivität 

nicht wiederherstellt, führt die Verkürzung der Deletion um die genannten Bereiche 

auf beiden Seiten zur Rückgewinnung der Induzierbarkeit. Das Ergebnis wird 

allerdings dadurch verkompliziert, dass der Promotorbereich zwischen -1081 und      

-122 als unwichtig für die SAP2-Induktion beschrieben wurde (Wyzgol, 2005). Die 

durchgeführten Untersuchungen erlauben zudem keine Aussage über den Grad der 

Promotorinduktion. Möglicherweise exprimieren die Zellen der Reporterstämme mit 

den verschiedenen Promotoren das ecaFLP-Gen unterschiedlich stark, was mit dem 

FLP-Reportersystem aber nicht detektiert werden kann. Eine Quantifizierung der 

ecaFLP-Expression in den Reporterstämmen könnte genauere Einblicke in die Rolle 

einzelner Promotorbereiche bei der SAP2-Expression erlauben. Zu diesem Zweck 

wurde die Aktivierbarkeit des SAP2-Promotors mittels quantitativer real-time PCR 

untersucht. 

 

4.2.3.1.2 Quantifizierung der ecaFLP-Transkripte mittels quantitativer 
real-time PCR 

 

Um die Aktivität der verschiedenen Promotoren in den Zellen der PSAP2-

Reporterstämme zu vergleichen, sollte die infolge der SAP2-Induktion transkribierte 
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ecaFLP-mRNA quantifiziert werden. Dazu wurde die ecaFLP-Transkriptmenge relativ 

zu der des ACT1-Gens bestimmt, das als Haushaltsgen in allen Stämmen in gleicher 

Weise exprimiert werden sollte. Die erhaltenen Werte wurden auf die Werte der 

Positivkontrollen normiert, d.h. die ecaFLP-Transkriptmenge aller Reporterstämme 

wurde in Relation zu der der Kontrollstämme S2FI8A bzw. S2FI8B bestimmt. 

Alle Reporterstämme wurden in SD-Medium vorkultiviert. Nach der Verdünnung 

(1:100) dieser Kulturen in YCB-BSA-Medium mit Hefeextrakt wurde das SAP2-Gen 

für 6 h induziert. Nach Extraktion der Gesamt-RNA wurde cDNA synthetisiert, die 

dann als Template für die qRT-PCR verwendet wurde. Insgesamt wurden mit jedem 

Stamm zwei unabhängige Experimente durchgeführt. Parallel wurden in einem qRT-

PCR-Lauf jeweils die ecaFLP- und die ACT1-Transkripte der A- bzw. der B-Stämme 

quantifiziert. Demzufolge wurden die ecaFLP-Transkriptmengen der A-Stämme auf 

die Menge von S2FI8A, bzw. die der B-Stämme auf S2FI8B normiert. 
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Abbildung 28: Quantifizierung der ecaFLP-Expression in den SAP2-Reporterstämmen mittels 
quantitativer real-time PCR. Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen beider 
unabhängiger Stämme (A, links; B, rechts) aus jeweils zwei Messungen. Dabei wurden die Ergebnisse 
auf die ecaFLP-Expression der Kontrollstämme S2FI8A bzw. S2FI8B normiert. 
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Abbildung 28 zeigt die Ergebnisse der qRT-PCR-Analysen, in denen alle 

beschriebenen Reporterstämme mit Ausnahme der Stämme S2FI9A/B, S2FI10A/B 

und S2FI11A/B untersucht wurden. Die Abbildung zeigt den Mittelwert und die 

Standardabweichung aus den beiden unabhängigen Experimenten. Deutlich ist, dass 

die Werte einiger Stämme, wie z.B. beider Stämme von S2FI16 oder S2FI19, in 

beiden Messungen sehr gut reproduzierbar waren. Andere Stämme zeigten dagegen 

eine große Variabilität zwischen beiden Messungen. Erkennbar ist dies an den 

weitaus größeren Fehlerbalken, z.B. bei den Stämmen S2FI12B, S2FI15A/B oder 

S2FI20B. Zudem unterscheiden sich in einigen Fällen die erhaltenen Werte für die 

beiden unabhängig konstruierten Stämme A und B deutlich, z.B. bei S2FI16A und 

S2FI16B bzw. S2FI19A und S2FI19B. Dennoch korrelieren einige der durch die qRT-

PCR erhaltenen Ergebnisse gut mit denen, die durch die Auszählung großer und 

kleiner Kolonien auf den MPA-Indikatorplatten gewonnen wurden. So lässt sich 

erkennen, obwohl sich die beiden Stämme A und B leicht unterschiedlich verhalten, 

dass die ecaFLP-Expression der Stämme S2FI12A/B vergleichbar ist mit der der 

Stämme S2FI8A/B. Dies bestätigt die Beobachtung, dass die alleinige Deletion des 

SAP2 upstream-Bereichs von -1081 bis -122 die Promotoraktivität nicht wesentlich 

einschränkt. Ebenfalls konsistent mit den früheren Beobachtungen exprimierten die 

Stämme S2FI13A/B und S2FI14A/B das ecaFLP-Gen stark vermindert. Dies äußert 

sich sowohl in der ausbleibenden Exzision des MPAR-Markers als auch hier in der 

reproduzierbar niedrigeren ecaFLP-Transkriptmenge. Überraschend deutlich 

abweichende Ergebnisse aus den beiden Methoden zur Detektion der 

Reportergenexpression, wurden bei den Stämmen S2FI15A und S2FI15B erzielt. 

Während diese Stämme nach der Induktion in YCB-BSA mit Hefeextrakt auf den 

Indikatorplatten keine kleinen Kolonien bildeten, wurde mit der qRT-PCR eine etwa 

um den Faktor 2 stärkere ecaFLP-Expression festgestellt, als dies bei den 

Kontrollstämmen S2FI8A/B der Fall war. Ebenfalls erhöhte ecaFLP-Expression 

wurde in unterschiedlichem Maße in den Stämmen S2FI16A/B, S2FI17A/B, 

S2FI18A/B, S2FI19A/B und S2FI20A/B detektiert. Anders als bei den Stämmen 

S2FI15A/B steht dies allerdings im Einklang mit den Ergebnissen der 

Markerdetektion auf MPA-Indikatorplatten, auf denen alle diese Stämme fast 

ausschließlich kleine Kolonien bildeten. Die gegenüber den Kontrollstämmen erhöhte 

Expression des ecaFLP-Gens könnte damit erklärt werden, dass in diesen Stämmen 
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SAP2 upstream-Bereiche deletiert wurden, die eine reprimierende Wirkung auf die 

SAP2-Expression haben. 

 

4.2.3.2 Analyse der POPT1-GFP-Reporterstämme 
 

Ebenso wie die Stämme zur Analyse des SAP2-Promotors wurden auch die 

POPT1-GFP-Reporterstämme für die OPT1-Promotoranalyse sukzessive hergestellt, 

mit dem Ziel, essentielle Regionen für die Aktivierung eingrenzen zu können. Alle 

untersuchten Promotoren sind in Abbildung 29 schematisch veranschaulicht. 
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Abbildung 29: Schematische Darstellung der Promotoren in den POPT1-Reporterstämmen. 
Vorhandene Promotorbereiche sind als blaue Balken dargestellt, die deletierten Regionen als 
gestrichelte Linien. Das von den verschiedenen Promotorkonstrukten kontrollierte Reportergen (GFP-
Gen) ist als grüner Pfeil gezeigt. Alle eingefügten Promotordeletionen beginnen bei Position -1781 in 
Bezug auf das Startcodon und erstrecken sich bis zur jeweils angezeigten Position. 
 

Die Expression des GFP-Reportergens wurde durch die Messung der 

Fluoreszenz auf Einzelzellebene mittels FACS-Analyse untersucht. Dafür wurde 

zunächst eine Übernachtkultur aller Stämme in 3 ml Sabouraud-Medium 

herangezogen. Für die Induktion von OPT1 wurden die Kulturen dann 1:100 in YCB-
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BSA-Medium (ohne Hefeextrakt) verdünnt und für weitere 18 h inkubiert. Parallel 

dazu wurden die Stämme auch unter nicht-induzierenden Bedingungen, in frischem 

Sabouraud-Medium (1:100 verdünnt), weiterkultiviert. In sämtlichen Versuchen 

dienten die Stämme SCOPT1G22A und SCOPT1G22B (Reuß und Morschhäuser, 

2006) als Positivkontrollen. Diese exprimieren das GFP-Gen unter Kontrolle eines 

wildtypischen OPT1-Promotors des Stammes SC5314. Als Negativkontrolle, zur 

Bestimmung der Hintergrundfluoreszenz von C. albicans-Zellen, wurde der Stamm 

SC5314 verwendet, der kein GFP-Gen enthält. Abbildung 30 zeigt das 

zusammengefasste Ergebnis aus den mehrfach durchgeführten Experimenten. 
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Abbildung 30: Expression des GFP-Reportergens in den C. albicans-POPT1-Reporterstämmen. 
Vorkulturen in Sabouraud-Medium wurden 1:100 in frischem Sabouraud- (blau) oder YCB-BSA-
Medium (grün) verdünnt und für ca. 18 h inkubiert. Die Zellen der Kulturen wurden dann einer FACS-
Analyse unterzogen. Die Durchschnittliche Fluoreszenz der Zellen wurde so für jeden der angezeigten 
Stämme 1-4 mal bestimmt. Die Balken repräsentieren die Mittelwerte mit Standardabweichung aus 
den verschiedenen Experimenten, die auf den Kontrollstamm SC5314 normiert wurden. Die linken 
Balken zeigen jeweils das Ergebnis des A-Stammes, der B-Stamm ist jeweils rechts gezeigt. 

 

Anfänglich wurde erwartet, dass sich alle für die Induktion des OPT1-Promotors 

nötigen Sequenzen innerhalb von 1 kb upstream des OPT1-Startcodons befinden. 

