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Einleitung

1. Einleitung
1.1. Invasive Pilzinfektionen

Die Inzidenz invasiver Pilzinfektionen, insbesoredér der Population schwerkranker
Patienten, ist wahrend der letzten Jahrzehnte wwgltkontinuierlich angestiegen
(Martin et al., 2003; Clark und Hajjeh, 2002; Fridkin und Janii896; vgl. auch Abb.
1.1). Unter den dabei isolierten Erregern sidahdida spp., Aspergillus spp. und
Cryptococcus spp. in der Mehrzahl der Falle ursachlich zu fmdeobei gleichzeitig
eine Zunahme seltenerer Klassen wie Zygomycetereiwdmet und eine Verschiebung
der Haufigkeiten beobachtet wurde (Pfaller und Brela, 2007; Warnock, 2007; Enoch
et al., 2006; Nucci und Marr, 2005; Bille al., 2005; Fridkin, 2005; Clark und Hajjeh,

2002).
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Abb. 1.1 Absolute Anzahl der Septikdmien in den UB#&ischen den Jahren 1979 und 2i
dargestellt nach dem ursachlich gefundenen Errédirildung enthommen aus Marthal., 2003.

Der Zuwachs an Patienten, welche sich Transplamtti (Organtransplantationen und
Stammzelltransplantationen), Krebstherapien und umesuppressiven Therapien
unterziehen aber auch die wachsende Zahl frihgeéor€inder und die steigende
Anzahl der AIDS Patienten werden als Ursache dieséwicklung angesehen. Weitere

Risikofaktoren sind u.a. die Dialysebehandlung,epterale Erndhrung, die Anlage
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zentralventser Katheter, der Einsatz von Breitbatigiatika und Sterioden,

grol3flachige Verbrennungen, Diabetes mellitus, Niswendigkeit einer maschinellen
Beatmung und umfassende chirurgische Interventiggggimannet al., 2003; Clark

und Hajjeh, 2002). Es sind insbesondere die nos@em Pilzinfektionen bei

Risikopatienten, die ein zunehmendes medizinisanesauch wirtschaftliches Problem
darstellen. Neue, invasive und mit einer Immunseggon einhergehende
Therapiestrategien tragen zu einer Vergrol3erung Aterahl potentiell gefahrdeter
Patienten bei. Bei dem oben genannten Patientahkivllverlaufen diese Infektionen
schnell progressiv, besonders schwer und entziedielm haufig einer korrekten
Diagnose und Behandlung. Pradominant findet sich den lebensbedrohlichen
invasiven Pilzinfektionen nach wie v@andida albicans mit einer Haufigkeit von ca.

50% der Falle als Ursache (Pfaller und Diekema,/28@rlrothet al., 2007; Tortorano

et al., 2006).

1.2. Candida und Candidiasis

Bereits Hippokrates und Galen beschrieben das Keitgbild des Soor, wobei das
auslésende Agens, ein polymorpher Pilz, erst 1846hdBerg in korrekten kausalen
Zusammenhang zur Erkrankung gebracht wurde. ZunBedes letzten Jahrhunderts
wurde der Namé&andida albicans (abgeleitet von lattoga candida, der weil3en Robe
der Kandidaten fur den romischen Senat) von BerkHau den im Tiermodell
pathogenen Pilz vorgeschlagen und 195searsen conservandum bestétigt (Calderone,
2002). In der zweiten Halfte des letzten Jahrhusdesnnten durch Fortschritte in der
Taxonomie, Biochemie, Mikroskopie und vor allem défolekularbiologie
entscheidende Schritte zur weiteren Erforschungedi&Keimes gemacht werden, was
zur Identifizierung von zur Zeit Gber 200 verscldeen Spezies der Gattu@igndida
fuhrte (Eggimanret al., 2003). Die Gattun@andida gehort phylogenetisch zur Familie
der Saccharomycetaceae, die wiederum zur Ordnung d&accharomycetales und zur
Klasse Ascomycetes (Sprosshefen) der Abteilunfscomycota (Schlauchpilze) gezahit
werden (Guarret al., 1999).

Candida als ein Teil der mikrobiellen Flora von ca. 71%r dgesunden

Bevolkerung besiedelt Haut, Gastrointestinal- , i@aninal- und auch den
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Respirationstrakt, kann aber ebenso in der Umwefibesondere auf Oberflachen
gefunden werden (Mavat al., 2005; Eggimanet al., 2003). In Kultur bildeCandida
cremefarbene bis gelbliche Kolonien, die von ild&erflachenbeschaffenheit von glatt
bis faltig gestaltet sein kénne@andida ist Pathogen und Kommensale zugleich. Es
wird geschétzt, dass die Mehrzahl @andida — Infektionen auf eine opportunistische
Infektion zurtckzufuhren sind, wobei das breite @pen derCandida Erkrankungen
auch auf die diversen kommensalen Wirtsnischenckatiiiihren ist (Calderone, 2002).
Heute werden insbesondere die Art€n albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. dubliniensis, C. krusei, C. guilliermondii, C. rugosa und C. lusitaniae
von den insgesamt ca. 20 als humanpathogen deééni&pezies isoliert (Pfaller und
Diekema, 2007; Fridkin, 2005). Insbesond€amndida albicans wird als der wichtigste
humanpathogene Pilz erachtet, was sich in der domten Isolierung dieses Keimes
widerspiegelt (Pfaller und Diekema, 2007; Tortorahal., 2006; Edmoneét al., 1999).

Candida spp. stellen gemeinsam niischerichia coli die vierthaufigste Ursache
von Septikdmien an US — amerikanischen Krankerdrdudar, dies entspricht 9,5%
aller beobachteten Septikdmien (Wisplinghaafél., 2004). Die Daten aus Europa sehen
Candida spp. als siebthaufigste Ursache von Septikamidgh,emer Haufigkeit von
2,9% aller registrierten Septikdmien (Marche#t al., 2004). Eine weitere
multinationale Studie in Europa fand die Candidaemit einer Haufigkeit von 0,2 —
0,4 pro 1000 Patientenaufnahmen verglichen zu Bxd@000 Aufnahmen in den USA
(Tortoranoet al., 2004). Zusammenfassend liegt die aktuelle Inzdeer Candida —
Infektion, bezogen auf 100.000 Einwohner, bei 8t00/000 Personen/Jahr. Die
hochste Inzidenz an Septikdmien von 75/100.000 oRergJahr findet sich bei
Neugeborenen, gefolgt von alten Menschen mit eimzidenz von 45/100.000
Personen/Jahr (Tortoramb al., 2006; Billeet al., 2005; Clark und Hajjeh, 2002). Die
angegebenen Inzidenzraten sind moéglicherweise aithand, da eine Septikdmie
durch die positive Blutkultur definiert wird. Estiggdoch bekannt, dass zwischen 30
und 50% aller autoptisch belegten invasiven Caadidi — Falle mit negativen
Blutkulturen einhergehen (Kanat al., 2002; Berengueet al., 1993). Somit ist die
Inzidenz der invasivenCandida Infektion, definiert durch positive Blutkulturen,
wahrscheinlich unterschatzt.
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Die Verteilung der isolierterCandida Spezies unter den Patientenpopulationen ist
keineswegs homogen und stabil: W{ed albicans in der Gesamtschau der Isolate zu
Uber 50% der Félle isoliert, werden in der wachsenBubpopulation der Patienten mit
hamato-onkologischen Erkrankungen in der MehrzahlFRdlle alternative Spezies, im
BesonderenC. glabrata (und zunehmend auchAspergillus spp. undMucor spp.)
diagnostiziert, C. parapsilosis wird mit der hdchsten Frequenz in Frihgeborenen
gefunden,C. dubliniensis insbesondere im Oropharynx HIV positiver Patientiehit
zunehmenden Alter der Patienten steigt der Ant=ilad glabrata Isolate und der Anteil
der C. parapsilosis Isolate sinkt. In den letzten Jahren ist zudene édbnahme der
absolutenC. albicans - und ein Anstieg de€. glabrata Septikdmien zu verzeichnen
(Tortoranocet al., 2006; Kauffman, 2005; Nucci und Marr, 2002; Krét al., 2002). Die
Gesamtmortalitat deCandida Septikamien liegt bei ca. 38%, wobei die Mortalbai

C. krusai, C. glabrata undC. tropicalis bei bemerkenswerten 55%, 45% bzw. 41% liegt
(Tortorano et al., 2006; Clark und Hajjeh, 2002). Insgesamt zeigh ®ine grol3e
Streubreite bei Angaben zur Gesamtmortalitdt @andida Infektionen, was auf die
Grunderkrankungen der Patienten, die isolie@andida Spezies und weitere Faktoren
zurtckzufihren ist.

Candida Erkrankungen der Haut und Schleimhaut manifestiesech im
Allgemeinen als erosive Candidiasis und Soor, eikeamkheitsbild welches bereits im
Altertum beschrieben wurde und durch weie, schabstreifbare Beldge der
Schleimhaut der Mundhohle, der Zunge und des Ospshgekennzeichnet ist. Dieses
Krankheitsbild tritt vornehmlich bei HIV positiveRatienten im AIDS Stadium, bei
immunsupprimierten Patienten und Diabetikern audld€rone, 2002). Eine weitere
medizinisch und wirtschaftlich bedeutende Maniféste ist die Candida -
Vulvovaginitis. Exakte Daten zur Epidemiologie diegrkrankung fehlen, jedoch wird
geschatzt, dass 70 bis 75% der weiblichen Bevotkgermindestens eine Episode
vulvovaginaler Candidiasis, meist im gebarfahigdterAdurchlauft (Sobel, 2007). Bei
40 bis 50% der Patientinnen werden wiederholtektidaen beobachtet, zwischen 5
und 8% der Patientinnen erleben bis zu vier Episqde Jahr, hingegen man bei 20%
(Streubreite zwischen 10 und 80%) der asymptontais¢rauerCandida spp. vaginal
nachweisen kann (Sobel, 2007). Die invasive Caadisliist ein zunehmendes Problem

bei der Behandlung immunkompromittierter Patient@abei muss man zwischen der
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Candidaemie, der Isolierung vo@andida aus dem Blut und der disseminierten
Candidiasis, also der Infektion verschiedener Oggannerhalb des Korpers
unterscheiden (Eggimarahal., 2003).

1.3. Therapie von Candida Infektionen

Die oropharyngeale und 6sophage@kndida albicans - Infektion kann sowohl lokal
als auch systemisch behandelt werden, wobei baidolpplikaton auf ausreichende
Kontaktzeit der Arzneien mit der Schleimhautobeti zu achten ist. Lokal
anzuwendende Medikamente schlieBen Amphotericin f8l ®lystatin ein. Auch
Azolderivate wie Fluconazol und Itraconazolldsungegrden verwendet. Systemisch
zu verabreichende Medikamente schliel3en Voricon&aspofungin und (liposomales)
Amphotericin B ein (Bohmet al., 2003). Systemisch@andida albicans - Infektionen
konnen mit Fluconazol behandelt werden, alternétposomales) Amphotericin B,
Voriconazol oder Caspofungin (Papmasl., 2004; Bohmeet al., 2003). Diese groben
Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fir Hamatk@ogie (DGHO) und der
Infectious Disease Society of America (IDSA) miss@gdoch anhand der
Grunderkrankung des Patienten und des isolierteegBrs angepasst werden. So kann
beispielsweise Amphotericin B aufgrund seiner Nefwxizitdt nur eingeschrankt
eingesetzt werden und zeigt Fluconazol keine sickiérksamkeit bei einige@andida
Spezies (Petrikkos und Skiada, 2007; Papgaal., 2004). Die Wirkungweise der
Azolderivate beruht auf der Hemmung des Cytochrd®0RCYP P450) Enzyms a4
Demethylase, welches die Synthese von ErgostesolLanosterol ermdglicht und fur
den Aufbau der Zellmembran von Bedeutung ist. Thaiherer Affinitat zur fungalen
140 — Demethylase greifen diese Medikamente in dendmem Steroidstoffwechsel ein.
Zu den Aalteren Azolderivaten gehtren die Imidazoldée Ketoconazol und
Miconazol. Neuere Triazole wie Fluconazol und Vonazol weisen eine hohere
Affinitat zu fungalen Enzymen auf, was in einer &fdn Vertraglichkeit dieser
Medikamentengruppe resultiert. Wichtige Nebenwidgem der Azole sind die
Lebertoxizitdt und die aus dem Abbau der Substan#mer CYP P450 abhangige
Kaskaden resultierenden Medikamentenwechselwirkunget anderen lber diesen

Weg verstoffwechselten Medikamenten, wie z.B. Rganm (Chen und Sorrell, 2007,
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Petrikkos und Skiada, 2007). Zur Gruppe der Polyemgkotika gehoéren
Amphotericin B und Nystatin. Amphotericin B besi&h breites Anwendungsspektrum
in der Behandlung von Pilzinfektionen, wechselwirkit der Ergosterinfraktion der
Pilzmembran und flhrt durch Porenbildung zur Pebiligé@tssteigerung der Membran
fur K* und damit konsekutiv zum Zelltod. Die durch felderorale Bioverfiigbarkeit
gekennzeichnete Substanz kann lokal oder sytsemiscbreicht werden, wobei die
Hauptnebenwirkungen in der bereits erwdhnten Nepkiztat und einer moglichen
Thrombophlebitis nach Infusion liegen. Neue Forewingen wie liposomales
Amphotericin B besitzen ein reduziertes Nebenwidaspektrum (Chen und Sorrell,
2007). Neue Entwicklungen der Gruppe der Echinokemdvie z.B. Caspofungin oder
Micafungin hemmen das Enzypn- (1, 3 — ) D — Glukan Synthase, welches im Aufbau
der Zellwand integriert ist. Die menschlichen Zelleesitzen keine Zellwand, was fur
ein gunstiges Nebenwirkungsprofil dieser Medikaraegtuppe spricht. Weiterhin
werden die Echinokandine nicht Gber CYP P450 Enzwbhgebaut, somit spielen
Medikamenten — Interaktionen wie z.B. bei den Amokeine wesentliche Rolle.
Typische Nebenwirkungen dieser Gruppe sind Histam@rursachte Hautausschlage
und Irritationen sowie Fieber (Chen und Sorrell020 Weitere Antimykotika wie
Allylamine (Terbinafin) greifen in die Sterolbiosyrese ein und spielen lediglich bei
Dermatomykosen durch Dermatophyten eine Rolle. Abich Fluorocytosin, was mit
der Nukleinsauresynthese interferiert, spielt alsz&substanz aufgrund hoher
Resistenzraten keine Rolle und wird nur in Verbimglumit Amphotericin B und
Azolderivaten eingesetzt. Die Suszeptibilitat vBandida spp. zu Antimykotika ist
insgesamt uneinheitlich. Mechanismen, die zur atige&chten Wirkung von
Antimykotika fihren sind Veranderungen der Zellwarder der Zellmembran mit der
Folge einer verringerten Aufnahme der Medikameri&|uxproteine, welche die
Medikamente effektiv aus der Zelle pumpen, Uberesgion von Zielstrukturen und
Mutationen in den Zielstrukturen der Medikamenie, zll einer gesteigerten Resistenz
fuhren. Weiterhin spielen die Aktivation alternativ Signalwege, die zu einem
gesteigerten Metabolismus der Medikamente fihrend wilie Bildung von
Medikamenten - Vakuolen eine Rolle (Eggimaginal., 2003). Aufgrund der hohen
Signifikanz  humanpathogener Pilze und der zuneherendProblematik
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behandlungsresistenter Infektionen ist die Entwingl alternativer
Behandlungsstrategien und Arzneien von eminentde&®@ng.