Um dies zu prüfen, wurden die Stämme SCOPT1G23A/B, mit einer OPT1-

Promotordeletion zwischen -1781 und -988, konstruiert und analysiert. Die Analyse 

zeigte eine stark verminderte Fluoreszenz dieser Stämme im Vergleich zu den 

Positivkontrollen unter induzierenden Bedingungen. Demnach müssen für die OPT1-

Induktion wichtige Sequenzen upstream der Position -988 bp liegen, innerhalb des 

deletierten Bereiches. Der Bereich zwischen -1781 und -988 wurde mit den 

Stämmen SCOPT1G24A/B, SCOPT1G25A/B und SCOPT1G26A/B näher 
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untersucht. In diesen Stämmen ist der genannte Promotorbereich weiter unterteilt, 

um aufzuklären, welche Sequenzen hier die Promotoraktivität bewirken. Alle diese 

Stämme zeigten im Vergleich zu SCOPT1G23A/B eine signifikant verstärkte 

Fluoreszenz, die im Bereich des Wildtypniveaus lag. Daraus wurde abgeleitet, dass 

der Bereich -1194 bis -988, um den die Deletion von SCOPT1G23A/B in 

SCOPT1G24A/B verkürzt wurde, für die Induktion des OPT1-Gens eine 

entscheidende Rolle spielt. Bei der genaueren Betrachtung der Nukleotidsequenz in 

diesem Bereich wurde eine potentielle Bindungsstelle für GATA-

Transkriptionsfaktoren (GATAA, -1141 bis -1137) entdeckt. Untersuchungen in 

S. cerevisiae haben gezeigt, dass solche GATA-Transkriptionsfaktoren in Hefen für 

die Regulation von Genen verantwortlich sein können, die am Stickstoffhaushalt 

beteiligt sind (Magasanik und Kaiser, 2002). Zur Aufklärung des Beitrages dieser 

GATAA-Sequenz an der OPT1-Induktion wurden die Stämme SCOPT1G27A/B und 

SCOPT1G28A/B hergestellt. Während sich die Deletion in den Stämmen 

SCOPT1G28A/B über die potentielle GATA-Bindungsstelle erstreckt, ist diese in den 

Stämmen SCOPT1G27A/B noch vorhanden. Die parallele Analyse aller bis hierhin 

konstruierten Stämme ergab, dass sowohl die Stämme SCOPT1G27A/B als auch 

SCOPT1G28A/B genauso wie die vorher konstruierten Stämme eine deutlich höhere 

Gfp-Fluoreszenz zeigen als SCOPT1G23A/B. Somit konnte ein Einfluss der 

potentiellen GATA-Bindungsstelle auf die OPT1-Induktion nicht nachgewiesen 

werden. Wohl aber konnte mit den neu konstruierten Stämmen die essentielle OPT1-

Promotorregion weiter auf den Bereich zwischen -1122 und -988 eingegrenzt 

werden. Um diesen Bereich detaillierter zu untersuchen, wurden die Stämme 

SCOPT1G29A/B, SCOPT1G30A/B und SCOPT1G31A/B konstruiert. Mit diesen ist 

der Bereich zwischen -1122 und – 988 in vier etwa gleich große Abschnitte aufgeteilt. 

Nach der Analyse aller Stämme wurde erkannt, dass die Fluoreszenz der Zellen mit 

der Größe der eingefügten OPT1-Promotordeletion graduell leicht abzunehmen 

scheint. Eine definierte, für die OPT1-Induktion essentielle Nukleotidsequenz, ist 

aber nicht auszumachen. Zudem war aus den Ergebnissen ersichtlich, dass die 

Fluoreszenz der Stämme SCOPT1G23A/B zwar geringfügig, aber reproduzierbar 

über dem Niveau der Hintergrundfluoreszenz vom Stamm SC5314 liegt. Demzufolge 

musste im Bereich zwischen -988 und dem Startcodon nun doch von der 

Anwesenheit bestimmter Sequenzen ausgegangen werden, die die OPT1-

Expression zumindest in geringem Maße bewirken können. So wurden die Stämme 
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SCOPT1G32A/B, SCOPT1G33A/B und SCOPT1G34A/B hergestellt, die OPT1-

Promotordeletionen enthalten, mit denen dieser Abschnitt vor dem Startcodon 

untersucht werden konnte (Abbildung 29). Auch für diesen Bereich wurde 

festgestellt, dass mit Zunahme der Größe der Promotordeletion eine Abnahme der 

Gfp-Fluoreszenz einhergeht. In Zellen der Stämme SCOPT1G34A/B, mit einer 

Deletion von -1782 bis -243 im Promotorbereich, ist letztlich die Fluoreszenz mit der 

Hintergrundfluoreszenz des Stammes SC5314 vergleichbar. 

Wie aus Abbildung 30 deutlich hervorgeht, erlaubte die Verwendung des GFP-

Gens als Reporter eine einfache Quantifizierung der spezifischen OPT1-

Genexpression. Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse mit den verschiedenen 

Reporterstämmen, dass die Aktivität des OPT1-Promotors graduell mit zunehmender 

Größe der eingefügten Deletionen vermindert wurde. Dabei resultierten die relativ 

großen, schrittweise vorgenommenen Deletionen im Bereich von -1781 bis -1122 

bzw. zwischen -988 und -243 in relativ schwachen Veränderungen der Aktivität. 

Dagegen bewirkten kleinere Deletionen zwischen -1083 und -1018 eine dramatische 

Minderung. Im Vergleich zu der Deletion in SCOPT1G30A/B bewirkte eine 

zusätzliche Deletion von 31 Basen in den Stämmen SCOPT1G29A/B eine deutliche 

Abnahme der Fluoreszenz; von ca. 10-facher Hintergrundfluoreszenz auf ca. 6-fach. 

In einem weiteren Schritt sank die Fluoreszenz vom 6-fachen auf etwa das 2,5-fache, 

verursacht durch die Deletion von lediglich 34 weiteren Basen in den Stämmen 

SCOPT1G31A/B im Vergleich zu den Stämmen SCOPT1G29A/B. Somit scheint 

dieser Region zwischen -1083 und -1018, deren schrittweise Deletion eine 

Minderung der Fluoreszenz vom 10- zum 2,5-fachen der Hintergrundfluoreszenz 

bewirkte, eine außerordentlich wichtige Rolle bei der Induktion des OPT1-Gens 

zuzukommen. 

 

4.2.4 Vergleichende Sequenzanalyse der Promotoren von SAP2 und 
OPT1 

 

Mit Hinblick auf die erwähnte Co-Regulation der Gene SAP2 und OPT1 in 

C. albicans unter Beteiligung des Transkriptionsfaktors Stp1p, wurde in den 

untersuchten upstream-Bereichen beider Gene nach potentiellen Bindungsstellen für 

den Faktor Stp1p gesucht. Im Fall von S. cerevisiae gelang es bereits ein 

Bindungsmotiv für diesen Transkriptionsfaktor zu identifizieren. Dabei scheinen vor 
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allem zwei CGGC-Quartette von Bedeutung zu sein, die durch 3-4 Basen 

voneinander getrennt sind (Nielsen et al., 2001). Aufgrund der Verwandtschaft 

zwischen S. cerevisiae und C. albicans ist eine Nutzung eines vergleichbaren Motivs 

in C. albicans nicht auszuschließen. Die Suche nach CGGC-Sequenzen in dem 

Bereich 3,5 kb vor dem SAP2-Starcodon zeigte, dass hier mehrere solche Motive 

vorhanden sind. Dennoch scheinen diese nach dem Bindungsmotiv von S. cerevisiae 

als potentielle Bindungsstellen für Stp1p auszuscheiden, da zwischen ihnen jeweils 

weit mehr 100 bp liegen. Im Fall von OPT1 wurde in 2 kb vor dem Startcodon nur ein 

CGGC-Quartett identifiziert. Somit konnte in keinem der beiden untersuchten 

Promotoren eine Sequenz gefunden werden, die nach dem in S. cerevisiae 

identifizierten Bindungsmotiv für die Bindung von Stp1p in Frage kommt. 

Die Promotoranalyse von OPT1 mit Hilfe der GFP-Reporterstämme machte 

deutlich, dass der Bereich zwischen -1083 und -1018 für die Promotoraktivität eine 

bedeutende Rolle spielt. Sollte die beschriebene Co-Regulation von SAP2 und OPT1 

durch einen bestimmten Regulator vermittelt werden, könnte im SAP2-Promotor ein 

ähnlicher Abschnitt zu finden sein. Entsprechende Analysen wurden mit einem 

öffentlichen Internet-Werkzeug durchgeführt (http://www.ch.embnet.org/software 

/LALIGN_form.html). Damit gelang es im SAP2-Promotor zwei Bereiche zu 

identifizieren, die signifikante Ähnlichkeit mit dem genannten Bereich aus dem OPT1-

Promotor aufweisen. Die Lokalisation dieser Bereiche und die Übereinstimmungen 

sind in Abbildung 31 dargestellt. Interessanterweise liegen beide gefundenen 

Abschnitte im SAP2-Promotor in unmittelbarer Nachbarschaft. Zudem liegen sie in 

einer Region (-2057 bis -1818), die in den SAP2-Reporterstämmen S2FI19A/B 

deletiert wurde. Die Tatsache, dass diese Stämme keine Beeinträchtigung in der 

Expression des Reportergens zeigten, macht eine tragende Rolle dieser Region bei 

der SAP2-Induktion allerdings unwahrscheinlich. 

Möglicherweise spielt der Transkriptionsfaktor Stp1p bei der Induktion der Gene 

SAP2 und OPT1 eine indirekte Rolle. Dies würde bedeuten, dass andere Faktoren 

an die Promotoren dieser Gene binden, die vielleicht selbst von Stp1p reguliert 

werden. Um weitere potentielle Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren in den 

beiden Promotoren zu identifizieren, wurden die in den entsprechenden 

Reporterstämmen für SAP2 und OPT1 maximal deletierten Bereiche einer 

allgemeinen Computer-gestützten Analyse unterzogen. Viele der öffentlichen 

Werkzeuge, mit denen solche Untersuchungen durchgeführt werden können, 
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basieren auf Arbeiten mit dem Modellorganismus S. cerevisiae. Aufgrund des hohen 

Verwandtschaftsgrades von S. cerevisiae und C. albicans ist jedoch nicht 

ausgeschlossen, dass auch die Nutzung von S. cerevisiae-spezifischen Werkzeugen 

aufschlussreiche Einblicke in die Mechanismen von C. albicans erlaubt.  

 

  
 75.0% identity in 28 nt overlap (1472-1499:18-45); score:   77 E(10000):     68 
 

            1480      1490          

SAP2   TTTTTGTTATTTAGTATTTTGTTGTTGT 

       ::: ::: ::::  ::: :: :: :::: 

OPT1   TTTGTGTAATTTGATATATTTTTTTTGT 

        20        30        40      

 

 

  69.8% identity in 43 nt overlap (1675-1711:19-60); score:   70 E(10000): 2.6e+02 

 

         1680      1690      1700            1710  

SAP2   TTGTGGCTTATGGATATAGTTTTTTT------TGCATTCAAAT 

       :::::   : :: ::::: :::::::      ::: ::::::: 

OPT1   TTGTGTAATTTG-ATATATTTTTTTTGTGCCGTGCCTTCAAAT 

       20        30         40        50        60 

 

 

 

 

 

5`-OPT1: (-1083 bis -1018) 

5` AAATAAATTTCAGCGAGTTTGTGTAATTTGATATATTTTTTTTGTGCCGTGCCTTCAAATGGAAA 3` 

 

5`-SAP2: (-2212 bis -1712) 

5`GACAGATAACGTAAAAATGTGGATCCTCAATAAAATCTAAATCAAGAATTGCGCTCCAATGGAAAACTGTCAATCTTCTCTAATAATAAGA 
ACAATATCATATGATGGAGATATAGCCATAGTCAATGTTGGTTGGTTAACAAGTGGAAATTGCTTTTTTGTTATTTAGTATTTTGTTGTTGTTG 

TTGTTGTCAATTTATGGGCCGATCTGAAATTTCAAAAAGAAAAAAAAAGTAACGTATGCATGTACATGTCTTTGACCGCCTGAATCTCGATCTG 

ATCTCCTTTCGTTTTTCTTTTTTTTTTTTTTTTGCAGCTTTTTATTTAGAAACACTAATTGTAGTTGTTTCTGTTGTTGTTGTGGCTTATGGAT 

ATAGTTTTTTTTGCATTCAAATTACGTCCACCATTATTATTGTCTTTATCCTCGGGTCTAAAAATCTAATAAAAAAATAAAAACTAAACAAAAT 

TGAAAACGTCATATTTGTGAAATTTGTCAATGCA 3` 

Abbildung 31: Vergleichende Sequenzanalyse der upstream-Bereiche der C. albicans-Gene SAP2 
und OPT1. Die beiden Bereiche (SAP2: -3532 bis -123; OPT1: -1083 bis -1018) wurden mit dem 
LALIGN-Werkzeug (http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN_form.html), ohne Veränderung der 
Voreinstellungen verglichen. Dabei wurden im SAP2 upstream-Bereich zwei Sequenzen identifiziert, 
die hohe Ähnlichkeit mit der Sequenz im OPT1-Bereich aufweisen (oben). Die Originaldaten aus dem 
Sequenzvergleich sind oben dargestellt. Unten ist der gesamte untersuchte Bereich aus 5`-OPT1 und 
ein Teil der untersuchten 5`-SAP2-Region gezeigt. Die als ähnlich identifizierten Bereiche sind oben 
und unten jeweils in gleicher Farbe markiert. 

 

Speziell für das OPT1-Gen konnte durch die Promotoranalysen gezeigt werden, 

dass ein sehr großer Bereich an der Geninduktion beteiligt ist. Dabei scheinen 

mehrere Regionen, die über den gesamten untersuchten Bereich verteilt sind, die 

OPT1-Expression in kooperativer Weise zu steuern. Sollte dafür ein einzelner Faktor 

verantwortlich sein, müssten gleiche Bindungsstellen über den gesamten 

Promotorbereich verteilt sein. Diese Bindungsstelle müsste somit statistisch in der 

Promotorregion überrepräsentiert sein. Die Suche nach statistisch 
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überrepräsentierten Sequenzen wurden in den upstream-Bereichen beider Gene, 

SAP2 und OPT1, mit dem Internet-Werkzeug „RSA-tools-oligo-analysis“ 

(http://rsat.ulb.ac.be/rsat/) durchgeführt. Die dabei entdeckten Nukleotidsequenzen 

wurden mit einer S. cerevisiae-Datenbanken (http://www.yeastract.com/) verglichen. 

Dabei wurde festgestellt, dass die gefundenen Sequenzen hier mit keinem 

bekannten Transkriptionsfaktor in Verbindung gebracht werden können. 

Eine allgemeine Suche nach potentiellen Bindungsstellen in den untersuchten 

upstream-Bereichen von SAP2 und OPT1 wurde ebenfalls mit einem Werkzeug auf 

der Internetseite der yeastract-Datenbank durchgeführt („Find TFs Binding Sites“, 

http://www.yeastract.com/). Zum selben Zweck wurde auch das Computer-Programm 

MathInspector von Genomatix (http://www.genomatix.de) eingesetzt. Beide 

Werkzeuge identifizierten eine Vielzahl von möglichen Pilz- bzw. S. cerevisiae-

spezifischen Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren. Ein Hinweis auf einen 

definierten Faktor wurde jedoch aufgrund der Vielzahl potentieller Bindungsstellen 

und deren Verteilung über den gesamten Bereich nicht erhalten. 
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5 Diskussion 
 

Im Zuge der fortschreitenden medizinischen Entwicklung und dem daraus 

resultierenden Anstieg der Zahl abwehrgeschwächter Patienten haben 

opportunistisch humanpathogene Pilze als Krankheitserreger mittlerweile eine große 

Bedeutung erlangt. Um dieser Entwicklung gerecht zu werden, ist es unbedingt 

notwendig die Vorgänge und Mechanismen zu kennen, mit denen mikrobielle Erreger 

im menschlichen Körper Krankheiten auslösen können. Einer der häufigsten Erreger 

von Pilzinfektionen beim Menschen ist der Hefepilz Candida albicans. C. albicans 

verursacht nicht nur oberflächliche Schleimhautinfektionen, sondern auch tiefe, 

lebensbedrohliche Organmykosen. 

Von einigen bakteriellen Erregern ist bekannt, dass der Besitz einiger weniger 

spezifischer Virulenzfaktoren für deren Pathogenität hauptverantwortlich ist. Solche 

Faktoren sind oft Toxine wie z.B bei Vibrio cholerae. Für C. albicans sind solche 

dominanten Virulenzfaktoren nicht bekannt, vielmehr scheint hier die Pathogenität 

durch ein Zusammenspiel vieler Pathogenitäts-assoziierter Eigenschaften bedingt zu 

sein. Eine Reihe solcher Pathogenitätsfaktoren wurden in den letzten Jahren in 

C. albicans zunehmend auf molekularer Ebene identifiziert und charakterisiert 

(Navarro-Garcia et al., 2001; Brown et al., 2007). Neben der Adhärenz und dem 

polymorphem Wachstum von C. albicans gehört hierzu auch die Sekretion 

hydrolytischer Enzyme. Dabei wurden die sekretorischen Proteasen als besonders 

wichtig für die Pathogenität von C. albicans erkannt. Schon 1965 beobachtete 

F. Staib die extrazelluläre proteolytische Aktivität von C. albicans und konnte diese 

bereits mit der Virulenz des Erregers in Verbindung bringen (Staib, 1965; Staib 

1969). Grundsätzlich sind Proteasen für die Verwertung von Eiweißmolekülen als 

Stickstoffquelle wichtig und dienen daher auch dem Wachstum und der Vermehrung 

der Erreger (Staib, 1965). Darüber hinaus konnten den Proteasen weitere 

Pathogenitäts-relevante Eigenschaften zugeschrieben werden, z.B. eine Beteiligung 

an der Zerstörung von Wirtsbarrieren während der Invasion in Geweben (Colina 

et al., 1996; Morschhäuser et al., 1997) und am Abbau von Immunglobulinen und 

Komplementproteinen (Rüchel, 1986; Kaminishi et al., 1995). Eine Rolle bei der 

Adhärenz von C. albicans an Wirtsoberflächen wird für die Proteasen ebenfalls 

diskutiert (Watts et al., 1998). Inzwischen ist bekannt, dass C. albicans eine große 

Genfamilie besitzt, die für zehn sekretorische Aspartatproteasen (Saps) codiert 
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(Monod et al., 1994; Monod et al., 1998; Albrecht et al., 2006). Trotz der vielen 

Studien zur Erforschung der Saps ist jedoch die Rolle der sekretorischen Proteasen 

während der Infektion bis heute nicht vollständig aufgeklärt. 

 

5.1 Untersuchungen zur Rolle der sekretierten Aspartatproteasen 

in C. albicans 

 

Von den untersuchten C. albicans-Genen SAP1-SAP6 wird nur SAP5 auf 

vaginalem RHE signifikant induziert 

Um Einsichten in die Rolle der einzelnen Sap-Isoenzyme bei der Interaktion 

zwischen dem Erreger und dem Wirt zu gewinnen, wurde das Expressionsmuster der 

SAP-Gene während der Infektion schon früher von verschiedenen Arbeitsgruppen 

untersucht. Das für die in vivo-Analyse der SAP-Expression in C. albicans etablierte 

IVET-Reportersystem (Staib et al., 2000) wurde in dieser Arbeit erstmals in dem 

RHE-Infektionsmodell eingesetzt. Dadurch konnte die Anwendung dieses 

Reportersystems auch unter in vitro-Infektionsbedingungen gezeigt werden. Das 

IVET-System basiert auf einer irreversiblen Markerdeletion (MPAR-Marker) durch die 

site-spezifische Rekombinase FLP, die unter der Kontrolle des zu untersuchenden 

Zielgen-Promotors steht. Ein Vorteil des Reportersystems besteht darin, dass auch 

eine vorübergehende SAP-Induktion detektiert werden kann. Allerdings findet eine 

Markerdeletion erst dann statt, wenn der Zielgen-Promotor im Infektionsmodell in 

ausreichendem Maße aktiviert wurde. Dagegen wurde die Exzision des Markers 

unter Standardbedingungen, z.B. Wachstum von C. albicans in Vollmedium YPD, 

nicht beobachtet, da die SAP-Gene hier nicht signifikant exprimiert werden. Weiterer 

Vorteil des IVET-Systems liegt in der Möglichkeit die Aktivierung des Zielgen-

Promotors auf Einzelzellebene nachzuweisen. Die IVET-Methode erlaubt jedoch 

keine Quantifizierung der Genexpression. Vielmehr liefert das System lediglich eine 

ja/nein-Information darüber, ob bzw. in welchem Anteil innerhalb einer Zellpopulation 

das Zielgen über einen Schwellenwert aktiviert wurde, der für die Exzision des 

MPAR-Markers notwendig ist. Eine schwächere Promotorinduktion kann somit nicht 

nachgewiesen werden, was eine Limitierung der Sensitivität des IVET-Systems zur 

Folge hat. Der Vergleich des IVET-Systems mit dem wesentlich häufiger 

verwendeten GFP-Reportersystem hat gezeigt, dass die Sensitivitäten beider 
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Systeme sehr ähnlich sind. Beide Reporter zeigten in gleicher Weise die Induktion 

des SAP2-Promotors in YCB-BSA-Medium in allen Zellen der untersuchten 

Populationen. Diese wiederum korrelierte im zeitlichen Verlauf einer C. albicans-

YCB-BSA-Kultur mit dem Nachweis der SAP2-Expression mittels Northern-Analyse 

(Morschhäuser et al., 1998; Staib et al., 1999). Beide Reporter konnten auch die 

Induktion der Promotoren von SAP4 und SAP5 in C. albicans Zellen während der 

vaginalen Infektion von Mäusen nachweisen, während eine Expression von SAP2 

dabei mit keinem der beiden Systeme detektiert wurde (Taylor et al., 2005). Auch der 

Nachweis der Expression des phasenspezifisch exprimierten SAP1-Gens in opaque-

Zellen des C. albicans-Stammes WO-1 war mit Hilfe des GFP-Reportergens 

problemlos möglich (Strauß et al., 2001), während eine Expression dieses Gens in 

Derivaten des Modellstammes SC5314 mit Hilfe der IVET in unterschiedlichen 

in vivo-Infektionsmodellen nicht oder kaum detektiert werden konnte (Staib et al., 

2000). Die Expression von SAP1 und SAP2 auf vaginalem RHE wurde mit Hilfe 

qualitativer RT-PCR nachgewiesen (Schaller et al., 2003). Somit besteht die 

Möglichkeit, dass der in der vorliegenden Arbeit ausgebliebene Nachweis einer 

SAP1- und SAP2-Expression während der Infektion von vaginalem RHE auf die 

begrenzte Sensitivität des IVET-Systems zurückzuführen sein könnte. Umgekehrt 

könnte dies aber auch bedeuten, dass die Expression dieser Gene auf vaginalem 

RHE entsprechend schwach ist und eine pathogenetische Bedeutung angezweifelt 

werden kann. 

Von den analysierten C. albicans-Proteasegenen SAP1-SAP6 konnte in dieser 

Arbeit eine signifikante Expression auf vaginalem RHE nur für das SAP5-Gen 

beobachtet werden. Dieses Ergebnis stimmt mit den Beobachtungen in einem 

vaginalen Mausmodell überein. Hier konnte mittels IVET-Analyse gezeigt werden, 

dass SAP5 am stärksten und schon in frühen Infektionsstadien in C. albicans 

induziert wird (Taylor et al., 2005). Daneben wurde von Taylor und Kollegen auch 

eine später einsetzende, jedoch schwächere Induktion von SAP4 nachgewiesen. 