1.4. Morphogenese bei Candida albicans

Neben den oben genannten Faktoren der Grunderkign#tes Patienten, welche die
Kolonisation und Infektion miCandida albicans beglnstigen, besit&l. albicans eine
Vielzahl von Mechanismen, sich dem humanen Wirt dexd hochgradig verschiedenen
Wirtsnischen anzupassen, was als eine grundlegéadgonente des Erfolges dieser
Gattung gesehen wird. albicans weist Virulenzfaktoren, welche zur Kolonisationnvo
Haut und Schleimhaut, zur Uberwindung von Membrarmdgs@n und zur Dissemination
im Korper befahigen, vor (Calderone und Fonzi, 3q0gl. Abb. 1.2).

@)
O 1. Exogene, meist endogene Quelle

o

\4 2. Adharenz an mukosale Oberflachen, Kolonisatior

4. Candidaemie

5. Disseminierte Candidiasis

Abb. 1.2 Schema der Pathophysiologie der invasi®andida Infektion. Die invasive Infektic
erfolgt zumeist durch die residente Schleimhauwdfldes Wirtes aufgreh eines herabgesetz
immunologischen Status. Die Adharenz und Kolorsatimukosaler Oberflachen ist
wesentlicher Pathogenitatsfaktor. Nach Uberwinduley Epithelbarriere kommt es zu ei
Ausbreitung der Hefen in der Blutbahn (Candidaemi®] zu éer Absiedlung in tiefere Gewe
(disseminierte Candidiasis).
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Es sollte hervorgehoben werden, dass oberflachiilzenfektionen ohne Invasion und
Dissemination in tiefere Gewebsschichten zumeig@alén, in jedem Fall keinen
lebensbedrohlichen Charakter besitzen. Hingegetangen die potentiell letalen
invasiven Mykosen eine Verbreitung in tiefere Geaveles Korpers (Gowt al., 2002).
Die Vielseitigkeit und auch der herausragende Brtbeser Spezies hat in den letzten
Jahren und Jahrzehnten zunehmend wissenschaftlictezesse geweckt. Zu den im
Allgemeinen akzeptierten Virulenzfaktoren zahlt diahigkeit, an Wirtsgeweben zu
adharieren und einen Biofilm zu bilden. Biofilmeelshe auch besonders auf avitalem
Material wie Plastikkathetern und Implantaten gefm werden, sind der Therapie
durch antimikrobielle Substanzen unzureichend zglgén und schwer zu eradizieren
(Segal, 2005). Weiterhin spielen hydrolytische HEney wie sekretorische
Aspartatproteinasen (SAP) und Phospholipasen, dreAdhasion und Gewebsinvasion
eine herausragende Rolle (Nagékal., 2003; Ghannoum, 2000). Als einen zentralen
Virulenzfaktor sieht man die Fahigkeit, zwischenrsehiedenen phanotypischen
Wachstumsformen (Hefezelle, Pseudohyphe, echte é¢dypld andere Phanotypen) zu
wechseln, was unter dem Begriff Polymorphismus suoimsiert wird (Whiteway und
Bachewich, 2007) (vgl. Abb. 1.3).

(a)

Abb. 1.3 Morphologien vorCandida albians. Vom Hefezellstadium(a) ausgehend, koénr
sowohl Pseudohyphen (b) als auch echte Hyphenrefu)dgt werden. Eine Konversion zwisc
pseudohyphalem und hyphalem Wachstum ist selteBerm@an, 2006). Hauptkriterium :
Unterscheidung von pseudohyphalem und hyphalem W#atis sind die schmaleren (echt
Hyphen sowie die fehlenden Einschnirungen an desnnbtellen der Zellen. Abbildu
entnommen aus Berman, 2006.
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Unter den pathogeneDandida spp. sind lediglictC. albicans und C. dubliniensis zum
Polymorphismus befahigt (Calderone, 2002). Deersible Ubergang vom Wachstum
als Hefe zum elongierten, filamentdésen Wachsturaggi einerseits die Anpassung an
den Wirtsorganismus wieder, kann andererseits abdm generell mit gesteigerter
Virulenz verknupft werden. Wahrscheinlich spieleside Wachstumsformen fur die
Entwicklung und Progression der Infektion eine Boflind also als Komponente, nicht
jedoch als Ursache zu sehen (Getval., 2002; Calderone und Fonzi, 2001). Die
Hyphenform wurde mit einer erhohten Adharenz an #&asthelium des Wirtes
assoziiert (Staaket al., 1999) und ermdglicht dem Pilz, die Epithelbagiezu
penetrieren und in tiefere Gewebsschichten zu gelariBrown und Gow, 1999). Der
Wechsel zum filamentésen Wachstum wird durch veéesiedme Umweltsignale initiiert
(Ernst, 2000; Brown und Gow, 1999). Serum, als daimplexes Medium, ist der
starkste bekannte Induktor der Hefe — Hyphen Magphese. In Kultur kann die
Filamentation durch die Regulation der Temperand des pH Wertes des Mediums
induziert werden. Buffaet al. zeigten 1984, dass bei einer Temperatur von 3t
einem pH Wert des Mediums Uber 6 die Keimschlaudbbg induziert wird.
Temperaturen unter 37°C und ein pH unter 6 begijmstdas Wachstum in Hefeform
(Buffo et al., 1984). Weitere Induktoren des filamentdsen Wagchs sind u.aN-
acetylglucosamin, Estrogene und Progesterone shllastoffmangelmedien (Ernst,
2000; Brown and Gow, 1999) (vgl. auch Abb. 1.4).
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Abb. 1.4 Wesentliche Umweltfaktoren, welche die ptuogenese beeinflussen. Die involvie
Signaltransduktionskaskaglesind mit ihren zentralen Komponenten angedeutdtbildunc
entnommen aus Eckeatal., 2007.
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Durch Vergleiche zum ModellorganismuSaccharomyces cerevisiae konnten in
Candida albicans wesentliche Regulationsmechanismen der Morphogerasieutlicht
werden. Beispielsweise konneel2A/stel2A, phd1A/phdlA Mutanten inS. cerevisiae
keine Pseudohyphen ausbilden. Analog konnteCilialbicans gezeigt werden, dass
cphlA/cphlA, efglA/efglA (Cphlp ist homolog zu Stel2p, Efglp homolog zulphd
defiziente Mutanten nicht zum filamentbésen Wachsthefahigt und im murinen
Tiermodell avirulent sind (Lo et al.,, 1997). Auf die wesentlichen
Signaltransduktionskaskaden zur positiven Reguladier Morphogenese . albicans
soll im Folgenden eingegangen werden, wobei did¢fagle verwobenen Kaskaden
vereinfacht dargestellt werden.

1.4.1. RASI/CPH1 Kaskade

In Eukaryonten sind MAPK (itogen — ativated_potein knase) Kaskaden wesentliche
Signaltransduktionswege, die eine Vielzahl von Sign von der Zelloberflache in den
Zellkern vermitteln (Biswaset al., 2007). Liuet al. konnten 1994 zeigen, dass die
Deletion desS. cerevisiae STE12 HomologCPH1 in C. albicans mit einer reduzierten
Fahigkeit zur Ausbildung von Pseudohyphen einhdrgebphlp agiert unter
Nahrstoffmangelbedingungen als Transkriptionsfakiod induziert pseudohyphales
Wachstum (Ernst, 2000). Dabei ist Cphlp das Effgktiein des MAPK Signalweges
(Whiteway, 2000). Fengt al. (1999) und Lebereet al. (2001) konnten zeigen, dass
Raslp, ein membranstandiges G - Protein, was eiters1 einer inaktiven GDP
gebundenen Form, andererseits nach Stimulationaklise GTP-gebundene Form
vorliegt, den MAPK Signalweg aktiviert. AktivierteRaslp gibt Umweltsignale
wiederum durch die Aktivierung von Cdc42p, einers Brotein, welches durch GDP —
GTP — Austausch mit Hilfe von Cdc24p aktiviert wirdn den MAPK Signalweg
weiter. Ushinskyet al. konnten im Jahr 200€DC42 eine essentielle Rolle fiur das
Hyphenwachstum i€. albicans zuweisen. Als folgendes Signalelement wurden athhan
von Homologen inS. cerevisiae die Cst20p (Ste20p) Kinase und die Hst7p (Ste7p)
Kinase identifiziert. Die Disruption dieser beidefsene resultiert in einer
abgeschwachten Filamentation auf festem Medium ergMich zum Wildtyp (Kohler
und Fink, 1996; Lebereat al., 1996). Csanlet al. konnten 1998 zeigen, dass Ceklp

10



Einleitung

(Erk1lp), welches Cphlp aktiviert, Hst7p nachgegehast und fir die Filamentation
unter Mangelbedingungen und festem Medium notwemsligwWird CEK1 disruptiert,
resultiert eine abgeschwachte Virulenz im Mausmed®r systemischen Infektion mit
Candida (Romanet al., 2007). Nichtsdestotrotz filamentieren alle Nulbanten der
zentralen MAPKCPH1 Kaskade nach Induktion durch Serum, was auf altem
Kaskaden schliel3en lasst (Biswatsal., 2007). Zusatzlichen Einfluss auf die Ceklp
MAPK Kaskade Ubt Farnesol atpiorum sensing Molekll aus. Farnesol wird von
Candida albicans bei hoher Zelldichte sezerniert und inhibiert dathes filamentdose
Wachstum (Ohet al., 2001). Die Zugabe von Farnesol zum Medium rejgrindie
Expression voiCPH1 undHST7 (Satoet al., 2004) (vgl. Abb. 1.5).
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Abb. 1.5 Detaillierte Darstellung deRASI/CPH1 Kaskade, der MatridZF1 sowie de
cAMP/PKA Kaskaden. Abbildung entnommen aus Ecked., 2007
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1.4.2. RIM20/RIM 101 Kaskade

Der pH Wert des Mediums hat profunden Einflussda# Filamentationsverhalten@
albicans (Buffo et al., 1984; De Bernardigt al., 1998). In saurem Milieu wéachst
Candida bevorzugt als Hefe, hingegen im neutralen bzwalel&hen Bereich ein
filamentbses Wachstum zu beobachten ist. Ein Sséléiszym in diesem pH sensitiven
Regelkreis ist Rim101p, ein Transkriptionsfaktagr direkt Hyphen - spezifische Gene
aktivieren kann. Rim101p zeichnet eine Zink-Fing@gwmane und die Aktivierung
durch einen proteolytischen C — terminalen Verdas. aWeiterhin kennzeichnet
Rim101p (in Zusammenspiel mit Rim8p, Rim13p und Rom) die Regulation zweier
funktionell homologer pH responsiver Ge¢iR1 wird exprimiert, wenn der pH Wert
des Mediums uber 5,5 liegt. Hingegen kannPRl#R2 Expression nur unter einem pH
von 5 des Mediums detektiert werden (Saporito-Iretiral., 1995; Muhlschlegel und
Fonzi, 1997). Funktionell zeichnen sich diese beid8lycosidasen durch die
Verknupfung def — 1, 3 — Glucane unfl — 1, 6 — Glucane der Zellwand aus (Fonzi,
1999). Rim101p wird konstitutiv exprimiert, jedobki einem pH >5,5 durch eine C —
terminale Prozessierung aktiviert. Die nun aktieenk bewirkt als Transkriptionsfaktor
die Expression voPHRL und Hyphen — spezifischen Genen, wahrend die Egme
von PHR2 reprimiert wird, was in der Transition zum filani@sen Wachstum
resultiert. Umgekehrt wird Rim101p bei pH < 5,5hiprozessiert und infolgedessen
die Expression voiPHR1 nicht verstarkt. Die Expression vétHR2 ist unter diesen

Bedingungen nicht reprimiert und resultiert dameHefe-Wachstum (vgl. Abb. 1.6).

H
pl Abb. 1.6 Sbematische Darstellung ¢
i RIM20|£RIM101]c ) Kaskade. ! D¢
—— ] - Transkriptionsfaktor Rim101lp stellt ¢
n[wﬂ-lpfg”ﬂ-hmm” membrane zentrale Element dieses Regelkreises dar
\ L/ ESCRT Disruption von RIM101 verhindert di
S 7 cytoplasm Hyphenbildung bei einem pH von 7. Jed
leg\ @m @/nnzﬁ kann diese Beschrankung durch dieuktibn
| lelDlT > filamentdsen Wachstums _durch €0
! . i umgangen werden. Rim101p wird durch e
- envelope proteolytischen Verdau bei einem pH -
lem —l[Nrgl] Uber 5,5 aktiviert und bewirkt ¢
i Transkription vonPHR1 und die Repressii
/ \ J_ der PHR2 Transkription, was filamentos
. o : Wachstum zu Folg hat. Abbildun
yeas;;f::' 'c SL:Z};:; ZE;’:; entnommen aus Eckeatal., 2007.
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1.4.3. Matrix/CZF1 Kaskade

Brown Jr.et al. erkannten 1999, das$3s albicans filamentdses Wachstum zeigt, wenn
die Zellen in Agar eingebettet sind. Am Wildtypstan$C5314 zeigte die Gruppe, dass
Zellen auf der Oberflache nahrstoffreichen Agarmed bei 25°C in Hefeform glatte
Kolonien ausbildet. Hingegen zeigten Zellen, dieden Agar eingelassen wurden bei
konstant gleichen Bedingungen bereits nach 48 $wrml fast 100% filamentdses
Wachstum. Diese Beobachtung konnte sowohl mit amde¥ildtypstammen als auch
unter verschiedenen Agarmedien wiederholt werdeesddFahigkeit beruht zu grol3en
Teilen auf dem Transkriptionsfaktor Cfz1p, einemkZi Finger Protein (Brown Jet

al., 1999). In einer spateren Publikation konnte @mrippe zeigen, dass Cfzlp die
hemmende Wirkung von Egflp auf die Filamentation etngebetteten Zellen aufhebt
(Giusani et al., 2002). Dieser Signaltransduktionsweg steht examsgh fur die
Fahigkeit von C. albicans, die phsyikalischen Gegebenheiten der Umwelt

wahrzunehmen und spezifisch darauf zu reagierdnAbfp. 1.5).