Dass diese SAP4-Induktion auf dem in vitro-Modell für vaginale Infektion mit 

demselben Reportersystem in C. albicans nicht zu sehen war zeigt, dass die Signale 

zur Induktion dieses Gens im RHE-Modell offensichtlich fehlen bzw. schwächer sind. 

Der Nachweis der Expression eines Gens gibt zwar einen Hinweis auf eine 

Bedeutung des Genproduktes unter den untersuchten Bedingungen, erlaubt aber 

keine Aussage darüber, ob es dabei eine essentielle Funktion ausübt. Es muss dabei 
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berücksichtigt werden, dass Gene auch ohne spezifische Induktion auf einem 

basalen Niveau exprimiert werden können. Besonders sensitive Methoden zur 

Detektion einer Genexpression, wie z.B. die qualitative RT-PCR, sind in der Lage, 

auch eine sehr schwache Expression eines Gens nachzuweisen, was die 

Interpretation entsprechender Ergebnisse erschwert. Auch quantitative Methoden, 

z.B. qRT-PCR (quantitative real-time PCR), mit denen die Stärke der Expression 

eines Gens erfasst werden kann, erlauben ebenfalls keine eindeutige Aussage über 

die Relevanz eines exprimierten Gens. Zuletzt bleibt bei der Interpretation von 

Genexpressionsanalysen auch immer die Frage, ab welcher Expressionsstärke eines 

Gens eine biologische bzw. bei putativen Virulenzgenen eine pathogenetische 

Bedeutung gegeben ist. Ebenso wie ein positiver Nachweis muss natürlich auch das 

Ausbleiben der Expression eines Gens kritisch betrachtet werden.  

Eine andere Möglichkeit zur Überprüfung der Bedeutung eines Gens besteht in 

dessen Inaktivierung und der phänotypischen Analyse der entsprechenden 

Mutanten. Aufgrund der bereits erläuterten Probleme mit früher hergestellten 

C. albicans-sap∆-Mutanten wurden im Rahmen dieser Arbeit Deletionsmutanten 

einzelner bzw. mehrerer SAP-Gene im Hintergrund des wildtypischen C. albicans-

Stammes SC5314 hergestellt und diese dann im Vergleich zum Ausgangsstamm 

phänotypisch charakterisiert. 

 

Konstruktion und Überprüfung der C. albicans-sap∆∆∆∆-Deletionsmutanten 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Konstruktion einer umfassenden 

Sammlung von Deletionsmutanten spezifischer SAP-Gene im wildtypischen 

C. albicans-Stamm SC5314 vorgenommen. Dabei wurden sowohl Einzelmutanten für 

die Gene SAP1-SAP6 als auch Triplemutanten für die Gene SAP1-SAP3 und SAP4-

SAP6 hergestellt. Die Isogene dieser Untergruppen weisen untereinander jeweils 

eine sehr hohe Homologie auf (Naglik et al., 2003a). Außerdem wurden zur 

Vervollständigung der Mutantensammlung alle möglichen Doppelmutanten innerhalb 

der beiden Untergruppen konstruiert. Zur Überprüfung der korrekten Integration des 

Mutagenese-Konstrukts ins Genom der transformierten C. albicans-Stämme wurden 

alle Transformanten in dieser Arbeit mit mindestens zwei verschiedenen DNA-

Sonden mittels Southern-Hybridisierung untersucht. Auf die gleiche Weise wurde 

auch die Exzision des Selektionsmarkers aus dem Genom der Transformanten 

überprüft. Um unspezifische Effekte während der Mutagenese auszuschließen, 
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wurden sämtliche Transformanten unabhängig je zweimal hergestellt und 

phänotypisch charakterisiert. 

 

 Die konstruierten C. albicans-Deletionsmutanten verhalten sich in Wachstum 

und Filamentierung wie der Wildtyp 

Bei der genetischen Manipulation von C. albicans können auch unspezifische 

Genomveränderungen auftreten. Um grundlegende Veränderungen der 

Transformanten zu detektieren, die nicht im Zusammenhang mit der Deletion des 

betreffenden Gens stehen sollten, wurden die hergestellten C. albicans-

Transformanten phänotypisch untersucht. Dazu wurden alle hergestellten Stämme 

bezüglich ihres Wachstums in Vollmedium und ihrer Fähigkeit zur Filamentierung 

unter bekannten hypheninduzierenden Bedingungen analysiert. In einem Fall, in 

denen sich die beiden unabhängig konstruierten, identischen Mutanten 

unterschiedlich verhielten, wurden diese Mutanten erneut hergestellt und 

phänotypisch untersucht. Es zeigte sich, dass sich die neukonstruierten Stämme 

unter den getesteten Bedingungen genauso verhielten wie alle anderen Mutanten. 

Letztendlich waren alle in die Sammlung aufgenommenen sap∆-Deletionsmutanten 

bezüglich Wachstum und Filamentierung mit dem Ausgangsstamm SC53214 

vergleichbar. 

 

Die beiden SAP2-Allele werden im Stamm SC5314 differenziell reguliert 

Staib und Kollegen (Staib et al., 2002) wiesen im C. albicans-Stamm CAI4 eine 

differentielle Regulation der beiden SAP2-Allele nach. So konnte gezeigt werden, 

dass dieser Stamm die Fähigkeit zum Wachstum auf BSA als alleiniger 

Stickstoffquelle verliert, wenn spezifisch das Allel SAP2-2 inaktiviert ist. Dagegen 

wuchsen Transformanten, bei denen das Allel SAP2-1 deletiert wurde, unter diesen 

Bedingungen vergleichbar wie der Wildtyp. Während der Mutagenese des SAP2-

Gens im Stamm SC5314 wurden in der vorliegenden Arbeit die heterozygoten SAP2-

Mutanten ebenfalls bezüglich einer solchen differentiellen Regulation der beiden 

SAP2-Allele überprüft.  

In YCB-BSA-Medium zeigte die heterozygote SAP2-Mutante SAP2MS2A, in der 

das Allel SAP2-1 deletiert wurde, nach 48 h ein vergleichbares Wachstum wie der 

Wildtyp. Dagegen verhielt sich die heterozygote Mutante SAP2MS2B (Allel SAP2-2 

inaktiviert) wie die beiden homozygoten sap2∆-Mutanten SAP2MS4A bzw. 
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SAP2MS4B, die in diesem Medium nicht signifikant wachsen konnten. Dieses 

Ergebnis zeigt, dass wie im Stamm CAI4 auch im Wildtyp SC5314 die beiden SAP2-

Allele differentiell reguliert werden. Da der C. albicans-Stamm CAI4 ein Derivat des 

Stammes SC5314 ist, ist dieses Ergebnis nicht überraschend. Dennoch bestätigt 

diese Beobachtung die Ergebnisse von Staib et al. und lässt annehmen, dass 

während der Stammkonstruktion der sap2∆-Mutanten offensichtlich keine 

unvorhergesehenen genomischen Veränderungen auftraten. 

Der Wachstumsdefekt der homozygoten sap2∆-Mutanten in YCB-BSA-Medium 

konnte durch die Reintegration einer funktionellen Genkopie in den SAP2-2-Lokus 

komplementiert werden. Mit Hinblick auf die differentielle Regulation der beiden 

SAP2-Allele wurde dazu ein Komplementationskonstrukt verwendet, das neben der 

codierenden Region des SAP2-2-Allels auch die SAP2-2-spezifischen upstream-

Bereiche enthält. 

 

Die sap4∆∆∆∆ sap5∆∆∆∆ sap6∆∆∆∆-Deletionsmutanten bilden Sap2p in gleicher Weise wie 

der Stamm SC5314 

Die Fähigkeit der hergestellten sap4∆ sap5∆ sap6∆-Triplemutanten zur 

Sekretion von Sap2p wurde ebenfalls in YCB-BSA-Medium überprüft. Hintergrund 

dieser Analysen waren die Beobachtungen von Sanglard und Kollegen (Sanglard 

et al., 1997). Dabei wurde beschrieben, dass eine von einem auxotrophen 

Laborstamm abgeleitete sap4∆ sap5∆ sap6∆-Mutante in YCB-BSA-Medium ein stark 

vermindertes Wachstumsvermögen aufweist. Dieser Phänotyp wurde auf eine Rolle 

der Gene SAP4-SAP6 für die Aktivierung des SAP2-Gens in C. albicans 

zurückgeführt. Der beschriebene Phänotyp konnte jedoch für die in der vorliegenden 

Arbeit hergestellten sap4∆ sap5∆ sap6∆-Mutanten nicht bestätigt werden. Vielmehr 

konnte gezeigt werden, dass die Stämme SAP456MS4A und SAP456MS4B in YCB-

BSA-Medium ein vergleichbares Wachstum zeigten wie der Wildtyp SC5314, 

während die homozygoten sap2∆-Mutanten SAP2MS4A und SAP2MS4B 

erwartungsgemäß weitaus schlechter wuchsen. Außerdem wurden die sekretierten 

Sap2p-Mengen der verschiedenen Stämme durch die Untersuchung der 

Kulturüberstände mit Proteingelen abgeschätzt. Damit wurde gezeigt, dass die 

sap4∆ sap5∆ sap6∆-Mutanten Sap2p in vergleichbarer Menge wie der Wildtyp 

sekretierten und das BSA im Medium nach 48 h vollständig abgebaut war. Dagegen 

wurde ein Abbau des BSA in YCB-BSA-Kulturen der sap2∆-Mutanten nicht 
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beobachtet, wobei auch die Sap2-Protease im Überstand nicht nachweisbar war. 

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die in dieser Arbeit konstruierten 

sap4∆ sap5∆ sap6∆-Triplemutanten Sap2p normal exprimieren können, und dass 

diese Expression nicht von den Genen SAP4-SAP6 abhängig ist. 

 

Die sekretorischen Aspartatproteasen sind nicht für die Schädigung 

epithelialer HEp-2-Zellen durch C. albicans verantwortlich 

Die mit humanen HEp-2-Zellen durchgeführten Experimente zeigten, dass 

C. albicans in der Lage ist, diese Zellen zu zerstören und dass diese Schädigung 

quantitativ mit einem kommerziellen Zytotoxizitätstest erfasst werden kann. 

Die Analyse der sap∆-Triplemutanten in diesen in vitro-Infektionsexperimenten 

verdeutlichte, dass sowohl die sap1∆ sap2∆ sap3∆-Triplemutanten als auch die 

sap4∆ sap5∆ sap6∆-Triplemutanten eine vergleichbare Schädigung der HEp-2-

Zellen verursachten wie der Wildtyp SC5314. Damit übereinstimmend konnte zudem 

gezeigt werden, dass bei Infektion der HEp-2-Zellen mit dem C. albicans Stamm 

SC5314 in An- bzw. Abwesenheit des Proteaseinhibitors Pepstatin A eine 

vergleichbar starke Wirtszellschädigung zu beobachten war. In dazu durchgeführten 

Experimenten wurde eine Pepstatin A-Konzentration von 15 µM eingesetzt. In einer 

anderen Studie wurde bereits in Anwesenheit der ca. halben Konzentration eine 

Inhibition der individuellen Saps nachgewiesen (Staib et al., 2008). Sollten die Saps 

bei der HEp-2-Zellschädigung eine pathogenetisch wichtige Rolle spielen, hätte 

demnach in Anwesenheit von Pepstatin A während der Infektion mit C. albicans eine 

verminderte Schädigung detektiert werden sollen. 