1.4.4. cAMP/PKA Kaskade

Die cAMP/PKA Kaskade_{elisches_AlenosinMbnoFhosphat/ PoteinKinase_A stellt
einen zentralen Signalweg der Morphogenese On albicans dar, was sich
beispielsweise durch die Induktion hyphalen Waahstudurch exogenes cAMP
verdeutlichen lasst. Ebenso fuhrt die Hemmung Ve Phosphodiesterasen zu einer
Hefe — Hyphen Transition (Biswaa al., 2007).RASL als Ubergeordneter Regulator
hyphalen Wachstums kann, wenn konstitutiv aktianfientoses Wachstum induzieren,
hingegen eine Disruption voRASL in C. albicans zu einem Defekt des hypahlen
Wachstums fuhrt (Feng al., 1999). Der morphologische Defekt eif@SL Deletion
kann durch die Zugabe von cAMP zum Medium kompehsiwerden (Biswast al.,
2007). NebenRASL haben Gpa2p gekoppelt an den G — Protein Rezéppoip
Einfluss sowohl auf den MAPK als auch auf den cARKA Signalweg (Liu, 2001).
Vergleichbar mitRASL besitzt C. albicans eine einzelne Adenylylcyclase€CDC35,
CYRL), die nicht fir das Wachstum an sich, jedoch fiphales Wachstum essentiell ist
(Rocha et al., 2003). Einfluss auf diesen cAMP Signalweg nehn&mw2p, ein
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Adenylylcyclase assoziiertes Protein und zwei Phodesterasen (Pdelp und Pde2p).
Srv2p reguliert die Aktivitat der Adenylylcylase dinist fur ein Wildtyp-typisches
Filamentationsverhalten und Virulenz im Mausmodeforeerlich (Bahn und
Sundstrom, 2001). Auch der Phénotyp emig2A Deletion kann durch die Zugabe von
exogenem cAMP aufgehoben werden. Insbesond@&2 reguliert den cAMP
Haushalt der Hefezelle: Die Disruption V@DE2 resultiert in einem Uberangebot an
cAMP und einer Hyperfilamentation, die jedoch miez Avirulenz im Modell einer
systemischerCandida — Infektion einhergeht (Bahet al., 2003). Effektormolekil von
intrazellular generiertem cAMP ist die Proteinkiaas (PKA), deren aktives Zentrum
durch die Modifikation von regulatorischen Doméarmdiviert wird. InC. albicans sind
es TPK1 und TPK2, welche beide die Bildung von Hyphen nach Stimatatdurch
CAMP fordern (Biswagt al., 2007).Tpk1A Nullmutanten kdnnen auf festem Medium
keine Hyphen ausbilden, jedoch in flissigem Mediwphales Wachstum zeigen. Im
Gegensatz dazu konnépk2A Nullmutanten auf festem Medium filamentieren, sind
aber in flussigem Medium dazu nicht in der Lagen{®&bornet al., 2000). Der
cAMP/PKA Signalweg muindet iEFG1, einemhelix-loop-helix Transkriptionsfaktor,
der Hyphen - spezifische Gene aktiviert. Efglp theseine Proteinkinase A
Phosphorylierungsstelle (Threonin 206), welche weleinlich die Signaltransduktion
von Tpk2p vermittelt. Eine Mutation der entspreatem Aminosaure resultiert in einer
Inaktivierung von Efglp (Sonnebornet al., 2000). Nullmutanten dieses
Transkriptionsfaktors konnen unter den meisten nk@latation beglnstigenden
Bedingungen (inklusive Serum) kein hyphales Waghsteigen (Biswagt al., 2007)
(vgl. auch Abb. 1.5).

Die angeflhrten Signalkaskaden stehen exemplafigctiie Fahigkeit vorC.
albicans, sehr unterschiedliche biophysikalische und chelnes Umwelteinflisse
wahrzunehmen und gezielt darauf zu reagieren. Baeé&tzung einzelner Kaskaden
reflektiert zudem die hochentwickelte Anpassung #&smes an die vielfaltigen

Wirtsnischen.
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1.5. Cryptococcus neoformans als Ursache invasiver Pilzinfektionen

Cryptococcus neoformans ist weltweit in immuninkompetenten Patienten zoliegen
und wird meist durch Inhalation akquiriert (Enagthal., 2006; Nucci und Marr, 2005;
vgl. Abb. 1.7). Unspezifische Beschwerden wie Husteder Fieber koénnen
insbesondere in HIV seropositiven Patienten in elas AIDS Stadium definierende
Cryptococcus - Meningitis Ubergehen. Gehen die Infektionen r@ityptococcus
aufgrund der breiten Verfugbarkeit wirksamer amtréraler Medikamente in den
Industriestaaten zurick, ist die Inzidenz in derkafischen Landern mit hoher HIV
Rate ansteigend (Warnock, 2007). Dabei erreichemuntier den lokalen Gegebenheiten
behandelterCryptococcus — Meningitiden eine Mortalitat von 83 — 100% (®&lamd
Hajjeh, 2002). AuchCryptococcus ist zur Veranderung seiner Zellmorphologie durch
die Bildung einer Polysaccharidkapsel befahigt &dara et al., 2003). Die
Kapselbildung hat zentralen Einfluss auf die Vindelieses Keimes, was sich in der
Beobachtung widerspiegelt, dass unbekapselte Martaatirulent sind (Granget al.,
1985).
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Abb. 1.7 Lebenszyklus vorCryptococcus neoformans. Hauptibertragungsweg ist
aerogene Aufnahmen voi€C. neoformans Sporen in die Lunge mit anschliessel

Dissemination in das zentrale Nervensystem. Abhiddantnommen aus Hull und Heitm
2002.
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Im Jahr 1985 konnte durch Granger und Kollegenigereerden, dass Cprofunden
Einfluss auf die Kapseldicke hat. Zaragatal. zeigten 2003, dass die Induktion der
Kapselbildung durch COnicht RASL abhangig geschieht, aber auf die Adenylylcyclase
CAC1 angewiesen ist. Zudem konnte durch Alspaeigdd. (2002) verdeutlicht werden,
dasscaclA Nullmutanten nicht in der Lage sind, eine Kapsezaibilden bzw. Melanin

als zweiten wesentlichen Virulenzfaktor zu bilden.

1.6. CO,ist ein potenter Induktor hyphalen Wachstumsin Candida albicans

Bereits 1978 beschrieben Allen und King die Beobaudp, dass okklusive Verbande
die Suszeptibilitat der Haut fur Pilzinfektionengiithatophyten un€andida) erhéhen.
Ihre Hypothese begriindete diesen Effekt mit stelgenCQ Partialdriicken unter den
z.T. luftdicht verschlossenen Plastikverb&nden,, 30 ihre These, induziert hyphales
Wachstum inCandida bzw. die Ausbildung von Conidien, was letztendlmin einer
Mazeration der Hautoberflache und zu einer Infektidhrt. Mocket al. beschrieben
1990 die CQ abhéangige Induktion der Keimschlauchbilduig vitro in Candida
albicans. Dabei unterstrichen Mock und Kollegen, dass ur@émospharischen
Bedingungen oder CQOfreier Atmosphére keine Keimschlauchbildung stattt. In
dieser Arbeit fanden die Autoren eine optimale,@@nzentration von 10% CQezur
Induktion von Keimschlauchen innerhalb von 3 Stumdéonzentrationen von uber
20% zeigten eine Inhibition des Wachstums der HAelln sich. Um einen
Sauerstoffmangeleffekt auszuschliel3en, ersetzterckMat al. bis zu 20% der
Atmosphare mit N was jedoch keinen Effekt auf die Morphologie dellen hatte. Es
war also das C§& nicht ein reduzierter Sauerstoffpartialdruck, delie
Keimschlauchbildung induzierte. In der Arbeit vorodk konnte Natriumbikarbonat
(NaHCGQ; ) zumindest teilweise den durch gidduzierten Phanotyp nachbilden. 2005
konnte Shettet al. in einer Studie anhand von 208 klinischen Isolaten C. albicans
auf Kochblutagar zeigen, dass 6% {@diesen Stdmmen ein robustes Signal darstellt,
um filamentéses Wachstum zu induzieren (vgl. Abl8).1Weiterhin wurden 175
alternative Candida Stamme getestet, wobei 98,3% dieser Isolate kelyghdbe
Morphologie ausbildeten. Zwei Isolate v@n dubliniensis und ein IsolalC. tropicalis

zeigten eine schwach ausgepragte Filamentation té@wgferem Bebriten unter 6%
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CQO,. Die Induktion der Keimschlauchbildung durch £g2ellt einen im humanen Wirt
wesentlichen Prozess dar, betrachtet man die ¥dadh hohere COKonzentration

im Menschen (ca. 5%) gegenuber der Atmosphare.

Luft (0,033% CQ) 5% CO,

Abb. 1.8 Der Effekt von C@auf die Morphologie vorCandida albicans. CGO, induziert de
Ubergang vom Hefezellwachstum zum filamentésen \&taich, was sich in einem Wesel vol
glatter Koloniemorphologie zu Kolonien mit zahlieén Auslaufern widerspiegelt.

NebenCandida albicans kann man auch i€occidioides immitis bei Inkubation unter
10% CQ Veranderungen der Morphologie feststellen (Loned Beacock, 1959), wie
es auch furMucor beschrieben wurde (Bartnicki-Garcia und Nickersdm®62).
Weiterhin zeigt Cryptococcus neoformans unter erhdhtem CQO Partialdruck eine
Dickenzunahme der Polysaccharidkapsel (Graegat., 1985; vgl. Abschnitt 1.5). In
einem Modell der vaginaleGandida — Infektion fanden Perst al. (1985), dass CO
die Fahigkeit einiger getesteteC. albicans Stdmme zur Adh&sion an vaginale
Epithelzellen erhoht. Persi und Kollegen schlosses ihren Beobachtungen, dass,CO
maoglicherweise fur die Adhasion und Pathogenese Ghrdida - Infektion eine
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tragende Rolle spielt und wiesen darauf hin, dagkrend der Schwangerschaft und
auch bei Patienten mit Diabetes mellitus eine, G@tention vorliegt, welche die

Infektion mitCandida begtinstigen kann.

1.7. Carboanhydrasen

Carboanhydrasen (Synonym: Carboanhydratasen, Gatyainolasen) sind zinkhaltige
Metalloenzyme, welche die Hydration von £@u HCQ beschleunigen. Erstmals

wurden Carboanyhdrasen (CA) 1933 in bovinen Ergiyten beschrieben (Meldrum
und Roughton, 1933). Die katalytische Reaktiontlésh wie folgt darstellen:

H.O HCC;
=
E-Zn** —-OH + CC, == E-Zn** -HCO; = E-Zn*" -H,0 == E-Zn*" —OH +H"

Das chemisch langsame Equilibrium zwischen,@@d HCQ wird enzymatisch um
bis zu 106fach beschleunigt (Stryer, 1996). Dabei ist dikabhangige Hydratisierung
von CQ uber die evolutiondr und strukturell unterschigitin Klassen konserviert
(Liljas und Laurberg, 2000). Man unterscheidet Bed€CA (11 Isoenzyme in Saugern,
einzelne Algen),p-CA (hthere Pflanzen, Algen, Bakterien, Archaeeng y-CA
(niedere Bakterien). Die Existenz weiterer distanktAlloenzyme § — Klasse in
Thalassiosira weissflogii, einer Kieselalge; — Klasse irHal othiobacillus neapolitanus,
einer Blaualge) wird diskutiert (Set al., 2004; Hewett-Emmett und Tashian, 1996;
Smith et al., 1999; Trippet al., 2001). Die einzelnen CA Klassen haben strukiturel
kaum Gemeinsamkeiten, was als ein Beispiel fur kogenz in der Evolution gesehen
wird. Jedoch komplexieren alle Enzymklassen eizeadives Zinkatom als Cofaktor in
ihrem aktiven Zentrum (Trippt al., 2001; Smith und Ferry, 2000). Fur die- — und

vy — Klasse nimmt man aufgrund von Studien zur Enzgetkk an, dass sie einen
gleichartigen Reaktionsmechanismus besitzen: Zwafetgt ein nukleophiler Angriff
eines an Zink gebundenen Hydroxidions auf,Ci@ einem zweiten Schritt wird das
aktive Zentrum durch die lonisation eines an Zingbgndenen Wassermolekils
wiederhergestellt (Trippet al., 2001). Fur dief — Klasse der CA wurden die

18



Einleitung

Aminosaurereste fur die Komplexierung von einemkZtom mit zwei Cysteinresten
und einem konservierten Histidin bestimmt (Trgt@l., 2001). Ein globales Alignment
der bekanntefs — CA zeigte, dass aul3er den drei fur die Zinkingdkonservierten
Aminosaurereste nur zwei weitere Aminosaurerestgpéftat und Arginin) komplett
konserviert sind (Tripget al., 2001; Cronlet al., 2001). Neben der Funktion von CA im
pH Puffersystems des Blutes, wahrend der Atmung ded Nierenfunktion sind
verschiedene, z.T. essentielle metabolische Prezeissl auf die Bereitstellung von
CO, bzw. HCQ angewiesen. Jedoch diffundiert freies C&hneller aus der Zelle
heraus, als es im Metabolismus ersetzt werden Kasinvird daher vermutet, dass CA
unter anderem fur die Fixation von g®ICO; in der Zelle verantwortlich sind (Smith
etal., 1999).

Saccharomyces cerevisiae exprimiert eine Carboanhydrase (ScNcelO3p)Bder
Klasse deren Enzymaktivitat erst 2004 nachgewiasaden konnte (Clarkt al., 2004;
Amorosoet al., 2004). Eine homozygote Deletionsmutante wurderstudurch einen
aeroben Wachstumsdefekt und fehlender antioxidat\ivitat beschrieben (Gotet
al., 1999). Der gezeigte Wachstumsdefekt konnte ddretExpression vofi-CA von
Medicago sativa, Tabak odertE. coli komplementiert werden (Gotet al., 1999;
Slaymaketet al., 2002; Cronlet al., 2001).

1.8. Eine Adenylylcyclase als CO, Sensor ?

Es ist bekannt, dass GOdie Enzymaktivitit von Ribulose-1,5-Bisphosphat
Carboxylase/Oxygenase (Rubisco) durch die Bilduimgse Carbamatrestes an einem
Lysin des aktiven Zentrums modifizieren kann (Spge¥i und Salvucci, 2002).
Weiterhin ist bekannt, dass Cyanobakterien Koht#hst- Konzentrations -
Mechanismen (CCM - inorgani@bon_oncentrating rachanism) besitzten, um eine
konstante Kohlenstoffversorgung sicherzustellen d¢@a und Price, 2002). Die
genauen Mechanismen der Kohlenstoffrezeption umdwedteren Signaltransduktion
sind unverstanden. In Saugern liegt inorganiscraléhstoff bei physiologischem pH
in Form von HCQ@ pradominant vor. Cheea al. (2000) konnten zeigen, dass HLO
in physiologischen Konzentrationen direkt die Biduvon cAMP durch eine |6sliche

Adenylylcyclase (soluble Adenylylcyclase — sAC)nsatiieren kann. Die l6sliche AC
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unterscheidet sich strukturell, molekular und berarsch von den bis dahin bekannten
membrangebundenen, G-Protein gekoppelten Adenyglgsgn (Buclet al., 1999). Die
transmembrangebundenen Adenylylcyclasen (tmAC) gimquitdr vorkommende
Enzyme, die eine Vielzahl von externen Stimuli (zdirch Hormone) vermitteln.
Dabei werden rezeptorgebundene G — Proteine afttivike ihrerseits zur cAMP
Generierung durch die tmAC und infolge dessen zzZBr Aktivierung von
Phosphokinasen oder lonenkanélen fihren. Hingegegagien sich sAC insensitiv
gegeniber der Aktivation durch G — Proteine odeslkalin. Vice versa wurde gezeigt,
dass tmAC nicht durch HGOin ihrer Aktivitat beeinflusst werden (Chenal., 2000).
In der Analyse der Aminosaurestruktur der human®@ geigte sich, dass diese den
Adenylylcyclasen der Blaualgen naher verwandt &8s den humanen tmAC und
anderen eukaryotischen AC (Buetkal., 1999). Gleichzeitig sind sAC, im Gegensatz zu
tmAC, in ihrer Lokalisation nicht auf die Zytoplaamembran beschrankt. Zippehal.
konnten 2003 nachweisen, dass sAC sowohl im Nukésisauch an Mitochondrien
vorkommen und damit direkt und gezielt Zellfunk&éonbeeinflussen kann. Neben den
humanen sAC wurden Bikarbonat resposive Adenylésgn auch in Cyanobakterien,
Mycobacterium tuberculosis und Pilzen beschrieben (Caehal., 2003; Kobayashet
al., 2004), was auf eine evolutiondr konservierte gimohdlegende Funktion hinweist.
Candida albicans besitzt eine einzelne Adenylylcyclas€DC35, CYRL1),
welche fur das Wachstum nur bedingt, fir die Filatagon unter verschiedenen
Bedingungen jedoch essentiell ist (Roehal., 2001; vgl. Abschnitt 1.4.4.). lcdc35A
Nullmutanten konnte in der Arbeit von Rocha keinefdlmare Konzentration von cAMP
nachgewiesen werden, was darauf hinweist, G&%335 die einzige Adenylylcyclase in
C. albicans darstellt. Zudem war die Nullmutante in einem man Infektionsmodell
avirulent, was auf die zentrale Bedeutung diesesyaa wahrend der Morphogenese

hindeutet.
1.9. Hypothese und Zielsetzung dieser Arbeit
CO; stellt in Candida albicans ein robutes Umweltsignal dar, welches filamentdses

Wachstum induziert. Gleichzeitig kann €@urch das Enzym Carboanhydrase in die

intrazellular pradominant vorkommende Kohlenstaffiledung HCQ umgewandelt
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werden. Ferner wurde gezeigt, dass HCG@pezifisch Adenylylcyclasen aktivieren
kann. In diesem Kontext soll in der vorliegenderbdit die Hypothese der GO
induzierten Morphogenese unter Vermittlung einerrb@anhydrase und einer
Adenylylcyclase inCandida albicans untersucht werden. Folgende Zusammenhange
sollen verdeutlicht werden:

- Identifikation mdoglicher Carboanhydrasen 6. albicans homolog zu

Saccharomyces cerevisiae SCNCE103.

- Molekulare  und  funktionelle  Charakterisierung  dergefundenen
Carboanhydrasein vitro sowie in vivo durch homozygote Disruption i@.

albicans.

- Untersuchung der funktionellen Relevanz der gaémen Carboanhydrasen im

Kontext des C@induzierten Polymorphismus.

- Untersuchung der funktionellen Relevanz von Aquiaqen im Kontext des CO

induzierten Polymorphismus.

- Klonierung und Expression der katalytischen Doenéter Cryptococcus
neoformans AdenylycylaseCAC1 in C. albicans CR276 ¢dc35A/cdc35A) zur
Klarung einer generellen Bedeutung der fungalenniigécyclase im Kontext

des CQ induzierten Polymorphismus.
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2. Material und Methoden

2.1. Gerate
Autoklaven Classic 2100, Prestige Medical, BlackhlK
Brutschrénke Kelvitron t, Heraeus, Hanau, Deutsthla
Research C@incubator, LEEC, Nottingham, UK
GP Incubator, Genlab, Widness, UK
Eismaschine AF 20, Scotsman Ice Systems, Vernds, Hi, USA
Elektrophoresekammern Fisherbrand HU6, HU10, HUIBhermo Fisher
Scientific, Loughborough, Leicestershire, UK
Elektroporationsgerate Bio-Rad Pulse Controller 2088, Gene Controller
1652077, Bio-Rad Laboratories, Hemel Hempstead, UK/
Hercules, CA, USA
Elektroporationskivetten Gene Pulser Cuvette 0,2onmd 0,1cm, Bio-Rag
Laboratories, Hemel Hempstead, UK
Geldokumentationssystem BioView Gel System Mini, odép, Jahnsdorf,
Deutschland
Heizblécke Dry Block 08-3, Techne, Stone, UK
Test Tube Heater SHT 10, Stuart Scientific, Redbil
Hybridisierungsofen HB1000 Hybridizer, UVP, Uplarf@ambridge, UK
Kihlschrank, Gefrierschrank 4°C, -20°C Whirlpoolrgmact Combi, USA
-80°C New Brunswick Scientific, Edison, NY, USA
Magnetrihrer SM5, Stuart Scientific, Redhill, UK

SWT320, Gallenkamp, Sanyo E&E  Europe,
Loughborough, UK
Mikroskop Zeiss West Germany 478028, Zeiss, Obédrogc
Deutschland

Mikroskopkamera Leica, Bensheim, Deutschland
Mikrowelle M1733N TDS, Samsung, Chertsey, UK
Neubauer-Zahlkammer Zeiss, Oberkochen, Deutschland
PCR-Thermocycler Primus, MWG Biotech, EbersbergytBehland
Gene Amp PCR System 2400, Perkin Elmer, Waltham,
MA, USA
pH - Meter Basic Meter PB11, Satorius AG, Géttingeautschland
Proteinblot - Apparatur Semi Dry Transfer Cell, Btad Laboratories, Hemel

Hempstead, UK
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Proteingelelektrophoresekammer

Criterion Cell, Bid Laboratories, Hemel Hempstead,

UK

Roéntgenfilmentwickler

Compact X4 Xograph Imagingtyns, Tetbury, UK

Roéntgenfilmkassette

R2000 18x14 und 24x30, Kod&kAU

Schittelinkubatoren

Orbital Incubator, Gallemkanfpanyo E&E Europe
Loughborough, UK
Reciprocal Mixer, Denley, Billinghurst, UK

Spannungsgerate Thermo EC Electrophoresis Powgh§HC250-90, EC
105, Thermo Fisher Scientific, Loughboroug
Leicestershire, UK

Spektrophotometer DU 530 Life Science UV/Vis, BeekmCoulter, High

Wycombe, UK

Stopped-Flow Technik:
Stopped Flow SF-61 DX2
Control Unit Cn61

XnHg Lampe

HI-TECH Scientific, Salisbury, UK

Ultraschall Desintegrator

Soniprep 150, MSE, LonddK

UV Lampe

UVL-28 Assembly Long Wave, Upland, CambgadUK

UV — Crosslinker

CL-1000, UVP, Upland, Cambridgds U

Vortexer

Vortex — Genie 2, Scientific Industriesplgmia, NY,
USA

Whirlimixer, Fisons Scientific Apparatus, Loughbaogt,
UK

Waagen

Feinwaage EK 2000, A&D, Tokyo, Japan/ AbimgdJK
CP224S, Satorius AG, Goéttingen, Deutschland/ Eps
UK

Wasserbad/Schdttler

Innova 3100, New Brunswick r8ifie, Edison, NY,
USA

Zentrifugen

Microfuge 18, Beckman Coulter, High Wytbe, UK
Centaur 1, MSE, London, UK
Mikro 200/200R, Hettrich AG, Hach, Schweiz

BR 401 refrigerated centrifuge, Denley, BillinghiitdK

2.2. EDV

PC mit Scanner und Drucker

Dell Ltd., UK

Redasoft Plasmid 1.1

Redasoft, Toronto, Canada

pDRAW32 1.0

AcaClone Software, www.acaclone.com
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Microsoft Office 2003 Microsoft Corporation, RednthiJSA
KinetAsyst3 HI-TECH Scientific, Salisbury, UK
Graph Pad Prism 3.0 Graph Pad Software, San Di¢ga,
Mozilla Firefox 1.0 Mozilla Europe, Paris, Franlakei

2.3. Internetressourcen

Candida Genome Database: http://www.candidagenogie.o

Multialign Interface: http://bioinfo.genopole-towise.prd.fr/multalin/multalin.html

ExXPASYy (Expert Protein Analysis System) proteorsisver: http://expasy.org/

Fungal Genome Resource: http://gene.genetics.uga.ed

DNA Manipulation: http://www.vivo.colostate.edu/rkdlmanip/index.html

Frameplot: http://www.nih.go.jp/~jun/cgi-bin/frameppl

Kyte-Doolittle Hydropathy Plot: http://gcat.davidsedu/rakarnik/kyte-doolittle.htm
NCBI Pubmed: http://mmw.ncbi.nim.nih.gov/sites/e#Pdb=PubMed

2.4. Bezugsfirmen

Chemikalien und Komponenten wurden von folgendemé&n bezogen:

Ambion, Warrington, UK Roche, West Sussex, UK
Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK Sigmariélld Gillingham, UK
Bio-Rad, Hemel Hempstead, UK Stratagene, Amsterdiagerlande

Difco Laboratories, BD Biosciences, Oxford, UK Itreigen, Paisley, UK

Eurogentec, Southampton, UK Jencons, Leighton, UK

Fisher Scientific, Loughborough, UK Qiagen, Crawlex

ICN Biomedicals, Cambridge, UK MWG Biotech, Ebenghddeutschland
New England Biolabs, Hitchin, UK biomers.net GmitHm, Deutschland
Promega, Southampton, UK Sequenzierungen wurdeyefilst von:

Lark Technologies, Takeley, UK

2.5. Verbrauchsmaterialien

Hybond N und P PVDF Nylonmenbranen, Amersham Barsms, UK

Whatman Papier, Blotting Cellulose, Bio-Rad, Heiempstead, UK
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Criterion XT Bis-Tris 4%-12% Precast Protein GelpfRad, Hemel Hempstead, UK

Rontgenfiime (ECL Detection Kit) Amersham BioscieacUK

Elektroporationkivetten, Bio-Rad, Hemel Hempstéad,
Criterion XT Sample Buffer, Reducing Agent, MOPSnRing Buffer,
Bio-Rad, Hemel Hempstead, UK

Bakterienfilter, Minisart, Sartorius AG, Géttingdbeutschland

GENBox Generatoren fiir anaerobe und mikroaerofeldingungen, bioMérieux, Frankreich
CO, Gas, BOC Gases, Guilford, UK
Glasskugeln (Durchmesser 4mm), Sigma-Aldrich, @gliam, UK

Agarplatten (Kochblutagar), BD Biosciences, OxfdodK

Eppendorfgefalle 0,5ml, 1,5ml, 2ml, PCR Reaktiori#gef0,2ml, Falcon Rdhrchen
15ml und 50ml, SchraubgefaRe 2ml, Objekttrager, risebalen, Glaswaren,
Pipettenspitzen und Einmalpipetten wurden vom kekadlaborbedarfanbieter bezogen.

2.6. Kits
QIlAprep Spin MINIprep Kit, Qiagen Qiagen RNeasy,Kjiagen
QIAquick Nucleotide Removal Kit, Qiagen Stratagérenelt Labeling Kit, Stratagene
Qiagen PCR Purification Kit, Qiagen TOPO TA Clonkig, Invitrogen
QIAquick Gel Purification Kit, Qiagen

2.7. Enzyme

Die verwendeten Restriktionsendonukleasen wurdewgis nicht anders angegeben,
von New England Biolabs bezogen. Eine Auflistung dewendeten Enzyme ist unter
2.21. angefuhrt. Weiterhin wurden verwendet:

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP), Roche RNaswitrbgen

T4 DNA Ligase, Roche DNase I, Invitrogen

Taq DNA Polymerase, Roche Lyticase, Sigma

Proteinase K, Promega Mung Bean Nuclease, New Etddéolabs
Bovine Carboanhydrase II, Sigma
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2.8. Kulturbedingungen

Candidawurde bei 30°C auf YNB AgarE. coli bei 37°C auf LB Agar gezlchtet. Zur
Bebrutung unter einem erhdhten L£@®artialdruck wurde Kohlendioxid in einer
Konzentration von 5% + 0,2% zugesetzt. Die Kultunarrden bei 4°C aufbewahrt oder
mit 25% Glycerin Candidg bzw. 15% Glycerin E. coli) versetzt und bei —80°C

verwahrt.

2.9. Ndhrmedien

LB (lysogeny broth oder Luria-Bertani) Medium 1%dB@ Trypton

0,5% Hefeextrakt

1% NacCl

in Aqua dest.

gof. Zusatz von Ampicillin (100g/ml) zur
Selektion von plasmidtragend&n coli Stammen
SOC Medium 2% Bacto-Trypton

0,5% Hefeextrakt

10mM NacCl

2,5mM KClI

20mM Glucose

10mM MgCh

10mM MgSQ

in Aqua dest.

SOB Medium 2% Trypton

0,5% Hefeextrakt

10mM NacCl

2,5mM KClI

10mM MgCh

10mM MgSQ

in Aqua dest.

5-FOA Agarplatten 1,79 YNB (Difco)

19 5-Fluoroorotsaure (FOA)
50mg Uridin

20g Glucose

5g Ammoniumsulfat
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en

Fortsetzung:
5-FOA Agarplatten

in 500ml Agua dest. l6sen, sterilfiltrieren u
15g Agar in 500ml Aqua de

autoklavieren und beide Lésungen bei ca. 5

anwarmen,

mischen und in sterile Petrischalen geben.

DMEM (Dulbeccos Modified Eagle Medium)

DMEM 13,38¢g
HEPES 35,79
Glucose 15,5¢g
ad 1L Aqua dest. mit NaOH bzw. HCI p

einstellen und steril filtrieren

YEPD 20g Glucose
10g Bactopepton
10g Hefeextrakt
in Aqua dest.
YNB Medium YNB (Difco) nach Angaben des Herstellers

YNB Medium mit Einstellung des pH Wertes

20g Glueos
5g Ammoniumsulfat
35,79 HEPES-Puffer
1,79 YNB (Difco)
ad 1L Aqua dest. mit NaOH bzw. HCI p

einstellen und steril filtrieren

Die flissigen Nahrmedien wurden durch den Zusatz ¥6g Agar auf einen Liter

Medium verfestigt.

AuxotropheCandidaStamme wurden wie folgt supplementiert:

ura3A—Uridin Auxotrophie

Stockldsung: 10mg/ml, Endkontzation im Medium: 2kg/ml Uridin

his1A—Histidin Auxotrophie

Stockldsung: 50mg/ml, Endkentration im Medium: 20g/ml Histidin

arg4A—Arginin Auxotrphie

Stockldsung: 50mg/ml, Endkonization im Medium: 2Qg/ml Arginin

E. coli wurde auf das Vorhandensein einer Ampicillinresigt selektioniert. Dazu

wurde Ampicillin (100ug/ml) dem Medium zugegeben.

2.10. Lésungen und Puffer

10x Lithiumacetat

1M Stocklésung in Aqua dest., pB
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Ix TE 10mM Tris-HCI Buffer pH 8,0
1mM EDTA
20x SSC 3M NacCl
0,3M NaCitrat
in Aqua dest., pH 7
DNA Marker 1 kb DNA Ladder, Promega
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP) (Roche) dquimolare
Stocklésung zu 10mM in Aqua dest.
DTT Dithiothreitol, Stocklésung 1M in Aqua dest.
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure, Stocklésung 1M
pH 8 in Aqua dest., autoklaviert
EtBr Ethidiumbromid 10mg/ml Stocklésung
Ethanol 96% und 70%
Glycerin 50% Stocklésung in Aqua dest.,
sterilfiltriert
IPTG Isopropyl$-D-thiogalactopyranosid als

Induktor der3 —Galaktosidaseaktivitat in

E. coli, 1M Stocklésung in Aqua dest.

Natriumacetat

NaOAc 3M pH 5,2 zur Fallung von PlasBNA

PEG

50% Polyethylenglycol 4000 in Aqua dest.

Phenol : Chloroform : Isoamylalkohol

im Verhaltis:24:1 (vol/vol/vol)

PMSF

Phenylmethylsulfonylfluorid, 1700mM
Stockldsung in Isopropanol, abgedunkelt bei

—20°C gelagert

SDS (Sodium Dodecyl! Sulfgt&latriumdodecylsulfat,
Stocklésung 20% in Aqua dest.

Sorbitol Stocklésung 2M in Aqua dest., sterilfiltriert

B 10mM HEPES

15mM CaC}
250mM KCI
10mM MgCh
10mM MgSQ
in Aqua dest.

Tris-HCI Puffer

1M Tris(hydroxymethyl)-aminometh&€l in
Aqua dest., pH 7,5 und pH 8
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Fur die Gelelektrophorese DNA:

50x TAE Puffer 2M Tris

100mM EDTA

5,71 Vol% Eisessig

in Aqua dest.

6x DNA Blaumarker 50mM Tris pH 8

50mM EDTA

40% Sucrose

1% SDS

0,25% Bromphenolblau

in Aqua dest.