 

Invasion und Gewebeschädigung in rekonstituiertem humanem Epithel ist 

nicht von den sekretorischen Aspartatproteasen abhängig 

Um die Beteiligung der sekretorischen Aspartatproteasen an der Invasion von 

C. albicans in epitheliale Gewebe zu untersuchen, wurden zunächst sap∆-

Einzelmutanten der Gene SAP1-SAP6 auf oralem RHE untersucht. Die 

lichtmikroskopischen Untersuchungen ergaben, dass die Zellen dieser Mutanten-

Stämme in gleicher Weise in das in vitro gezüchtete Gewebe eingewandert waren 

wie Zellen des Wildtyp SC5314. Dabei wurde nach 24h, 48h bzw. 72h beobachtet, 

dass die Gewebeschädigung und die Zahl der Pilzzellen im zeitlichen Verlauf 

zunahmen, bei Infektion mit Mutanten bzw. Wildtyp jedoch kein Unterschied auftrat. 
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Die Fragestellung, ob bei der Deletion einzelner SAP-Gene Redundanzen 

auftreten wurde zunächst durch Infektionsversuche mit vaginalem RHE geprüft, um 

die Ergebnisse besser mit den durchgeführten SAP-Genexpressionsstudien auf 

vaginalem RHE vergleichen zu können. Die lichtmikroskopische Untersuchung der 

Invasion von sap∆-Triplemutanten in das RHE erfolgte in diesen Versuchen erst 

nach 48h. Dabei stellte sich ebenfalls heraus, dass die sap1∆ sap2∆ sap3∆-

Triplemutanten (SAP123MS4C und SAP123MS4D) und die sap4∆ sap5∆ sap6∆-

Triplemutanten (SAP456MS4A und SAP456MS4B) eine vergleichbare Invasion des 

RHEs aufwiesen wie der Wildtyp SC5314. Die Beobachtung, dass die sekretorischen 

Aspartatproteasen für diese Invasion von C. albicans in vaginales RHE offensichtlich 

keine Rolle spielen, wurde auch durch Experimente mit Pepstatin A bestätigt. Wie 

schon bei der Infektion von humanen HEp-2-Zellen mit C. albicans, hatte auch hier 

die Anwesenheit von 15 µM Pepstatin A keinen Einfluss auf die Invasion der Zellen 

des Wildtyps SC5314 in das RHE. 

Die Ergebnisse, die durch die lichtmikroskopische Begutachtung der 

Gewebeinvasion erzielt wurden, konnten durch die Messung der aus den 

Gewebezellen freigesetzten Laktatdehydrogenase-Menge unterstützt werden. 

Entsprechende Versuche an oralem und vaginalem RHE ergaben übereinstimmend, 

dass die von den verschiedenen getesteten sap∆-Mutanten verursachte LDH-

Freisetzung mit der vergleichbar war, die durch den Wildtyp SC5314 verursacht 

wurde. Messungen nach 24h und zwischen 24h und 48h zeigten zudem, dass in den 

ersten 24h insgesamt weniger LDH freigesetzt wurde als im Zeitraum danach. Dies 

könnte zum einen auf die beobachtete Vermehrung der C. albicans-Zellen auf dem 

RHE zurückgeführt werden. Zum anderen besteht auch die Möglichkeit, dass sich die 

C. albicans-Zellen zunächst an die speziellen Bedingungen im RHE anpassen und 

die Lyse der epithelialen Zellen erst zu einem späteren Zeitpunkt einsetzt. Ein 

Rückgang der durch den wildtypischen Stamm verursachten LDH-Freisetzung 

konnte bei der Zugabe von Pepstatin A nicht festgestellt werden. Dies bestätigt die 

bei den lichtmikroskopischen Versuchen gemachte Beobachtung, dass die Invasion 

ins Gewebe durch Pepstatin A nicht beeinträchtigt wird. 

Aus der Analyse der Einzel- und der Triplemutanten war es somit nicht möglich, 

die in früheren Arbeiten nachgewiesene, wichtige Rolle der C. albicans-SAP-Gene 

bei der Invasion in RHE zu bestätigen. Frühere Erkenntnisse beruhen zum einen auf 

RT-(reverse Transkriptase)-PCR-Analysen von oralem RHE, das ebenfalls mit dem 
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Stamm SC5314 infiziert wurde (Schaller et al., 1998). Obwohl bei Verwendung der 4-

fachen Infektionsdosis (im Vergleich zu Experimenten in der vorliegenden Arbeit) die 

Autoren die Expression von SAP1 und SAP3 erst nach einer Infektionsdauer von 42h 

nachweisen konnten, wurde daraus eine wichtige Funktion dieser Gene bei der 

Invasion in das RHE abgeleitet. Zu einem noch späteren Zeitpunkt wurde die 

Expression der Gene SAP2, SAP6 und SAP8 festgestellt. Heute gilt die qualitative 

RT-PCR als weniger geeignet zur Detektion einer Genexpression, da diese Methode 

keine Aussage über die Stärke der Aktivierung liefert, was zu Fehlinterpretationen 

führen kann. Darüber hinaus ist bekannt, dass für den Nachweis bzw. die Menge 

eines PCR-Produktes in PCR-Reaktionen die Bindung der jeweils verwendeten 

Primer ausschlaggebend ist. Weisen die Primerpaare zur Detektion verschiedener 

Gene unterschiedliche Bindungsstärken auf, wird die Expression der jeweiligen Gene 

auch mit unterschiedlichen Sensitivitäten detektiert. Aus diesem Grund werden heute 

bei der Durchführung solcher Experimente die Effizienzen aller verwendeten Primer 

im Vorfeld überprüft und bei Bedarf in die Auswertung miteinbezogen. 

In einer weiteren Arbeit von Schaller et al. (Schaller et al., 1999) wurde versucht 

die beschriebenen Ergebnisse zu bestätigen. Durch spezifische Antikörper konnten 

große Mengen von Sap1p-Sap3p in infiziertem oralen RHE nachgewiesen werden, 

während die Enzyme Sap4p-Sap6p in weitaus geringeren Mengen detektiert wurden. 

Außerdem beobachteten die Autoren eine verminderte Fähigkeit von sap1∆-, sap2∆- 

bzw. sap3∆-Einzelmutanten in das RHE einzuwandern, wobei dieser Effekt bei 

sap1∆ sap3∆-Doppelmutanten noch stärker war. Eine sap4∆ sap5∆ sap6∆-

Triplemutante zeigte dagegen annähernd den gleichen Phänotyp wie der Wildtyp 

SC5314. Dessen Invasion in das orale RHE konnte von Schaller und Kollegen 

allerdings durch die Zugabe von bis zu 15 µM Pepstatin A teilweise verhindert 

werden, was ebenfalls im Widerspruch zu den in der vorliegenden Arbeit erzielten 

Ergebnissen steht. 

Eine weitere Studie analysierte die Rolle der C. albicans-Saps während der 

Infektion von vaginalem RHE (Schaller et al., 2003). Ebenfalls durch RT-PCR wurde 

hier gezeigt, dass bereits nach einer Infektionsdauer von 6h SAP2, SAP9 und SAP10 

in den Pilzzellen exprimiert werden. Nach 12h war zusätzlich SAP1 und schwächer 

SAP4 und SAP5 nachweisbar. Nach 24h waren alle SAP-Gene mit Ausnahme von 

SAP3 und SAP8 signifikant induziert. Diese Ergebnisse unterscheiden sich nicht nur 

von den in der vorliegenden Arbeit gezeigten Ergebnissen, sondern lassen sich auch 
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nur schwer mit den Ergebnissen von Schaller und Kollegen aus dem Jahr 1998 

(Schaller et al., 1998) korrelieren. Äußerst auffällig ist dabei, dass in den beiden 

Studien zur Detektion derselben Gene über RT-PCR unterschiedliche Primerpaare 

verwendet wurden, wobei die Effizienz der verwendeten Primerpaare nur in der 

Studie von 2003 überprüft wurde. Entsprechend kritisch sollten daher die Ergebnisse 

aus dem Jahr 1998 betrachtet werden. Parallel zu den Genexpressionsstudien 

während der Infektion von vaginalem RHE wurden in der Arbeit von Schaller aus 

2003 auch die durch die Infektion verursachten morphologischen Veränderungen des 

Gewebes beobachtet. Auch hier wurde eine verminderte Invasion des RHE durch 

den Wildtyp SC5314 bei Zugabe von 15 µM Pepstatin A nachgewiesen. Daneben 

zeigten auch in diesem Infektionsmodell die beschriebenen sap1∆- und sap2∆-

Einzelmutanten eine eingeschränkte Fähigkeit zur Invasion und Schädigung des 

Gewebes. Die Untersuchung des SAP-Genexpressionsprofils in diesen 

Einzelmutanten zeigte, dass in diesen Stämmen andere SAP-Gene (SAP3, SAP4 

und SAP7) auf dem RHE induziert wurden. Die Frage, ob diese Expression anderer 

SAP-Gene auf die jeweilige Deletion eines spezifischen SAP-Gens zurückzuführen 

war, oder aber durch unspezifische Veränderungen ausgelöst wurde, bleibt in der 

Studie unbeantwortet. Allerdings besteht dennoch die Möglichkeit, dass in 

C. albicans-Zellen der sap∆-Mutanten kompensatorisch andere SAP-Gene 

hochreguliert werden könnten. 

 

Die sap∆∆∆∆-Triplemutanten sind während der disseminierenden Infektion im 

Mausmodell genauso virulent wie der Wildtyp 

Die Virulenz der hergestellten sap∆-Triplemutanten wurde in einem Mausmodell 

einer disseminierenden Infektion mit der des wildtypischen Ausgangsstammes 

SC5314 verglichen. Dazu wurde den Mäusen eine definierte Zahl von C. albicans-

Zellen der verschiedenen Stämme in die Schwanzvene injiziert, die Kaplan-Meier-

Überlebenskurven aufgezeichnet und diese statistisch ausgewertet. In zwei 

unabhängigen Versuchen wurden zwei verschiedene Infektionsdosen untersucht. 

Neben 1·106 C. albicans-Zellen pro Maus wurde auch eine Dosis von 5·105 Zellen 

pro Maus verwendet. Dass die Infektionsdosis bei einer disseminierenden 

Candidiasis in der Maus auf die Aktivierung der SAP-Gene Einfluss nehmen kann, 

wurde in einer früheren Arbeit beschrieben. Hier wurde gezeigt, dass das SAP2-Gen 

bei einer höheren Infektionsdosis stärker induziert wurde als bei einer niedrigeren. 
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Unterschiede traten auch bei der Aktivierung von SAP5 und SAP6 auf. Allerdings 

waren diese Gene bei niedrigeren Infektionsdosen stärker induziert als bei höheren 

(Staib et al., 2000). 

In den hier durchgeführten Maus-Experimenten zeigte keine der getesteten 

sap∆-Triplemutanten eine im Vergleich zum Wildtyp SC5314 verminderte Virulenz. 

Weder bei einer Infektionsdosis von 1·106 Zellen/Maus noch bei 5·105 Zellen/Maus 

überlebten die Tiere das Experiment bei Infektion mit Zellen der Mutanten über einen 

längeren Zeitraum als nach Infektion mit Zellen des Wildtyps. Interessanterweise 

zeigte die statistische Auswertung, dass sich die sap4∆ sap5∆ sap6∆-Triplemutante 

SAP456MS4A bei einer Infektionsdosis von 5·105 Zellen/Maus sogar aggressiver als 

die anderen Triplemutanten und der Wildtyp verhielt. Zwar wurde bereits zuvor 

festgestellt, dass eine sap4∆ sap5∆ sap6∆-Mutante auf oralem RHE eine verstärkte 

histologische Schädigung verursacht als der Wildtyp SC5314 (Schaller et al., 1999), 

jedoch kann durch den hier beobachteten Effekt nicht von einer gesteigerten Virulenz 

der sap4∆ sap5∆ sap6∆-Triplemutante ausgegangen werden. Die Verläufe der 

Kaplan-Meier-Kurven legen nahe, dass auch bei der Infektionsdosis von 5·105 

Zellen/Maus alle Gruppen infizierter Tiere im gleichen Zeitraum verstarben. Die dabei 

beobachteten leichten Unterschiede können vom angewandten statistischen 

Auswertungsverfahren überbewertet sein, zumal die einzelnen Versuchsgruppen mit 

jeweils 6 Mäusen sehr klein sind. Darüber hinaus trat diese möglicherweise 

verstärkte Virulenz nur bei einer der beiden sap4∆ sap5∆ sap6∆-Triplemutanten auf. 

Sollte der Effekt spezifisch durch die Deletion der Gene verursacht sein, sollte er 

auch beim Stamm SAP456MS4B erkennbar sein, insbesondere da sich die beiden 

Stämme SAP456MS4A und SAP456MS4B in zahlreichen Experimenten zuvor 

identisch verhielten. Dennoch muss die Möglichkeit unspezifisch auftretender 

Veränderungen in entsprechenden Transformanten bei der Mutagenese immer 

berücksichtigt werden. Folglich könnte in einem der beiden Stämme eine solche 

Veränderung aufgetreten sein, die sich erst unter diesen in vivo-

Infektionsbedingungen phänotypisch bemerkbar macht. 

Anders als in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, wird, begründet 

durch zahlreiche ähnliche Versuche, bis heute von einer ausschlaggebenden 

Beteiligung der Saps bei der Virulenz von C. albicans im Tiermodell ausgegangen. 

Die Rolle der Gene SAP1-SAP3 bei der disseminierenden Infektion in Mäusen und 

Meerschweinchen wurde von Hube und Kollegen ebenfalls unter der Verwendung 
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von Deletionsmutanten eingehend untersucht (Hube et al., 1997). Nach der 

intravenösen Injektion der Pilzzellen in die Blutbahn der Versuchstiere wurden dabei 

ebenfalls log-rank-Tests zur statistischen Auswertung des Sterbeverhaltens der 

Tiere, aber auch Analysen der Besiedelung einzelner Organe durchgeführt. Dabei 

wurde beobachtet, dass sich Einzelmutanten der genannten Gene in beiden 

Tiermodellen deutlich weniger aggressiv als der Stamm SC5314 verhielten. Auf 

ähnliche Weise wurde auch die Bedeutung der Gene SAP4-SAP6 für die Infektion 

untersucht (Sanglard et al., 1997). Tierexperimente mit einer Triplemutante zeigten 

ebenfalls in Mäusen und in Meerschweinchen eine verminderte Virulenz der Mutante 

im Vergleich zum Wildtyp. 

Die von Hube et al. bzw. Sanglard et al. beschriebenen Deletionsmutanten 

wurden später auch auf ihr Verhalten in einem murinen Peritonitis-Modell überprüft. 

In dieser Studie wurde gezeigt, dass Freisetzung von organspezifischen Enzymen 

ins Blut der infizierten Mäuse mit der histologisch beobachteten Invasion in die 

verschiedenen Organe korrelierte. Entsprechend wurde die Virulenz der 

verschiedenen getesteten C. albicans-Stämme bewertet (Kretschmar et al., 1999). 

Auf diese Weise wurde eine verminderte Virulenz der sap4∆ sap5∆ sap6∆-

Triplemutante erkannt, während bei Infektionen mit Zellen der Einzelmutanten in den 

Genen SAP1-SAP3 vergleichbare Enzymmengen im Blut der Versuchstiere bestimmt 

wurden wie bei Infektion mit dem Wildtyp SC5314. Außerdem wurde hier gezeigt, 

dass die vom Wildtyp verursachte Ausschüttung der organspezifischen Enzyme 

durch die Behandlung der Mäuse mit Pepstatin A reduziert werden kann, was für 

eine Beteiligung der Saps an der C. albicans-Infektion sprechen könnte. 

 

Die Untersuchung der sap∆∆∆∆-Deletionsmutanten führte zu wesentlich anderen 

Ergebnissen als frühere Arbeiten 

Eine Bedeutung der Gene SAP1 und SAP2 bei der Invasion von C. albicans in 

vaginales RHE, ebenso wie die von SAP1-SAP3 bei der Infektion von oralem RHE 

konnte in der vorliegenden Arbeit nicht bestätigt werden. Dagegen wurde 

offensichtlich, dass auch die Deletion der SAP-Gen-Untergruppen SAP1-SAP3 bzw. 

SAP4-SAP6 im wildtypischen C. albicans-Stamm SC5314 keine verminderte Virulenz 

der entsprechenden Stämme in RHE-Infektionsmodellen zur Folge hatte. Ähnliches 

trifft auch auf die intravenöse Infektion von Mäusen mit den sap∆-Triplemutanten zu. 
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Dagegen wiesen C. albicans sap∆-Deletionsmutanten aus älteren Studien auch in 

diesem Modell deutliche Virulenzdefekte auf.  

Für die beobachteten Diskrepanzen in den Ergebnissen dieser und früherer 

Arbeiten können verschiedene Faktoren verantwortlich sein. Das RHE als 

Infektionsmodell für Candida-Mykosen wurde als außerordentlich reproduzierbar 

beschrieben (Naglik et al., 2003a). Trotzdem könnten bei der Verwendung dieses 

Modells in verschiedenen Studien Unterschiede in der Handhabung auftreten, die 

sich letztlich in verschiedenen Ergebnissen äußern. So beschrieben Schaller und 

Kollegen die Möglichkeit, die Invasion des Wildtypstamms SC5314 in orales RHE mit 

der Zugabe von Pepstatin A inhibieren zu können (Schaller et al., 1999). Obwohl in 

der vorliegenden Arbeit die dabei angegebenen Versuchsbedingungen eingehalten 

wurden, unter Verwendung derselben Materialien sowie desselben C. albicans-

Ausgangsstammes, konnten die Ergebnisse von Schaller et al. nicht reproduziert 

werden. Trotz möglicher unspezifischer experimenteller Unterschiede konnte jedoch 

auch in der vorliegenden Arbeit die Funktionalität des RHE-Modells gezeigt werden. 

Anders als die sap∆-Deletionsmutanten verhielt sich eine efg1∆-Mutante, die in 

einem ähnlichen epithelialen Invasionsmodell als nicht-invasiv beschrieben wurde 

(Dieterich et al., 2002), auch in der vorliegenden Arbeit im RHE-Modell als nicht-

invasiv. Demnach scheinen für die unterschiedlichen Ergebnisse der vorliegenden 

und früheren Arbeiten insbesondere Unterschiede im Verhalten der jeweils 

verwendeten sap∆-Mutanten verantwortlich zu sein. So konnte hier z.B. auch gezeigt 

werden, dass ausschließlich SAP2, aber keines der anderen untersuchten SAP-

Gene, für das Wachstum von C. albicans in YCB-BSA-Medium notwendig ist. 

Abweichend davon kamen Sanglard und Kollegen zu dem Ergebnis, dass eine 

sap4∆ sap5∆ sap6∆-Triplemutante, vergleichbar wie eine sap2∆-Einzelmutante, in 

YCB-BSA-Medium nicht wachsen kann (Sanglard et al., 1997). Der Grund für diese 

phänotypischen Unterschiede früherer und der hier konstruierten sap∆-Mutanten 

könnte in der zur Herstellung der jeweiligen Stämme verwendeten 

Mutagenesemethode liegen. Alle früheren spezifischen sap∆-Mutanten in C. albicans 

wurden unter Zuhilfenahme der URA-Blaster-Methode in dem auxotrophen 

Laborstamm CAI4 abgeleitet. Dagegen wurden in dieser Arbeit erstmalig sap∆-

Mutanten unter Verwendung der SAT1-Flipperstrategie im C. albicans-Wildtypstamm 

SC5314 hergestellt. Am Beispiel des HWP1-Gens, das für ein hyphenspezifisches 

Adhäsin codiert und das mit der Virulenz von C. albicans in Verbindung gebracht 
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wurde, konnte schon früher gezeigt werden, dass die Verwendung der URA-Blaster-

Methode bei der Mutagenese zu Veränderungen des Phänotyps der Transformanten 

führen kann, die nicht in direktem Zusammenhang mit der Geninaktivierung stehen 

(Sharkey et al., 2005). Sharkey und Kollegen haben in ihrer Arbeit gezeigt, dass die 

hisG-Sequenzen, die den URA3-Selektionsmarker flankieren, die Expression des 

Selektionsmarkers beeinflussen können. Dies ist von besonderer Bedeutung, da 

ura3-negative C. albicans-Stämme avirulent sind. So konnte nachgewiesen werden, 

dass ein negativer Einfluss auf die URA3-Expression für den früher beschriebenen 

Phänotyp einer hwp1∆-Mutante verantwortlich zu sein scheint, während der Einfluss 

der HWP1-Deletion eher gering ist. Vergleichbare Effekte wie beim HWP1-Gen 

könnten auch bei den früheren sap∆-Mutanten für deren Virulenzdefekte 

verantwortlich sein. Solche Effekte können bei den in dieser Arbeit konstruierten 

Mutanten im Wildtyp ausgeschlossen werden. Hier wurde ein dominanter 

Selektionsmarker für die Transformation verwendet, der nach der Mutagenese 

wieder spezifisch aus dem Genom entfernt wurde. Die hergestellten Mutanten 

unterscheiden sich vom Wildtyp somit ausschließlich durch das Fehlen der 

deletierten Gene und dem Verbleib einer 34 Basenpaare großen FRT-site im 

entsprechenden Lokus. Im Gegensatz zu der hier verwendeten SAT1-

Flipperstrategie erfolgt die Negativselektion ura3-defizienter heterozygoter Mutanten 

bei der URA-Blaster-Methode unter Verwendung der toxischen Substanz 5-

Fluororotsäure. Dass dieser Giftstoff zu unspezifischen Veränderungen im Genom 

C. albicans-Zellen führen kann, ist heute bekannt (Wellington und Rustchenko, 

2005). 