Fir RNA Arbeiten:

DEPC behandeltes Wasser 1ml DEPC (Diethyl-Pyrocarbonate) in 2000ml
(DEPC-H20) Aqua dest. fir 12 Stunden auf dem Magnetruhrer

gemischt und anschlieRend autoklaviert

10x MOPS Puffer 200mM MOPS
(3-N-[Morpholino]propansulfonsaure)
50mM NaOAc

10mM EDTA

mit 5 N NaOH auf pH 7,0 eingestellt
DEPC-H20 ad 1000ml
lichtgeschitzt gelagert

5x RNA Blaumarker 650ul Formamide, deionisiert
250ul 100% Glycerol

100ul Bromphenolblau

4ul Ethidiumbromid

1ul DEPC
Fir die gDNA Extraktion aus Candida:
Blue Buffer 2% Triton X-100
1% SDS
100mM NacCl
10mM Tris Buffer pH 8,0

29



Material und Methoden

Fortsetzung:
Blue Buffer

1mM EDTA
Aqua dest. ad 50ml|

Lyticaselosung

1M Sorbitol
50mM K3PO, pH 7,5
50mM DTT
1500 U/ml Lyticase (Sigma)
in Aqua dest.

L6sung 1

50mM EDTA
0,2% SDS

in Aqua dest.

Fur dieE. coligDNA Praparation:

Proteinase K (Promega)

4mg/ml im 50mM Tris-HCI (@19), 10mM
CaClb

CTAB L6sung

2 % (w/v) CTAB
(Cetylhexatrimethylammoniumbromid)
100 mM Tris-HCI, pH 8,0

20 mM EDTA

1,4 M NaCl

Fur die Plasmid-DNA Praparation:

Losung 1 50mM Glucose
25mM Tris pH 8
10mM EDTA

Ldsung 2 0,2N NaOH
1% SDS

Losung 3 5M KAc

11,5ml Eisessig
Aqua dest. ad 100ml

Fir den Southernblot:

20x SSC

3M NaCl
0,3M NaCitrat
in Aqua dest., pH 7
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Church Puffer

7% SDS
1% BSA
500mM EDTA
250mM NaPQpH 7,2

in Aqua dest.

Fir dieCandidaLiAc Transformation:

Losung 1

IXTE
1x LiAc

Ldsung 2

IXTE
1x LiAc
40% PEG

in Aqua dest.

Fur die Lyse vork. coli mittels Ultraschall:

Lysepuffer 50mM Tris Puffer pH 7,5
150mM NacCl
5mM DTT
1mM PMSF
Fur die Stopped — Flow Experimente:
Puffer A 100mM TAPS

(N-[Tris-(hydroxymethyl)-methyl]-3-
aminopropansulfonsaure)

200mM NaSQ

2mM ZnSQ

2mM MgSQ,

200uM m-Kresolpurpur

Fir den Western Blot:

TBS

20mM Tris
500mM NaCl
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Fortsetzung TBS

in Aqua dest., pH 7,5

TTBS

0,2% (vol/vol) Tween-20 in TBS

Blocklésung

5% Trockenmilch in TTBS

2.11. Stamme, Plasmide und Vektoren

2.11.1.Candida albicans Stamme

Stamm Genotyp Auxo- Ausgangsstamm Quelle
trophie
SC5314 keine Wildtyp Gilluret al,
1984
CAl4 ura3A::Aimm434 Uridin SC5314 Fonzi und
ura3A::Aimm434 Irvine, 1993
CAl4 ncel0A-URA3 ura3A::Aimm434 keine CAl4 Diese Arbeit
ura3A::Aimm434
ncelOA::hisG-
URA3-hisG
CAIl4 ncel0A-hisG ura3A::Aimm434 Uridin CAl4 ncelO&- Diese Arbeit
ura3A::Aimm434 URA3
ncelOA::hisG
CAl4 ncel03/ ura3A::Aimm434 keine CAl4 ncel08- Diese Arbeit
ncelOA-URA3 ura3A::Aimm434 hisG
ncelOA::hisG/
ncelOA::hisG-
URA3-hisG
CAl4 ncel03/ ura3A::Aimm434 Uridin CAl4 ncel03/ Diese Arbeit
ncelOA-hisG ura3A::Aimm434 ncelOA-URA3
ncelOA::hisG/
ncelOA::hisG
CAl4 ncel03/ ura3A::Aimm434 keine CAl4 ncel08/ Diese Arbeit
ncelOA-pSM-2 ura3A::Aimm434 ncelOA-hisG
ncelOA::hisG/
ncelOA::hisG/URA3
CAl4 ncel03/ ura3A::Aimm434 keine CAl4 ncel08/ Diese Arbeit
ncel0A-NCE103 ura3A::Aimm434 ncelOA-hisG
ncelOA::hisG/
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Fortsetzung ncelO::hisG/
CAl4 ncel03/ NCE103URA3
ncelOA-NCE103

CAl4 NCE ura3A:: Aimm434/ keine CAl4 ncel08/ Diese Arbeit
overexpression ura3A::Aimm434 ncelOA-hisG
ncelOA::hisG/
ncelOA::hisG/
TEF2pr::NCE103
URA3

CAl4 NCEGFP ura3A:: Aimm434 keine CAIl4 ncel08/ Diese Arbeit
ura3A::Aimm434 ncel0A-hisG
ncelOA::hisG/
ncelOA::hisG/
NCE103GFP/URA3

BWP17 ura3::Aimm434 Uridin, RM1000 Wilsoret al.,
ura3::Aimm434 Arginin, 1999

his1::his@ Histidin
his1::hisG/
arg4::his@
arg4::hisG

BWP17 ncel0O& ura3::Aimm434 Uridin, BWP17 Diese Arbeit
ura3::Aimm434 Histidin
his1::hisG@
his1::hisG/
arg4::his@
arg4::his@
ncel03::ARG4

BWP17 ncelOa/ ura3::Aimm434 Uridin BWP17 ncelO® | Diese Arbeit
ncelO3 ura3::Aimm434
his1::hisG@
his1::hisG@
arg4::his@
arg4::his@
ncel03::ARGA
ncel03::HIS1

BWP17 ncel0Oa/ ura3::Aimm434 keine BWP17 ncel@8 | Diese Arbeit
ncelOA-pSM-2 ura3::Aimm434 ncelO
his1::his@
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Fortsetzung

BWP17 ncel0A&/

ncelOA-pSM-2

his1::his@
arg4::hisG@
arg4::hisG@
ncel03::ARGA
ncel03::HISIURA3

BWP17 ncel0A&/
ncel03/ NCE103

ura3::Aimm434
ura3::Aimm434
his1::his@
his1::his@
arg4::his@
arg4::hisG@
ncelO03::ARGA
ncel03::HIS1
NCE103/URAS3

keine

BWP17 ncelQg
ncelO

Diese Arbeit

BWP17 NCE

OVBFEXpI'ESSiOH

ura3::Aimm434
ura3::Aimm434
his1::his@
his1::his@
arg4::hisG@
arg4::hisG@
ncelO03::ARGA
ncel03::HIS1
TEF2pr::NCE103
URA3

keine

BWP17 ncelQ8
ncelO

Diese Arbeit

JCO188

ura3::Aimm434
ura3::Aimm434
aqylA::hisG/
aqylA::hisG/URA3

keine

Carbrewt al,
2001

CR276

ura3::Aimm434
ura3::Aimm434
cdc3A::hisG/
cdc3RA::hisG

Uridin

Rocheet al,
2001

CR276-F1R1

ura3::Aimm434
ura3::Aimm434
cdc3A::hisG/
cdc3::hisG/URA3
TEFZ,::CACligoa-2071

keine

CR276

Diese Arbeit

CR276-F2R1

ura3::Aimm434

keine

CR276

Diese Arbeit
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Fortsetzung
CR276-F2R1

ura3::Aimm434
cdc3A::hisG/

cdc33::hisG/URAJ
TEF%;::CAC].1721_2271

CR276-V

ura3::Aimm434
ura3::Aimm434
cdc3A::hisG/

cdc3A::hisGURAJ

TEF2,

keine

CR276

C. Ruoff,
Medizinische
Doktorarbeit,
Universitat

Wirzburg

CAR26

ura3A:: Aimm434
ura3A::Aimm434
rim101A::hisG
rim101A::hisG

Uridin

CAR2

Ramoret al,
1999

CAR26 ncel03-URA3

ura3A:: Aimm434
ura3A:: Aimm434
rim101A::hisG
rim101A::hisG
ncelO3::hisG-
URAS-hisG

keine

CAR26

Diese Arbeit

CAR26 ncel03-hisG

ura3A:: Aimm434
ura3A:: Aimm434
rim101A::hisG
rim101A::hisG
ncelOA::hisG

Uridin

CAR26 ncel08-
URA3

Diese Arbeit

CAR26 ncel08/
ncelOA-URA3

ura3A::Aimm434
ura3A::Aimm434
rim101A::hisG/
rim101A::hisG
ncelOA::hisG/
ncelOA::hisG-
URAS3-hisG

keine

CAR26 ncelQs
hisG

Diese Arbeit

CAR26 ncel03/
ncelOA-hisG

ura3A:: Aimm434
ura3A::Aimm434
rim101A::hisG
rim101A::hisG
ncelO3::hisG/
ncelOA::hisG

Uridin

CAR26 ncel0a/
ncelO2A-URA3

Diese Arbeit
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CAR26 ncel03/
ncelOA-pSM-2

ura3A::Aimm434
ura3A::Aimm434

keine

CAR26 ncelQ®
ncelOA-hisG

Diese Arbeit

rim101A::hisG
rim101A::hisG
ncelOA::hisG/
ncelOA::hisG/URA3
ura3A:: Aimm434
ura3A::Aimm434
rim101A::hisG/
rim101A::hisG/
ncelOA::hisG/
ncelOA::hisG/
NCE103URA3

CAR26 ncel03/
ncelOA-NCE103

CAR26 ncelQ®
ncel0A-hisG

keine Diese Arbeit

2.11.2.Cryptococcus neoformans Stamme

Stamm Quelle

Cryptococcus neoformamsT CC90112 D. Sanglard, Universitat Lausanne

(Serotyp A Referenzstamm)

2.11.3.Escherichia coli Stamme

Stamm Genotyp Quelle

E. coliBL21(DE3) F-ompT hsd$(rz-ms-) gal dcm(DE3) Invitrogen, UK

E. coliEDCM636 A ,Afnr-267,4can-1::FLK2kan),rph-1 Merlinet al, 2003

E. coliTOP 10 FmcrA A(mrr-hsdRMS-mciBC) Invitrogen, UK
@80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139
A(araleu)7697galU galK rpsL (St) endAl
nupG
E. coli XL1-Blue | D(mcrA)183 D(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 | Stratagene, UK
MRE’ endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac

[F'proAB lacfZDM15 Tn1Q(Tef)]
F- lambdavG- rfb-50 rph-1

E. coliK-12 MG1655 lan Bloomfield,

University of Kent, UK

2.11.4. Kommerziell erhaltliche Plasmide

Plasmidbezeichnung Quelle

pCR2.1-TOPO Invitrogen, UK
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pBluescript Il SK(+)

Stratagene, UK

pGEX 6P-2

Amersham Biosciences, UK

2.11.5. Weitere verwendete Plasmide

Plasmidbezeichnung Charakteristika Quelle

pCR2.1 BF-NCE2 ORF vo@aNCE103mit den Diese Arbeit
Primern NCE-BF und NCE2
amplifiziert

pCR2.1AB pCR2.1 TOPO Plasmid, deletieftDiese Arbeit
fur die singularéBspH
Schnittstelle (3046)

pFA ARG4 ARG4Kassette tragendes Golaet al, 2003
templatePlasmid

pFA URA3 URA3Kassette tragendes Golaet al, 2003
templatePlasmid

pFA HIS1 HIS1Kassette tragendes Golaet al, 2003

templatePlasmid

pCR2.1AB BF-NCE2

Spd-NCE103Spé Fragment aus
pCR2.1 BF-NCEZ2, ligiert in die
Spé/Xba Schnittstelle von
pCR2.1AB

Diese Arbeit

pMB-7

Plasmid, welches den Ura-

Blaster tragt

Fonzi und Irvine, 1993

pNCEX2-Blast

blunt endUra-Blaster Kassette
aus pMB-7 Gal/Bglll
Doppelverdau, MBN Verdau)
ligiert in dieblunt end BspH
Schnittstellen von pCR2AB
BF-NCE2

Diese Arbeit

pCR2.1 AF-NCE2

ORF vo@aNCE103mit den
Primern NCE-AF und NCE2
amplifiziert, in pCR2.1 TOPO

Diese Arbeit

pSM-2

El Barkanet al, 2001

PSM-NCE

Ein 2,6kbSpé/Xba NCE103

Fragment aus pCR2.1 AF-NCE2

wurde in dieSpé Schnittstelle

Diese Arbeit
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Fortsetzung pSM-NCE von pSM-2 ligiert

pCR2.1 PstNCEHisTag ORF vonCaNCE103mit den Diese Arbeit
Primern NCE-F-Pst und
NCEHisTag amplifiziert, in
pCR2.1 TOPO

pCR2.1 TEF2term 5’ Terminatorregion deSF2 Diese Arbeit
Gens mit den Primern
XmaTef2t-F und PspOMITef2-R
amplifiziert, in pCR2.1 TOPO

pBSK PstNCEHisTag Spé-NCE103Xba Fragment Diese Arbeit
aus pCR2.1 PstNCEHisTag in
die Spd/ Xbd Schnittstellen von
pBluescript Il SK(+) ligiert

pBSK PstNCEHisTag tef2term Xmd-TEF2Terminatroregion- | Diese Arbeit
PspOM Fragment ligiert in die
PspOM/Xmd Schnittstellen von
pBSK PstNCEHisTag

pFM-2 Muhlschlegel und Fonzi, 1997

pFM-NCEoverexpression pFM-2 nianH| geschnitten, | Diese Arbeit
geblunted, erneut mRst
geschnitten und der Vektor
aufgereinigtPsi-NCE103
TEF2Terminatorfragment-
Pvul wurde das aus pBSK
PstNCEHisTag tef2term
herausgeldst und in den pFM-2

Vektor ligiert

pCR2.1 YadF E. colvadFmit den Primern Diese Arbeit
YadF-F und YadF-R von
genomischer DNA amplifiziert,
in pCR2.1 TOPO

pFM-YadF Nsil-YadFBglll Fragment aus | Diese Arbeit
pCR2.1 YadF in di@st/BarrHI
Schnittstellen des pFM-2
Vektors ligiert

pCASPh Humane CAlI Mammalian Gene Collection
(MGCQC), http://mgc.nci.nih.gov/
pFM-hCAII Bglll-CAIll-EcoRV Fragment aus| Diese Arbeit
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Fortsetzung pFM-hCAII

pCASPh in digst (blunted)/
BanH| Schnittstellen von pFM-2
ligiert

pCR2.1 NCEAgel

ORF vo@aNCE103mit den
Primern NCE-AF und CaNCE-
Ragel amplifiziert, in pCR2.1
TOPO

Diese Arbeit

yEGFP3

Plasmid, welches das fur
CandidaoptimierteGFP Gen
(YEGFP3J tragt

Cormacket al, 1997

pCR2.1 AgelGFP

ORF voyEGFP3mit den
Primern GFP-FAgel und GFPre
amplifiziert, in pCR2.1 TOPO

v

Diese Arbeit

pCR2.1 NCEGFP

Agd-NCE103Xba Fragment
aus pCR2.1 NCEAgel in die
Xbd/ Agd Schnittstellen des
praparierten pCR2.1 AgelGFP
Vektors ligiert