 

Die Rolle der einzelnen Saps bei der Virulenz von C. albicans bleibt weiterhin 

unklar 

Aus den in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Erkenntnissen ist es nicht 

möglich, eine Funktion für die einzelnen Saps von C. albicans abzuleiten. Vielmehr 

wird deutlich, dass Ergebnisse zur Bedeutung der sekretierten Aspartylproteasen 

offensichtlich vom jeweils verwendeten Infektionsmodell bzw. dessen Handhabung 

abhängig sind. Bezüglich der Analyse der Invasion und Gewebeschädigung bleibt 

letztlich unklar, welche der individuellen Saps bei diesem pathogenetisch wichtigen 

Infektionsschritt maßgeblich beteiligt sind. Beispielsweise wurde bei Untersuchungen 

zur Interaktion von Einzelmutanten der Gene SAP1-SAP3 mit Endothel-Zellen 
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herausgefunden, dass auschließlich Sap2p, aber nicht Sap1p oder Sap3p, an der 

Zerstörung endothelialer Zellen beteiligt zu sein scheint (Ibrahim et al., 1998). Eine 

weitere Studie von Villar und Kollegen (Villar et al., 2007) zeigt, dass die Invasion 

von C. albicans in orale Schleimhäute von einem Protease-vermittelten Abbau des E-

cadherins mitverursacht ist. In dieser Studie wurde Sap5p eine besondere Rolle 

zugewiesen, da hier der Invasions-Defekt einer rim101∆-Mutante, die kaum noch 

SAP4-SAP6 exprimierte, durch die künstliche Expression von SAP5 kompensiert 

werden konnte. Eine besondere Rolle von SAP5 wurde auch durch IVET-Analysen in 

verschiedenen Infektionsmodellen, darunter auch der Schleimhautinfektion, bestätigt 

(Staib et al., 2000; Taylor et al., 2005). Als unabhängig von der Beteiligung jeglicher 

Saps wurde ein weiterer Mechanismus beschrieben, der die Invasion von C. albicans 

in Endothel- und Epithelzellen vermittelt (Phan et al., 2007). Dabei wurde beobachtet, 

dass C. albicans durch die Präsentation eines Oberflächenmoleküls (Als3p) die 

eigene Endozytose durch die humanen Zellen induziert, was letztlich zur Zerstörung 

der humanen Zellen führt. 

Ebenso wie die Untersuchungen auf rekonstituiertem humanem Epithel erlaubte 

auch die Verwendung eines murinen in vivo-Infektionsmodells keinen Rückschluss 

auf die Rolle einzelner Saps bei der Infektion. Obwohl die konstruierten sap∆-

Triplemutanten im Mausmodell keinen Virulenzdefekt zeigten, darf daraus nicht 

geschlossen werden, dass die Saps nicht zur Pathogenität von C. albicans beitragen. 

Dafür spricht auch, dass die in der vorliegenden Arbeit konstruierten sap2∆-Mutanten 

einen Virulenzdefekt in einem Ratten-Vaginitis-Modell aufweisen (Chen et al., 2008). 

Zudem kann auch in sap∆-Triplemutanten eine kompensatorische Funktion anderer 

Saps nicht ausgeschlossen werden. Anhaltpunkte dafür liefert die Arbeit von Schaller 

und Kollegen, die ein verändertes SAP-Expressionsmuster in sap∆-

Deletionsmutanten während der RHE-Infektion beobachteten (Schaller et al., 1999). 

Zum anderen wurde in der vorliegenden Arbeit lediglich ein in vivo-Infektionsmodell 

untersucht. Allgemein werden inzwischen verschiedene Infektionsmodelle zur 

Analyse der Pathogenität von C. albicans während der Schleimhautinfektion bzw. der 

disseminierenden Infektion verwendet (de Repentigny, 2004). Eine Untersuchung der 

in dieser Arbeit hergestellten Sammlung von sap∆-Deletionsmutanten kann demnach 

zu einer detaillierten Aufklärung der Rolle der verschiedenen Sap-Isoenzyme 

beitragen. 
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5.2 Analyse der Promotoren der C. albicans-Gene SAP2 und OPT1 
 

Untersuchungen von Martinez und Ljungdahl haben gezeigt, dass als Antwort 

auf extrazelluläre Aminosäuren die Transkriptionsfaktoren Stp1p und Stp2p durch 

eine proteolytische Prozessierung in ihre aktive Form überführt werden (Martinez und 

Ljungdahl, 2005). Außerdem wurde in der Studie demonstriert, dass insbesondere 

der Faktor Stp1p Gene aktiviert, die von C. albicans für den Abbau extrazellulärer 

Proteine und die Aufnahme von Peptiden ins Zellinnere genutzt werden. Martinez 

und Ljungdahl bewiesen diesen Zusammenhang, indem sie zeigten, dass eine 

C. albicans stp1∆-Deletionsmutante weder SAP2 noch OPT1 exprimieren kann. 

Außerdem exprimierten Zellen, die ein konstitutiv aktives Stp1-Protein bildeten, die 

Gene SAP2 und OPT1 dauerhaft, auch ohne deren Induktion durch entsprechende 

Wachstumsbedingungen. Die Mechanismen, die dieser Co-Regulation von SAP2 

und OPT1 zugrunde liegen, sind noch nicht bekannt. In der vorliegenden Arbeit 

wurde diesbezüglich überprüft, wo sich in den Promotoren der Gene SAP2 und 

OPT1 Sequenzen befinden, die für deren Induktion wichtig sind und inwieweit diese 

Gemeinsamkeiten aufweisen. 

 

Die Regulation des SAP2-Gens erfolgt auf komplexe Weise 

Neben anderen SAP-Genen wurde auch die Analyse der SAP2-Expression mit 

Hilfe des FLP-Rekombinase-Reportersystems schon früher von Staib und Kollegen 

erfolgreich durchgeführt (Staib et al., 1999; Staib et al., 2000). Ebenso wurde die 

Expression verschiedener SAP-Gene in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe dieses 

Systems geprüft, weshalb dessen Vor- und Nachteile schon an anderer Stelle 

diskutiert wurden (siehe Seite 124). Wie bereits beschrieben, konnten Staib und 

Kollegen auch belegen, dass die Regulation der beiden SAP2-Allele in C. albicans 

differentiell erfolgt. Aus diesem Grund wurde bei der Konstruktion der SAP2-

Reporterstämme darauf geachtet, dass die Integration der Reporterkassette in das 

SAP2-1-Allel erfolgte. 

Frühere Arbeiten mit C. albicans-Reporterstämmen, die das ecaFLP-Gen unter 

der Kontrolle eines SAP2-Promotors exprimierten, haben gezeigt, dass dieser trotz 

einer Deletion des 5`-Bereichs zwischen -1081 und -122 bp (Stämme S2FI12A/B) vor 

dem SAP2-Startcodon induzierbar war. Auf die gleiche Weise wurde auch gezeigt, 

dass nach Deletion der SAP2 upstream-Region zwischen -3532 und -123 (Stämme 
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S2FI13A/B) keine SAP2-Induktion mehr detektiert werden konnte (Wyzgol, 2005; 

J. Morschhäuser, persönliche Mitteilung). Wie durch die Konstruktion und Analyse 

weiterer solcher Reporterstämme im Rahmen dieser Arbeit hervorgeht, führte die 

Reintegration einzelner Bereiche zwischen -3532 und -2541 (Stämme S2FI14A/B) 

bzw. -1087 und -123 (Stämme S2FI15A/B) in die Deletion zwischen -3532 und -123 

nicht zur Wiederherstellung einer mit MPA-Indikatorplatten detektierbaren SAP2-

Promotoraktivität. Dagegen war die gleichzeitige Reintegration der beiden genannten 

Bereiche dafür ausreichend (Stämme S2FI16A/B). 

Wie bereits erwähnt, kann das FLP-Reportersystem nicht die tatsächliche 

Aktivierungsstärke eines Promotors detektieren, sondern nur eine ja/nein-Antwort 

geben, ob ein Promotor über einen bestimmten Schwellenwert aktiviert wurde. Aus 

diesem Grund wurde versucht, die ecaFLP-Expression in den SAP2-

Reporterstämmen mit Hilfe von real-time-RT-PCR-Experimenten quantitativ zu 

analysieren. Die Ergebnisse dieser Analysen waren generell mit den Ergebnissen mit 

den FLP-Reporterstämmen vergleichbar, mit Ausnahme der Stämme S2FI15A/B. 

Während die Analyse von Zellen dieser Reporterstämme nach Wachstum unter 

induzierenden Bedingungen und Ausplattieren auf den Indikatorplatten keine SAP2-

Aktivierung detektierte, zeigte hier die qRT-PCR sogar eine deutlich stärkere 

ecaFLP-Expression als bei Zellen mit wildtypischem SAP2-Promotor. Möglicherweise 

exprimieren die Stämme S2FI15A/B das ecaFLP-Gen unter dem veränderten 

Promotor tatsächlich stärker als die Kontrollstämme S2FI8A/B. Der Grund, dass 

diese gesteigerte Expression mit den MPA-Indikatorplatten nicht nachgeweisen 

werden konnte, könnte darin zu finden sein, dass in dem durch E. coli-Propagation 

gewonnenen Transformationskonstrukt für die Stämme S2FI15A/B eine Mutation 

stattfand, die zu einer nicht-funktionellen FLP-Rekombinase führte. Eine gesteigerte 

Expression des Reportergens wurde auch bei anderen Reporterstämmen 

beobachtet, in denen Promotordeletionen vorgenommen wurden. 

Trotz der Abweichungen der Ergebnisse bei der Analyse der verschiedenen 

Promotorkonstrukte mit den beiden Nachweismethoden erlaubten die durchgeführten 

Experimente eine grobe Eingrenzung der Bereiche im SAP2-Promotor, die für die 

Induktion des SAP2-Gens wichtig sind. Zudem kann aus den Experimenten gefolgert 

werden, dass an der Induktion von SAP2 komplexe regulatorische Mechanismen 

beteiligt sein müssen. Ähnliche Mechanismen wurden schon früher bei anderen 

Genen in C. albicans beobachtet. So identifizierte die Promotoranalyse bei einem 
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Gen für eine Multidrug-Effluxpumpe, dem MDR1-Gen, mehrere Promotorregionen, 

die alleine nicht essentiell für die MDR1-Expression waren. Alle diese Regionen 

konnten einzeln aus dem vollständigen MDR1-Promotor deletiert werden, ohne dass 

die Promotoraktivität verloren ging. Allerdings wurde auch beobachtet, dass für die 

Aktivierung mindestens zwei dieser Regionen im Promotor des MDR1-Gens 

vorhanden sein mussten (Hiller et al., 2006). 

Insgesamt verdeutlichen die Beobachtungen der vorliegenden Arbeit in 

Verbindung mit denen der Arbeit von Wyzgol (Wyzgol, 2005), dass das ein SAP2-

Promotorfragment aus Sequenzen von etwa 1 kb vor dem Startcodon aus dem 

Promotor entfernt werden kann, ohne dass die Promotoraktivität verloren geht. Alle 

für die SAP2-Induktion wesentlichen Promotorsequenzen liegen in einem Bereich der 

sich über die gesamte Länge vom Startcodon bis mindestens 3,5 kb davor erstreckt. 