Diese Arbeit

pSM-NCEGFP

Spe NCE-GFP Fragment aus
pCR2.1 NCEGFP in digpé
Schnittstelle von pSM-2 ligiert

Diese Arbeit

pCR2.1 BamNCE

ORF vo@aNCE103mit den
Primern CaNCE-FBamGEX
(ersetzt das Startcodon und
enthélt eindBanH]|
Schnittsstelle) und NCE-BR
amplifiziert, in pCR2.1 TOPO

Diese Arbeit

PGEX-NCE

BanmHI-NCE103EcaRI

Fragment aus pCR2.1 BamNCE

ligiert in dieBarmHI/EcoRI von
pGEX-6P-2 ligiert

Diese Arbeit

pCR2.1 F1R1His

Amplifikation des langen C-
terminalen Fragmentes von

Cryptococcus neoformarGAC1

mit den Primern CnCACF1n und

CnCAC1RHis, in pCR2.1 TOP(Q

Diese Arbeit

pCR2.1 F2R1His

Amplifikation des kurzen C-

terminalen Fragmentes von

Diese Arbeit
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Fortsetzung pCR2.1 F2R1His | Cryptococcus neoformaizAC1
mit den Primern CnCACF2n und
CnCAC1RHis, in pCR2.1 TOP(Q
pFM-CAC1 F1R1His Sma-CAClangBanHlI Diese Arbeit
Fragment aus pCR2.1 F1R1His
ligiert in diePst (gebluntet)/
BanH| Schnittstelle von pFM-2
pFM-CAC1 F2R1His Sma-CACkurz-BanHlI Diese Arbeit
Fragment aus pCR2.1 F2R1His
ligiert in diePst (gebluntet)/
BanH| Schnittstelle von pFM-2
pCR2.1 FIR1GEX Amplifikation des langen C- Diese Arbeit

terminalen Fragmentes von

Cryptococcus neoformarGAC1
mit den Primern CnCACF1 und
CnCACI1R, in pCR2.1 TOPO

pCR2.1 F2R1GEX Amplifikation des kurzen C- Diese Arbeit

terminalen Fragmentes von

Cryptococcus neoformarGAC1
mit den Primern CnCACF2 und
CnCACI1R, in pCR2.1 TOPO
pGEX-CAC-F1 BanH| -CACl721.0071 ECARI Diese Arbeit
Fragment aus pCR2.1
F1R1GEX, ligiert in dieBanHl /
EcoRI Schnittstellen von pGEX-
6P-2

pGEX-CAC-F2 BanHI-CAC1;7g04.2071ECORI Diese Arbeit
Fragment aus pCR2.1
F1R1GEX, ligiert in dieBanHl/
EcoRI Schnittstellen von pGEX-
6P-2

2.12. Phenolextraktion
Die Phenolextraktion dient zur Aufreinigung von @mosomaler DNA und Plasmid-

DNA sowie der Separation von Enzymen und anderetefen von DNA. Dazu wird

die Probe mit einem identischen Volumen Phenol loform : Isoamylalkohol
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(25:24:1) gut gemischt und zur Phasentrennung fiinirBbei 14000 rpm zentrifugiert.
Die obere, wassrige Phase enthalt die aufgereilitA und kann in ein neues Gefald
Uberfuhrt, ggf. in einer weiteren Chloroformextiakt gesaubert und anschlieend

prazipitiert werden.

2.13. Fallung und Prazipitation von DNA und RNA

Zur Fallung von Nukleinsauren wird die Probe mitnd8-fachen Volumen eiskaltem
96% Ethanol vermischt. Nach Zugabe von 10% (vo)/8M NaOAc wird das Gemisch
fur 15 min bei —-20°C gelagert. Die Prazipitationfolgt anschlielBend durch
Zentrifugation bei 14000 rpm fur 15 min. Das Pelietd folgend mit dem doppeltem
Ausgangsvolumen 70% Ethanol gewaschen und erneufSimin bei 14000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wird vorsichtig abgipe und das Pellet im Heizblock bei
37°C getrocknet. AbschlieRend kann das Pellet imigschten Volumen Aqua dest.,

TE oder Tris Puffer aufgenommen werden.

2.14. Darstellung von Nukleinsauren mittels Gelelgkophorese in Agarosegelen

Die grof3enabhangige Darstellung von Nukleinsdugefienten in Agarosegelsystemen
zahlt zu den Standardmethoden zur Trennung, ldaetiing und Reinigung von
linearen DNA-Fragmenten, superhelikaler Plasmid-DNAd RNA-Proben und ist
ausfihrlich beschrieben (Schrimpf, 2002). Die Maoia der Agarosegelkonzentration
erlaubt eine Auftrennung der Fragmente zwischenu@d 60 kb GroRRe. Als Standard
wurde in dieser Arbeit die Auftrennung von DNA-Fmagnten in einem 0,8%, RNA
Fragmente in einem 1% Agarosegel eingesetzt. Kieikgagmente von einer Grol3e

unter 500bp wurden in 2% Agarosegelen dargestellt.
2.14.1. DNA-Gelelektrophorese
Die entsprechende Menge Agarose wird in 1x TAE €&uffurch Aufkochen in einer

Mikrowelle gelost und anschlielBend auf ca. 40°Cubék In der Folge wird die

Agarose mit Ethidiumbromid (Endkonzentration: Qu§/ml) versehen und in die
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entsprechende Elektrophoresekammer gegosisen.
bp

Nach der vollstandigen Polymerisation wird der

Probenkamm entfernt und di

- 10,000
- 8,000
- 6,000
g~ 5.000
4,000

3.000
2,500

- 2,000

Elektrophoresekammer mit 1x TAE Puffer
(Laufpuffer) beftllt. Die Proben werden je nach

Volumen mit Aqua dest. erganzt, mit eine
1.500
entsprechenden Volumen 6x DNA Blaumarker N
- 1.000
750
500

vermischt und in die Geltaschen gegeben.

Auftrennung der Fragmente erfolgt bei
- 260,

Raumtemperatur und Spannungen zwischen 25V unc 253

130V. Die Laufrichtung wird dabei von den negativ
geladenen Nukleinsauren in Richtung der Anqde TR agprose
inAbb' 2.1 DNA GroRenstande
zur Bestimmung von DN
DNA GroRenstandard (z.B. Promega 1kb DNAFragmentgroen ain
' Abschatzung der DN
Ladder, Abb. 2.1) mitgefuhrt. Der GroRenstandardkonzentration im Agaroseg
. Hier: Promega 1kb DNA Ladder

erlaubt zudem aufgrund der bekannten Konzentration
der Marker-DNA eine Abschatzung der geladenen DNénlye der Probe. Die durch

die interkalierten Ethidiumbromidmolekile unter W\tht sichtbaren DNA-Fragmente

bestimmt. Zur GrélRenbestimmung wird jeweils

werden elektronisch dokumentiert.

2.14.2. RNA Gelelektrophorese

Fur die Auftrennung von RNA Fragmenten wird 0,4gafsse in 34ml DEPC

behandeltem Aqua dest. (DEPC-H20) in einer Mikrdsva@lufgekocht. Nachdem die
Agarose auf ca. 50°C abgekihlt ist, werden 4ml M®QPS Puffer zugesetzt und
gemischt. Die folgenden Arbeiten werden aufgrundTexizitat der Reagenzien unter
einem Abzug durchgefiihrt. Folgend werdenud@EPC und 2ml Formaldehyd
(Methanal) zugegeben und gemischt. Nachdem dieo&gaauf ca. 40°C abgekihlt ist,
wird sie zur vollstandigen Polymerisation in einelkdmmer gegossen. Als Laufpuffer
wird 1x MOPS Puffer verwendet. Die RNA Proben wearaeit 5x RNA Blaumarker

gemischt und bei 65°C fur 10min denaturiert. Nanhcalie3ender Inkubation auf Eis
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werden die Proben in die Geltaschen geladen. Daktifphorese erfolgt bei 50V und
wird anschlie3end elektronisch dokumentiert.

2.15. Aufreinigung von DNA Fragmenten aus Agarosetgn und enzymatischen

Reaktionen

Die selektive Aufreinigung von Fragmenten aus ein&garosegel wird mittels des
Qiagen QIAquick Gel Purification Kit unter Angabedes Herstellerprotokolls
durchgefiihrt. Dazu muss das gewinschte GelstiickAvevendung des Kits unter
langwelliger UV-Durchleuchtung mit einem Skalpelisadem Gel ausgeschnitten
werden. Das eluierte Produkt wird durch eine emddlektrophorese auf korrekte
GroBRe und Menge untersucht. Das hier verwendete WwKitde ebenso fir die
Aufreinigung von Fragmenten aus enzymatischen Reakt (z.B. PCR-Reaktionen,
radioaktive Markierung von DNA-Sonden) benutzt.

2.16. Gewinnung genomischer DNA auSandida albicans

Zur lIsolierung genomischer DNA (gDNA) aus Hefezell&kdnnen verschiedene
Protokolle angewendet werden, die sich u.a. in Menge der gewonnenen gDNA
unterscheiden. Genugen geringe gDNA Mengen z.B.HGR-Arbeiten kann eine
mechanische Aufspaltung der Hefezellen mittels Kalgsin erfolgen. Werden groRRere
Mengen gDNA benoétigt, empfiehlt sich eine enzyndhtes Aufspaltung der
Hefezellwand.

2.16.1. Mechanische Aufspaltung der Hefezellwand mGlaskugeln

Unter sterilen Bedingungen wird eine Hefezellkultar15ml YEPD bei 30°C Uber
Nacht bebritet. Am Folgetag werden die Zellen Ziewgfiert und das entstandene Pellet
in 1ml Blue Buffer resuspendiert. Die Suspensiondwn drei 2ml EppendorfgefalRe
unter Zugabe von ca. 0.3g Glaskugeln undub®henol: Chloroform: Isoamylalkohol
(25: 24: 1) aufgeteilt. AnschlieRend werden diedzeflen durch Vortexen mechanisch

aufgespalten. Dabei wird die Suspension im viemgealiWechsel fiir 30 sec gevortext
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und fur 30 sec auf Eis gekuhlt. Der dabei entstaadZelldetritus wird bei 14000 rpm
fir 3 min sedimentiert und der Uberstand in eineseEppendorfgefal tberfihrt. Im
Anschluss wird ein gleiches Volumen eiskalter 96#aBol und 10% (vol/vol) 3M
NaOAc zugegeben und vorsichtig gemischt, dabei wiie prézipitierte DNA als
diskrete Tribung sichtbar. Die gewonnene DNA wieidl 14000 rpm fur 15 min gefallt
und mit 40Ql 70% Ethanol gewaschen. Das Pellet wird im Heizbldei 37°C

getrocknet und anschlieB3end in LWDUE resuspendiert.

2.16.2. Enzymatische Aufspaltung der Hefezellwand iti_yticase

Unter sterilen Bedingungen wird eine Hefezellkultar15ml YEPD bei 30°C Uber
Nacht angezlichtet. Am Folgetag werden die Zellenrifegiert, mit 1ml 1M Sorbitol
gewaschen und in ein 2ml Eppendorfgefald tberfibie. Suspension wird erneut
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das ePelin 1ml Lyticaseldsung
resuspendiert. Die Suspension wird folgend bei 3ut@er Schitteln fur 90 min
inkubiert. Im Anschluss werden die Zellen fir 1 rbigi 8000 rpm zentrifugiert und in
1ml 1M Sorbitol gewaschen. Nach erneuter Zentrifiogawird das Pellet in 8Q0
Losung 1 aufgenommen, 1ml Phenol : Chloroform :aimslyalkohol (25:24:1)
zugegeben und fur 60 min bei 37°C unter Schittgfabiert. Die Suspension wird im
Anschluss fir 5 min bei 6000 rpm sedimentiert uret berstand in ein neues
Eppendorfgefald Uberfihrt. Anschlieend erfolgenizZRigenolextraktionen und eine
Chloroformextraktion, deren wassriger Uberstand aliquots von 40@l in
Eppendorfgefal3e dberfuhrt wird. Zur Fallung wird |1leiskalter 96% Ethanol
zugegeben und die DNA bei 14000 rpm fur 15 min ieigiert. Das Pellet wird mit
50Qul eiskaltem 70% Ethanol gewaschen und erneut b&0Q4rpm fir 10 min
zentrifugiert. Das Pellet wird nach dem Trocknen 1i@Qu TE oder Aqua dest.
aufgenommen. Zusatzlich kann die enthaltene RNAl@usatz von fl/ml RNAse |

eliminiert werden.
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2.17. Gewinnung von Gesamt-RNA au€andida albicans

Alle fir RNA Arbeiten bendtigten Materialien werden soweit moglich — vor der
Benutzung in 0,2N NaOH fur zwei Stunden eingeleyd gesaubert bzw. mit DPEC-
H20O gespult oder doppelt autoklaviert.

Zur lIsolierung von Gesamt-RNA auS. albicanswurde das Qiagen RNeasy Kit
verwendet. Unter sterilen Bedingungen wird eineedelikultur in 50ml YNB bei 37°C
iiber Nacht angeziichtet. Am Folgetag werden $Zdlen in 50ml YEPD Medium
Uberfuhrt und unter den gewiinschten Bedingungé&¥94£ Q) induziert. Die Induktion
erfolgt bei 37°C fur drei Stunden. AnschlieRenddadie Suspension bei 3000 rpm fur
10 min zentrifugiert und der Uberstand bis auf Sanworfen. Die Zellen werden in der
Folge in eine Schale mit fliissigem Stickstoff gesgebmittels Mérser aufgebrochen und
in drei 2ml Eppendorfgefal3e tberfuhrt. AnschlieRemd 1ml RLT Puffer zugegeben
und das Zellmaterial resuspendiert. Die Suspensioth in der Folge in Aliquots zu
700ul Gber eine QiaShredder Séaule homogenisiert uneim 2ml Eppendorfgefald
Uberfihrt. Nach Zugabe von einem halben Volumen Hi#anol wird die Probe auf
die RNeasy Saulen geladen und nach dem Hersteltekmil aufgereinigt.

2.18. Gewinnung genomischer DNA aus. coli

Zur Isolierung genomischer DNA ais coli wird eine Kolonie des Stammes MG1655
unter sterilen Bedingungen in LB Medium angeim@i Folgetag werden 5@F
Zellsuspension mit 30 10% SDS und @ Proteinase K (4mg/ml Stammldsung)
versetzt und fur 2 Stunden bei 65°C inkubiert. Imsghluss werden 1QD5M NaCl
zugefugt und vorsichtig gemischt, gefolgt vom Zasabn 8@ CTAB Losung. Der
Ansatz wird anschlielend erneut bei 65°C fur 10mkubiert. Folgend wird eine
aquivalente Menge Chloroform : Isoamylaklohol (34zligegeben, gut vermischt und
fur 5 min bei 10000 rpm zentrifugiert. Die obereaBé wird in ein neues Eppendorf
Gefal3 dberfuhrt und mit einer aquivalenten MengeenBh : Chloroform
Isoamylalkohol (25:24:1) versetzt. Nach einer weiteZentrifugation bei 10000 rpm

fur 5 min wird die obere, wassrige Phase in eineseGefal Gberfuhrt und mit 0,6
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Volumen Isopropanol vermischt. Die DNA wird im Amdgss durch Zentrifugation fur
2 min bei 10000 rpm sedimentiert. Das Pellet wind hml 70% Ethanol gewaschen
und bei 37°C getrocknet. Die DNA wird abschliel3en@0ul Tris pH 7,5 resuspendiert.