Dabei können einzelne Bereiche aus dem Promotor entfernt werden, was nicht zum 

vollständigen Verlust der Promotoraktivität führt, solange andere Bereiche im 

Promotor verbleiben, die ebenfalls die SAP2-Expression vermitteln können. 

 

Ein Promotorbereich von 65 Basenpaaren hat wesentlichen Einfluss auf die 

OPT1-Induktion 

Für die Analyse des OPT1-Promotors wurde das GFP-Gen als Reporter der 

Genexpression verwendet. Dieser Reporter wurde in C. albicans auch zur 

quantitativen Bestimmung der Genexpression eingesetzt (Barelle et al., 2004; Reuß 

und Morschhäuser, 2006). Wie bei der Analyse des SAP2-Promotors wurde auch für 

OPT1 zunächst erkannt, dass Bereiche des Promotors an der Aktivierung des Gens 

beteiligt sind, die weiter als 1 kb vom Startcodon entfernt sind. 

In S. cerevisiae wurde gezeigt, dass am Stickstoffhaushalt sogenannte GATA-

Transkriptionsfaktoren beteiligt sein können. Diese Faktoren erhielten ihre 

Bezeichnung, da sie an GATAA-Sequenzen im Promotor der Zielgene binden 

(Magasanik und Kaiser, 2002). Homologe Faktoren sind auch in C. albicans bekannt. 

Dabas und Morschhäuser haben z.B. nachgewiesen, dass die Expression der 

Ammonium-Permease Mep2p von den GATA-Faktoren GLN3 und GAT1 abhängig 

ist. In diesem Zusammenhang wurde auch gezeigt, dass die Einführung von 

Punktmutationen in bestimmte GATAA-Sequenzen im MEP2-Promotorbereich die 

MEP2-Expression stark reduziert (Dabas und Morschhäuser, 2007). Bei der 

Sequenzanalyse des OPT1-Promotors wurde ebenfalls eine GATAA-Sequenz 
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entdeckt. Wie die Ergebnisse der FACS-Experimente allerdings belegen, ist eine 

bedeutende Rolle dieser mutmaßlichen GATA-Bindungsstelle bei der OPT1-

Induktion auszuschließen. 

Insgesamt ergab die OPT1-Promotoranalyse, dass die OPT1-Expression 

graduell abnimmt, wenn zunehmend größere Bereiche aus dem Promotor entfernt 

werden. Promotordeletionen im Bereich zwischen -1781 und -1595 in Bezug auf das 

OPT1-Startcodon führten nicht zu einer verminderten Aktivierbarkeit. Anzunehmen 

ist deshalb, dass alle für die OPT1-Expression relevanten Promotorregionen 

downstream von Position -1595 bezüglich des Startcodons liegen. Von 

außerordentlicher Bedeutung für die OPT1-Expression erwies sich ein 65 bp großes 

Promotorfragment im Bereich von -1083 bis -1018 in Bezug auf das Startcodon. Wie 

gezeigt, führt die schrittweise Deletion dieses Bereichs zu einer stark verminderten 

Expression des OPT1-Gens. 

 

Welche Faktoren sind an der Induktion von SAP2 und OPT1 beteiligt? 

Mit verschiedenen Computer-gestützten Verfahren gelang es im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit nicht, in den untersuchten upstream-Bereichen der Gene SAP2 

und OPT1 Bindungsstellen für relevante Transkriptionsfaktoren eindeutig 

nachzuweisen. Möglicherweise wird die Induktion von SAP2 und OPT1 sehr komplex 

reguliert und neben Stp1p, dessen Erkennungssequenz in C. albicans noch nicht 

bestimmt wurde, sind noch viele andere Transkriptionsfaktoren daran beteiligt. 

Während die Regulation des OPT1-Gens bis heute weitestgehend unklar ist, 

wurde die SAP2-Regulation bereits intensiv untersucht. Neueste Beobachtungen 

haben gezeigt, dass die GATA-Transkriptionfaktoren Gln3p und Gat1p die 

Expression von Stp1p kontrollieren. Dass eine C. albicans gln3∆ gat1∆-

Doppelmutante in YCB-BSA-Medium nicht wachsen konnte, wurde auf eine 

ausbleibende SAP2-Expression zurückgeführt. Eine Expression des SAP2-Gens 

konnte jedoch durch künstlich induzierte Expression von STP1 in der Mutante 

wiederhergestellt werden (Dabas und Morschhäuser, im Druck), was zeigt, dass 

Stp1p von Gln3p und Gat1p reguliert wird. Auszuschließen ist ebenfalls nicht, dass 

Gln3p und Gat1p direkt SAP2 induzieren oder weitere Faktoren kontrollieren, die an 

der SAP2-Expression beteiligt sind. Allerdings ist anzunehmen, dass ein solcher 

Effekt nicht für eine ausreichende SAP2-Expression sorgen sollte, da von Martinez 

und Ljungdahl nachgewiesen wurde, dass eine stp1∆-Deletionsmutante nicht 
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genügend SAP2 exprimiert, um in YCB-BSA-Medium wachsen zu können (Martinez 

und Ljungdahl, 2005). 

Ein weiterer Regulator der SAP2-Expression, der auch mit der Virulenz von 

C. albicans in Verbindung gebracht werden konnte, wurde kürzlich von Chen und 

Kollegen identifiziert (Chen et al., 2008). Der von Chen et al. entdeckte Faktor wurde 

aufgrund seiner genregulatorischen Wirkung auf SAP2 als RSP1 (Regulator of 

SAP2 1) bezeichnet. Es konnte gezeigt werden, dass homozygote rsp1∆-Mutanten 

SAP2 weniger stark exprimieren als der Wildtyp bzw. als heterozygote Mutanten 

oder RSP1-komplementierte Stämme. Außerdem wird der Phänotyp der rsp1∆-

Mutanten als vergleichbar mit dem von sap2∆-Mutanten beschrieben. 

Obwohl vergleichbare Beobachtungen für OPT1 bis heute nicht gemacht 

werden konnten, wurde durch die von Martinez und Ljungdahl beschriebene Co-

Regulation von SAP2 und OPT1 eine enge regulatorische Verbindung beider Gene 

eindeutig bewiesen. Demnach könnte OPT1 ähnlich komplex reguliert werden wie 

SAP2. Ebenso könnten auch an der Regulation beider Gene die gleichen Faktoren 

beteiligt sein. 
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5.3 Abschließende Wertung und Ausblick 
 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zur Bedeutung der sekretorischen 

Aspartatproteasen von C. albicans widersprechen in vielerlei Hinsicht früheren 

Erkenntnissen und erlauben daher einen differenzierteren Blick auf die Rolle dieser 

Enzyme bei der Infektion von C. albicans. In C. albicans werden die verschiedenen 

Saps von den zehn SAP-Genen (SAP1-SAP10) codiert. Die durchgeführte 

Expressionsanalyse von sechs dieser zehn Gene (SAP1-SAP6) während der 

Infektion in einem Modell einer vaginalen Candidose zeigte, dass hier vor allem das 

SAP5-Gen induziert wird. Dieses Ergebnis korreliert mit früheren Ergebnissen, die 

mit Hilfe eines vaginalen Mausmodells erzielt wurden (Taylor et al., 2005), 

widerspricht aber anderen Studien, die für die Gene SAP1 und SAP2 eine 

außerordentlich wichtige Rolle während der vaginalen Infektion beschrieben 

(de Bernardis et al., 1995; Schaller et al., 2003). 

Diese Unklarheiten sollten unter der Zuhilfenahme von sap∆-Deletionsmutanten 

aufgeklärt werden. Im Gegensatz zu bereits existierenden Mutanten, die von 

auxotrophen Laborstämmen abgeleitet wurden, wurde in dieser Arbeit eine 

Mutanten-Sammlung erstellt, indem einzelne bzw. mehrere SAP-Gene im 

C. albicans-Wildtypstamm SC5314 deletiert wurden. Die konstruierten Mutanten 

wurden in verschiedenen Infektionsmodellen untersucht. Dabei gelang es leider 

nicht, einzelnen SAP-Genen bestimmte Funktionen während der Infektion 

zuzuschreiben. Jedoch konnte festgestellt werden, dass sich die neukonstruierten 

Deletionsmutanten phänotypisch anders verhalten als die bereits bestehenden. 

Demnach muss die Möglichkeit erwogen werden, dass die heute bekannten 

Probleme, die bei der Mutanten-Generierung aus auxotrophen Laborstämmen 

auftreten, in der Vergangenheit möglicherweise zu Fehlinterpretationen geführt 

haben. Die Frage ob tatsächlich phänotypische Unterschiede der Mutanten-Stämme 

oder Variationen in der Handhabung der Infektionsmodelle für die unterschiedlichen 

Ergebnisse verantwortlich sind, könnte durch einen direkten Vergleich der Mutanten 

mit auxotrophem Stammhintergrund mit den in der vorliegenden Arbeit konstruierten 

Mutanten beantwortet werden. 

Die Rolle der Saps während einer C. albicans-Infektion muss auch in Zukunft 

weiter erforscht werden, um so letztlich ihre Bedeutung für die Pathogenese 

aufzuklären. Die in der vorliegenden Arbeit konstruierte Mutanten-Sammlung kann 
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dabei als wertvolles Werkzeug dienen. Die Analyse der sap∆-Mutanten in einer 

möglichst großen Zahl von Infektionsmodellen kann dazu beitragen, neue 

Erkenntnisse über die Saps zu erhalten bzw. Unklarheiten im Vergleich zu früheren 

Studien aufzudecken. Um in Zukunft den Beitrag aller bekannten Saps für die 

Pathogenität von C. albicans besser verstehen zu können, sollten Mutanten in allen 

zehn individuellen SAP-Genen hergestellt und die entsprechenden Mutanten 

charakterisiert werden. Dies würde auch entscheidend dazu beitragen, mögliche 

redundante Eigenschaften der einzelnen SAP-Proteasen aufzuklären. 

Durch die Promotoranalysen der Gene SAP2 und OPT1, die in C. albicans für 

das Wachstum auf Proteinen von großer Bedeutung sind, konnten wichtige Regionen 

für die Induktion dieser Gene eingegrenzt werden. Außerdem wurde deutlich, dass 

der Regulation beider Gene komplizierte Mechanismen zugrunde liegen. Im 

Promotor von SAP2 konnten Bereiche identifiziert werden, die zusammen die 

Induktion des Promotors bewirken können. Um die Co-Regulation von SAP2 und 

OPT1 zukünftig besser verstehen zu können, erscheint es wichtig die 

Bindungssequenz des Transkriptionsfaktors Stp1p zu identifizieren. Dazu sollten 

Bindungsstudien zwischen dem Faktor selbst und spezifischen DNA-Sequenzen 

angestellt werden. Durch die in dieser Arbeit durchgeführten Experimente konnte 

auch belegt werden, dass sowohl der Promotorbereich von SAP2 als auch der von 

OPT1 sehr groß ist. Für beide Promotoren wurde gezeigt, dass Sequenzen, die 

weiter als 1 kb oberhalb des Startcodons liegen, an der Geninduktion beteiligt sind. 
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