2.19. Gewinnung von Plasmid-DNA aug&. coli

Der das gewiinschte Plasmid tragefdecoli Stamm wird unter sterilen Bedingungen
und Selektionsdruck (Ampicillin) in LB Medium anggpft und tGber 12 h bei 37°C
unter Schiutteln inkubiert. Zur Aufreinigung von $ttad DNA wurde das Qiagen
QIAprep Miniprep Kit nach Angaben des Herstellegswendet. Eine weitere, einfache
und kostengunstige Methode ist die Préaparationrelfeml Bakterienkultur, die bei
14000 rpm fur 3 min zentrifugiert wird. Anschlief@lewird das Pellet in 1Q0 Losung 1
aufgenommen, resuspendiert und mit | 41003sung 2 versetzt. Die Probe wird fir 10
min auf Eis gekuhlt. Nach Zugabe von 1ibQ6sung 3 und vorsichtiges Vermischen
wird die Probe bei 14000 rpm fir 5 min zetrifugieDer anschlielend gewonnene

Uberstand wird gefallt und spater ini@R\qua dest. aufgenommen.

2.20. Reverse Transkription zur Herstellung von cDR

Zur Herstellung von cDNA aus einem Pool von Ges&NA wird das Invitrogen
SuperScript 1l reverse Transkriptase Kit anhand Hkerstellerprotokolls verwendet.
Die extrahierte Gesamt RNA wird vor Verwendung @usstnen DNasel Verdau fur
gDNA depletiert. In dieser Arbeit wirdud oligo(dT),o Primer (5@M Stocklésung) mit
ca. Jug Gesamt RNA (in 1d! Volumen) und Ll eines 10mM dNTP Mix vermischt und
fur 5 min bei 65°C inkubiert. Anschliel3end wird dersatz auf Eis gekuhlt undié5x
First-Strand Buffer, gl 0,1M DTT, 1ul RNaseOUT und gl SuperScript lll zugegeben.
Nachfolgend wird das Gemisch bei 50°C fur 60 mikubsiert und die Reaktion durch
Hitzeinaktivierung fur 15min bei 70°C gestoppt.
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2.21. Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen schneiden DNA selektivegrer definierten Basenfolge.
Samtliche Verdaue werden in einem Volumen voml5nhgesetzt, wobei der vom
Hersteller angegebene Puffer (ggf. mit BSA) vervegndird. Es werden 10 — 20 U
Enzym zugesetzt und der Verdau fir mindestens 2d8tu bei dem angegebenen
Temperaturoptimum inkubiert. Der Verdau wird ansf®nd durch Hitzeinaktivierung
Uber 20 min, Phenolextraktion oder durch Separati@inem Agarosegel gestoppt. Die

in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsenzymed sin der folgenden Tabelle

angegeben:
Enzym Herkunft Sequenz der Schnittstelle  Puffer Redktionstemperatur
und Hitzeinaktivierung
Agd Ruegeria gelatinovora 5’-ECCGG -3 NEBuffer 1 bei 37°C,
3’ GA-5’ Hitzeinaktivierung bei 65°C
BarnH| Bacillus NEBuffer BamHI + BSA bei
amyloliquefaciensd 37°C, keine Hitzeinaktivierung
Balll Bacillus globigii NEBuffer 3 bei 37°C, keine
Hitzeinaktivierung
BseRl Bacillus specieR NEBuffer 2 bei 37°C,
Hitzeinaktivierung bei 65°C
BsHI Bacillus species NEBuffer 4 bei 37°C,
Hitzeinaktivierung bei 64°C
Dpnl Diplococcus NEBuffer 4 bei 37°C,
pneumoniae Hitzeinaktivierung bei 80°C
EcoRlI E.coliRY13 NEBuffer EcoRI bei 37°C,
Hitzeinaktivierung bei 65°C
EcoRV E. coli NEBuffer3 + BSA bei 37°C,
Hitzeinaktivierung bei 80°C
Ncd Nocardia corallina NEBuffer 4 bei 37°C,
Hitzeinaktivierung bei 65°C
Ndd Neisseria dentrificans NEBuffer 4 bei 37°C,
Hitzeinaktivierung bei 65°C
Nhd Neisseria mucosa NEBuffer 2 + BSA bei 37°C,
heidelbergensis Hitzeinaktivierung bei 65°C
Not Nocardia otiditis- NEBuffer 3 + BSA bei 37°C,
caviarum (ATCC Hitzeinaktivierung bei 65°C
14630)
Nsil Neisseria sicca 5 a\T-3’ NEBuffer 3 bei 37°C,
-PACGTA-5’ Hitzeinaktivierung bei 65°C
PspOM Pseudomonas species| 5’-€GGCCC-3’ SEBuffer Y bei 37°C,
e €¢G-5’ Hitzeinaktivierung bei 65°C

a7



Material und Methoden

Pst Providencia stuartii NEBuffer 3 + BSA bei 37°C,
Hitzeinaktivierung bei 80°C
Pvu Proteus vulgaris NEBuffer 3 + BSA bei 37°C,
Hitzeinaktivierung bei 80°C
Pvul Proteus vulgaris NEBuffer 2 bei 37°C,
keine Hitzeinaktivierung
Sal Streptomyces albus NEBuffer 3 + BSA bei 37°C,
Hitzeinaktivierung bei 65°C
Sma Serratia marcescens NEBuffer 4 bei 25°C,
Hitzeinaktivierung bei 65°C
Spé Shaerotilus species NEBuffer 2 + BSA bei 37°C,
Hitzeinaktivierung bei 65°C
Xba Xanthomonas badrii NEBuffer 2 + BSA bei 37°C,
Hitzeinaktivierung bei 65°C
Xmd Xanthomonas NEBuffer 4 + BSA bei 37°C,
malvacearum Hitzeinaktivierung bei 65°C

2.22. Southern-Blot

Nach einem Restriktionsverdau mit geeigneten Resmsendonukleasen wird 1@

genomische DNA gelelektrophoretisch aufgetrennt.e DDokumentation des

Agarosegels erfolgt unter Zuhilfenahme eines Lisiean die FragmentgroRe auf der

Nylonmembran spéater mit dem Agarosegel vergleicherkénnen. Das Agarosegel

wird anschlieRend in 0,2M HCI fir 15 min gewaschemt Aqua dest. gespilt und

erneut fur 15 min in 0,4N NaOH gewaschen, dabeidwdie DNA denaturiert.

Anschlie3end erfolgt der Transfer der DNA auf eMglonmenmbran @lot). Der
Aufbau und Prinzip des Southernblots ist in AbR. @argestellt.

! 5009 !

Abb. 2.2 Prinzipieller Aufbau des Southernblotsré@uKapillarkrdte wird die DNA aus de
Gel unter Beibehaltung der GréRenauftrennung aufNglonmembran tbertragen.

saugfahiges Papier

2xWhatman Papier
Nylonmembra
Agarosegel
Whatman Papier
0,4N NaOH
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Nach erfolgreichem Blot Giber Nacht wird die Nylormigan getrocknet und die DNA
durch UV-Licht kovalent mit der Membran verbundegrgsslinker).

2.23. Northern-Blot

Alle fur RNA Arbeiten bendtigten Materialien werden soweit moglich - vor der

Benutzung in 0,2N NaOH fur zwei Stunden eingeleyd gesaubert bzw. mit DPEC-
H20O gesplilt oder doppelt autoklaviert. Das Pririgs Northernblots, bei dem RNA
aus einem Gel auf eine Nylonmembran Ubertragen, wstddem des Southernblot
gleich, jedoch wird das Gel nach der Elektrophottedeglich 2x20 min in Aqua dest.

gewaschen, da die RNA bereits denaturiert ist. A2¢bau des Blots entspricht dem des
Southernblots, es wird jedoch 6x SSC Transferpuftewvendet. Nach dem Transfer

Uber Nacht erfolgt das ,crosslinken’ der Nylonmearbunter UV-Licht.

2.24. Radioaktive Hybridisierungen

Arbeiten mit radioaktiven Materialien wurden in @m fir diese Zwecke eingerichteten
Labor durchgefiihrt. Die erforderlichen Sicherhestgbnmungen der University of
Kent, England wurden dabei strikt eingehalten.

Ein geeignetes DNA Fragment wird unter Verwenduag Bandom Primelt Labeling
Kits (Stratagene) nach Angaben des Herstelleroafdiy mit dCTB* markiert. Die

Aufreinigung des jetzt aktiven Fragmentes erfolgt slem PCR Purification Kit

(Qiagen). Vor der eigentlichen Hybridisierung widie Sonde bei 95°C fur 10 min
denaturiert. Die Nylonmembran wird vor der Hybridising flr 2 Stunden in Church
Puffer bei 65°C inkubiert. Ein Rest von ca. 10mlfféu wird belassen und die
radioaktiv markierte und denaturierte Sonde in ldidridisierungstrommel gegeben.
Die Hybridisierung erfolgt unter fortlaufender Beyumg bei 65°C Uber Nacht. Am
Folgetag wird die Membran mit 2x SSC Puffer gewaschind erneut mit 2x SSC
Puffer bei 65°C fur 15 min inkubiert. Im Anschlusgrd die Membran in Folie

eingeschlagen und in einer Rodntgenkassette fixlert.Dunkelraum wird dann ein
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Rontgenfilm platziert, der zwischen 6 und 12 Stumdeponiert wird. Die Entwicklung

des Rontgenfilms erfolgt automatisiert.

2.25. Polymerase - Kettenreaktion (PCR)

Die PCR dient dem Vervielfachen selektiver Nukldséiguenzen unter Einsatz einer
rekombinanten, hitzestabilen DNA Polymerase, dis @hermus aquaticussoliert
wurde. Analog zur natlrlichen Replikation wird aelsgnd von synthetischen
Oligonucleotiden (Primer) ein neuer, komplement®®&A Strang synthetisiert. Durch
die Wiederholung dieses Vorgangs wird die Nucleatithge expotentiell amplifiziert
(Schrimpf, 2002, Sambrook&t al 1989). Nachfolgend ist ein typischer PCR Ansatz

beschrieben:

Template-DNA ul (entspricht 0,1 — 15ng Plasmid-DNA bzw. 0,1 — 25@DNA)
Upstream primer 038 einer 100pmoldl Stocklésung
Downstream primer O einer 100pmolil Stocklésung

10x Reaktionspuffer (mit Mggl 5ul
dNTP Mix lul einer 10mM Stocklésung aus dATP, dCTP, dGTP uhdRi
Taqg DNA Polymerase (Roche) @/Fentspricht 2,5U/L)

Aqua dest. ad 50

Das Reaktionsvolumen betragt im IdealfalubQle nach Protokoll kann die Menge an
MgCl, zwischen 1,5 — 5 mM variiert werden. Die Anneaamgperatur (f) wurde
anhand der folgenden Gleichung berechnet:

Tm=81,5+ 41 X%, -7,

Ein moéglicher Amplifikationszyklus im Thermocyclest nachfolgend beschrieben:
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Initiale Denaturierung (Aufbrechen der Doppelstréiigr) 94°C 5 min
Annealing (Anlagerung der Oligonucleotide and diatNke) 55°C 1 min 30 Zyklen

Elongation (Synthese des komplementaren DNA Stgnge 72°C  1-3 min

Denaturierung 94°C 30 sec
Finale Elongation 72°C  5min
Kihlung 4°C ~

In dieser Arbeit wurden folgende Primer verwendetAngaben der

Oligonukleotidsequenz in 5% 3’ Richtung):

Primername Sequenz

NCE-BF 5 — GTGACTCTACTTACGTCAATACTTAC -3

NCE2 5 - GGCTAGTGGATGTGCCACTAA-3

S1-NCE 5 — GATCTTGTTACTGAAAAAGATCAATCATTATTACTTGATAATAA

(biomers.net TAACAACCTAAACGGGATGAATAATACCATTAAAACTCATCCGG

GmbH, Ulm) TACGTGTTAGTTCGAAGCTTCGTACGCTGCAGGTE 3
Unterstrichen ist die zum Selektionsmarker homolsggquenz

S2-NCE 5 — CCTCAAATTCATCTTGAGGAATCTCTACTTGAGATAAATAACCA

(biomers.net GTTGCCACATCATATAACATCCCCCAAACTTCAATTTCATTCTTC

GmbH, Ulm) TTTAATGCAACTCTGATATCATCGATGAATTCGAG- 3’
Unterstrichen ist die zum Selektionsmarker homolBgguenz

NCE-AF 5 — CATCATCTTGAATAGGTGGACTAG - 3

NCE-R 5 — GTACAAGAATAGTTTTGG - 3

NCE-F-Pstl 5 — TATCTGCABGTGGGTAGAGAAAATATTTTGAAATATCAATTG -
3
Unterstrichen ist einBst Schnittstelle

NCEHisTag 5 - TTAATGGTGATGGTGATGGTATGAAGGTTATATTCTTCTTCAT

CATG -3

Unterstrichen ist ein 6Kis-Tag

Xmal-Tef2t-F 5 — TAACCCGGBCTAATTAAATACCTTTGTTTAAATAGTTGTG - 3
Unterstrichen ist ein&md Schnittstelle

PspOMITef2t-R 5 — ATAGGGCCTTGGAAATCAATAACGTGTGTTGGAG - 3
Unterstrichen ist einBspOM Schnittstelle
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CaNCE-RAgel 5 — ATTACCGGATGAGGGTTATATTCTTCTTCATCATG -3’
Unterstrichen ist einAgd Schnittstelle

YadF-F 5 — CATATGAAAGACATAGATACACTCATCAGC - 3

YadF-R 5 — AGATCTATTTGTGGTTGGCGTGTTTCA -3

GFP-FAgel 5 — ACCGGGGCGGTTCTAAAGGTGAAGAATTATTCACT - 3
Unterstrichen ist einAgd Schnittstelle

GFPrev 5 — TTATTTGTACAATTCATCCATACCATGG - 3

CaNCE-F 5 — GGATCGEGTAGAGAAAATATTTTGAAATATCAATTGG — 3

BamGEX Unterstrichen ist einBanH| Schnittstelle

NCE-BR 5 — CTTGCATATTATGCAATTGGACGTTAG - 3

CnCAC1Fn 5 — CCCGGBCCTGCAGGATCCTTTCGAAGAGACACGATCCC -3’

Unterstrichen ist eineSmad Schnittstelle und ein artifiziell eingefugtes
Startcodon (ATG)

CnCAC2Fn 5 - CCCGGARCCTGCAGGATGITTGCAATTTCGTACGGAGCC - 3’
Unterstrichen ist eineSmd Schnittstelle und ein artifiziell eingefigtes
Startcodon (ATG)

CnCAC1RHis 5 — GGATCCTAGTGATGGTGATGGTGATGTATCGCGTTCTCTTCATC
TTTCC-3

Unterstrichen ist einBanHI Schnittstelle und ein 6Mis-Tag

CnCAC1F 5 — GGATCACCTGCAGGCTTTCGAAGAGACACGATCCC -3
Unterstrichen ist einBanH| Schnittstelle

CnCAC2F 5 — GGATCACCTGCAGGTTTGCAATTTCGTACGGAGCC - 3’
Unterstrichen ist einBanH| Schnittstelle

CnCAC1-R 5 — GAATT@GGATCCTCATATCGCGTTCTCTTCATCTTTCC - 3

Unterstrichen ist einEcoR| Schnittstelle

2.26. Ligation von DNA Fragmenten

Zur Ligation von DNA Fragmenten wird T4 DNA LigagRoche) nach Angaben des
Herstellers verwendet. Zur Steigerung der Effiziemzd der Vektor mittels SAP
(Roche) dephosphoryliert, das zu ligierende DNA ghrant {nser) durch eine
Phenolextraktion aufgereinigt, mit Ethanol geféahid in Aqua dest. resuspendiert. Nach

der Ligation erfolgt die Transformation in kompetgeR. coli Zellen.
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2.27. Dephosphorylierung von DNA Enden

Nach Restriktionsverdauen mit einem einzelnen Enbgsitzen die freiliegenden 5’
Enden der Schnittstellen Phosphatgruppen, die iner é.igation die Religation des
Vektors ohnansertermdglichen. Die terminale Phosphatgruppe am 5eBmidd daher

mittels Alkalischer Phosphatase vom Schrimp (SARpche) nach Angaben des
Herstellers entfernt. Im Anschluss wird die SAPzéihaktiviert und die Reaktion

mittels Phenolextraktion aufgereinigt.

2.28. Herstellung stumpfer Fragmentenden (blunten)

Nach Restriktionsverdau von Plasmid-DNA konnen Oigerhange am 3’ bzw. 5
Enden der Schnittstellensficky endg entfernt und in stumpfe Fragmentenddsiupt

ends) Uberfihrt werden. Dazu wird Mung Bean Nucleas&BNnach Angaben des
Herstellers verwendet. Die DNA wird anschlieBendrcbueine Phenolextraktion

aufgereinigt.

2.29. Praparation vonE. coli Zelllysaten mittels Ultraschall zur

Gesamtproteingewinnung

Die Zellkultur wird fiir 5 min bei 13000 rpm zentrdiert und der Uberstand verworfen.
Das Zellpellet wird in eisgekihltem Lysepuffer imeMaltnis 1:3 resuspendiert. Die
Suspension wird dann fur 10 min auf Eis gekuhlt wadhfolgend mit 10 PMSF

Stocklésung pro ml Zellsuspension versetzt. Dieledelwerden im Anschluss in
Intervallen von 30 sec fir 10 sec per Ultraschaldrt. Dieser Vorgang wird 10fach
wiederholt, wobei auf eine durchgehende Kihlung Hgsats zu achten ist. Der
anfallende Zelldetritus wird durch Zentrifugatidir 6 min bei 14000 rpm sedimentiert.

Der Uberstand wird fiir die Proteinisolierung verden
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2.30. Aufreinigung von Proteinen mittels GST und Gltathion Sepharose

15

Zur gezielten Synthes¢
tac Promotor

rekombinanten Proteing GST

kann das Zielprotein

durch Fusion an GST  BanHi
(Glutathion-S-Trans- - ECCRI
ferase von Schistosoma
japonicum), Expression| lacl AmpR
. . . Promotor
in einem geeigneter

AmpR

Wirtsorganismus und
anhand affinitats-

chromatographischer _
Abb. 2.3 Der Expressionsvektor pGEX-@P-{Amershar

Methoden aufgereinigt Biosciences) dient der Synthese und Aufreinigungn
rekombianaten Protein durch eimeframeFusion an GST. D
werden. Das offeng  Induktion degac Promotors erfolgt durch IPTG.

Leseraster wird ohne
Startcodon, durch einan, framé Fusion an GST in den hier verwendeten Vektor
pPpGEX-6P-2 (Amersham Biosciences, Abb. 2.3) integrieas entstandene Fusionsgen
wird im Anschluss sequenziert, um eine korrekteidfugu bestatigen. Zur optimalen
Expression wird der Vektor in de. coli Stamm BL21(DE) (Invitrogen) Uberfuhrt.
Orientierend kann man von 2 Fusionsprotein pro ml Kultur ausgehen. Die
gewlnschte Menge LB-Selektivmedium wird mittelsegieinzelnen Bakterienkolonie
beimpft und Gber Nacht bei 30°C unter heftigem $efrii bis zu einer O, von 0,9
inkubiert. AnschlieRend wird die Expression untag@be von IPTG (Endkonzentration
0,2 mM) induziert. Nach 3 Stunden werden die Zelliemch Zentrifugation geerntet
und mittels Ultraschall lysiert. Glutathion SepleealB (Amersham Biosciences) wird
nach Angaben des Herstellers in Séulen prapaiise. Reinigung und Elution des

Proteins wird bei 4°C nach Angaben des Herstetlarshgefiihrt.

2.31. SDS-PAGE und Western-Blot

Die Konzentration des aufgereinigten GST-Fusiongmmdbzw. des Proteingehaltes im
nativen Lysat wird anhand einer BSA StandardkuraeSpektrophotometer bei einer
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Wellenlange von 280nm orientierend bestimmt. Diebn
werden im Idealfall auf 4% Protein in 15l Aqua dest. -
verdinnt, mit fl 4x XT Sample Buffer und dl 20x XT

Reducing Agent versetzt und auf Eis gekuhlt. Im chhgss

beta-Galactosidase

BSA
Orvalbumin

Carbonic anhydrase
Soybean rypsin inhibitor

werden die Proben fir 5min bei 100°C denaturied swfort

Lysozymme
Apratinin

auf Eis gekuhlt. Fur die Proteinauftrennung im G&DS-

PAGE) wird das Criterion XT Bis-Tris 4%-12% Precd

Gelsystem (Bio-Rad) mit 1x XT MOPS Laufpuffer Abb. 2.4 BioRac
Prestained SDS

verwendet. Nachdem die Proben zul28ufgetragen sind)| PAGE Standar
Broad Range.

SHIREY

-

werden die Proteine im horizontalen Trennverfahben
145V aufgetrennt. Dabei wird ein GrolRenmarker (@eed SDS-PAGE Standard,
Broad Range, Bio-Rad, Abb. 2.4) mitgefihrt. Zum n&fer der Proteine auf eine

Membran wird das Gel im Anschluss aus der Kammeausgenommen. Die PVDF
Membran (Hybond-P PVDF, Amersham Biosciences) wind 100% Methanol
befeuchtet, unter das Gel geschoben und der Blat, iv Abb. 2.5 dargestellt,
aufgebaut. Die Proteine werden fur 2 Stunden bé¥ 1md 400mA Ubertragen
(,geblottet™).

“Semi Dry Transfer Cell” (Bio-Rad)

r T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T I_: BlOt Ze”u'Ose (in 1X XT MOP
Laufpuffer befeuchtet)

Proteingel

1
e P oI HybondP PVDF Membra

(Amershan Biosciences) in

I

Abb. 2.5 Prinzipieller Aufbau eines Protein-BlofésternBlot).

Im Anschluss kdnnen die Proteine durch Immunodetektoder Anfarben mit
Coomassie-Blau sichtbar gemacht werden. 1g Coomas8ilau (Coomassie Blue R-
250, Bio-Rad) wird dazu in 400ml 100% Methanol uridml Essigsaure und 500ml
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Aqua dest. gelost. Die Membran (ggf. auch das ed®xoteingel) wird Gber Nacht in
100ml Coomassie Losung unter Bewegung gefarbt mmdralgetag entfarbt (L6sung
wie beschrieben, jedoch ohne Coomassie — Blaujelgliler Coomassie Farbemethode
werden unspezifisch alle Proteine angefarbt. DiehMeeisgrenze liegt hier bei 0,1 —
2ug Protein. Eine weitaus sensitivere und spezifisciethode ist die Detektion von
Proteinen durch eine Antigen — Antikdrper — Reaktibnmunodetektion). Nach dem
Blot werden die freien Bindungsstellen der Membrdurch die Inkubation der
Membran in Blocklésung fur 2 Stunden besetzt. DiecBlosung wird verworfen und
die Membran zweimalig fir 5 min in 1x TTBS gewastha&nschliel3end wird ein anti-
GST-HRP Antikorper (Amersham Biosciences) in eiaés000 Verdinnung in 1%
Milch - TTBS fir eine Stunde bei Raumtemperatur @i Membran gegeben.
Nachfolgend wird die Membran fur 15 min in TTBS g@gsshen. Der anti-GST
Antikorper ist an horseradish peroxidase (HRP) gekoppelt, welche 3,3'-
Diaminobenzidin (DAB) spezifisch zu einem braunembStoff umsetzt und damit die
GST-Proteine selektiv darstellt.

2.32. Stopped — Flow Enzymkinetik

Enzymatische Reaktionen kdnnen im Bereich von d&kunden ablaufen und sind
daher nur spezifischen Untersuchungsmethoden zliggnDie am haufigsten benutzte
Technik, schnelle Enzymkinetiken zu untersuchenSistpped — Flow (Gibson und
Milnes, 1964; Chance 2004). Dabei ist es essentwellhrend der Reaktion eine
maoglichst hohe Anzahl an Messzeitpunkten zu gerarieEbenso sollte die Mischung
der Reaktionspartner abgeschlossen sein, bevétadiktion abgelaufen ist. Das Prinzip
des Stopped - Flow beruht auf folgenden Schrittétleine Mengen zweier

Reaktionspartner in Losung werden innerhalb von cmse eine Misch- und

Beobachtungskammer gedriickt und die Reaktion bis Eureichen des chemischen
Gleichgewichts beobachtet und mit entsprechendedelMen ausgewertet. Der Vorteil
dieser Technik besteht in der sehr geringen TotleitApparatur ( je nach Hersteller im
Bereich von msec, diese sollte kiurzer als die Haftmeiten der betrachteten
Reaktionen sein), und die Moglichkeit, enzymatisBeaktionen ebenfalls im (vielfach

hochinteressanten) Bereich von msec zu beobachten.
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Spektrophotometer ’

zur Messung der

Absorption (t)
Mischkammer

N

! X

Vorratsspritzen Auffangspritze mit
Triggerschalter

fir Spektrophotometer

I —
Ah A b

Abb. 2.6 Prinzip des Stopped — FloWie beiden Reaktanden werden in zwei sepa
Vorratsspritza (A und B) vorgelegt und anschlieRend in die Misshmer gedrickt. D.
Gemisch wird folgend in die Beobachtungskivettedtofrt und die Reaktion anhand e
Indikatorsubstanz spektrophotometrisch gemesseme EAuffangspritze verhindert d
Nachlauf voi Reaktanden und initiiert die Messung am Spektrapheter. Fir die Stopped
Flow Messung werden nur sehr geringe Reaktandemeasiubendtigt. Die Illustration wur
adaptiert von HI-TECH Ltd., Salisbury, UK, www.lg@ehsci.com

Durch Messung der Fluoreszenz bzw. der Absorptioerelndikatorsubstanz ist es
maoglich, die Reaktion spektroskopisch zu quangfien (Abb. 2.6). Carboanhydrasen
gehoren zu den schnellsten bekannten Enzymen, aiiwefsion von C@zu HCQ
erfolgt innerhalb von Sekunden. Als Reaktionslésmgvurden in dieser Arbeit GO
gesattigtes Wasser ( durch 5minttiges EinblasenGOnin Aqua dest.) und Puffer A
zu gleichen Volumina verwendet. Bei der Reaktionn v8O, zu HCQ und
entsprechender Anderung des pH — Wertes der Reakeoiandert m-Kresolpurpur sein
Farbspektrum von Purpur zu Gelb und damit die Afsom bei 578nm im
Spektrophotometer, was graphisch dargestellt wird.
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2.33. Herstellung von elektrokompetenteife. coli Zellen

Eine Kolonie XLI-blue MRF" (Stratagene) wird steiril 50ml LB Medium angeimpft
und Gber Nacht bei 37°C unter Schutteln inkubiere Starterkultur wird am Folgetag
in einem Liter LB Medium Uberfiihrt und bis zu ein@bgyp von 0,6 inkubiert. Die
Kultur wird anschlie3end ftr 30 min auf Eis gekilmd in der Folge bei 3500 rpm, 4°C
uber 15 min zentrifugiert. Der Uberstand wird verfeo, das Zellpellet in 50-100ml
Aqua dest. bis zu einem Gesamtvolumen von eineer lAgua dest. geldst und die
Suspension auf Eis gekuhlt. Nach einer erneutentriigyation bei den vorher
beschriebenen Bedingungen, wird das Pellet in 5@sklaltem Wasser resuspendiert.
Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wird &alet in 40ml Aqua dest., versetzt
mit 10% Glycerol, gel6st. Die Suspension wird imb@alcon Réhrchen Uberfiihrt und
erneut zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandizd das Zellpellet in 2ml 10%
Glycerol in Aqua dest. aufgenommen und Aliquot8@ul bei —80°C aufbewabhrt.

2.34. Herstellung von chemisch kompetentel. coli Zellen

Eine Kolonie XLI-blue MRF" (Stratagene) wird staril50ml SOB Medium angeimpft
und tGber 24 Stunden bei 37°C unter Schitteln bisizer OQy, von 0,6 inkubiert. Die
Kultur wird anschlielend fur 10 min auf Eis gekind in der Folge bei 3000 rpm, 4°C
uber 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wird verfeo, das Zellpellet in 40ml TB
gelést und die Suspension fur 10 min auf Eis gekihach einer weiteren
Zentrifugation werden die Zellen in 10ml TB aufgemoen und DMSO bis zu 7 Vol%
vorsichtig zugegeben. Nach 10 min Kuhlung auf Eesden die Zellen zu Aliquots von
80ul pipettiert und in flissigem Stickstoff gefroreie Lagerung der chemisch

kompetenten Zellen erfolgt bei —80°C.
2.35. Klonierung von PCR Fragmenten mittels Invitrqgen TOPO TA Cloning
Die Taq Polymerase besitzt eine terminale Transferasetitfivdie ein einzelnes

Deoxyadenosin (A) an das 3’ - Ende des synthet#sidPCR-Produktes hinzuflgt. Der
TA TOPO Vektor bietet komplementar ein einzelnesD&oxythymidin (T), welches
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dem PCR Fragment eine hocheffiziente Ligation iesdn Vektor ermoglicht. Die
Verwendung erfolgte laut Herstellerangaben. Zurigéteng der Effizienz wird die

PCR Reaktion mit 048 (10 U/L) Dpnl versetzt, fur 1 Stunde in 37°C inkubiert und
anschlielBend hitzeinaktiviert, wodurch samtlichethyleerten DNA Fragmente der
Template-DNA geschnitten wurden und damit die grimthe Integration der PCR
Fragmente in den Vektor gesteigert wurde. Im Ansshlwurde das pCR2.1-TOPO
Konstrukt mittels Elektroproration bzw. Hitzeschteksformation inE. coli TOP10

Stamme transformiert und nach Herstellerangabeterehandelt.
2.36. Transformation vonE. coli mittels Elektroporation und Hitzeschock
Die Elektroporation ist eine effiziente Methode fasmid-DNA in das Zytoplasma

elektrokompetenteE. coli Zellen einzubringen. Eine Standardreaktion sdtdt aus

folgenden Komponenten zusammen:

elektrokompetente Zellen 4D
Plasmid 1l DNA/ Ligationsmix

(entspricht bei Plasmid-DNA 10ng, bei LigationsraxOng)
Aqua dest. al

Die DNA wird vorsichtig den bei —80°C gelagertendurauf Eis aufgetauten
kompetenten Zellen zugesetzt und fur 5 min aufilsibiert. Anschliel3end wird der
Ansatz in die eisgekuhlten Elektroporationkivet{éril cm, Bio-Rad) uberfuhrt und
unter den folgenden Bedingungen elektroporiert:n8pag: 1,5 kV, Widerstand 200
Ohm, Kapazitat 2pF. Die Zellen werden im Anschluss unmittelbar inQ@0SOC
Medium aufgenommen und in ein Eppendorfgefald tbegfivelches bei 37°C fir 1 h
im Schuttler inkubiert wird. Anschliel3end erfolge dSelektion auf entsprechendem
Nahrmedium.

Eine weitere, weniger effiziente, jedoch simplereethbde ist die
Transformation chemisch  kompetenter Zellen  mittelslitzeschock. Der
Transformationsansatz ist prinzipiell gleich, digeemisch kompetenteB. coli Zellen
ersetzen die elektrokompetenten Zellen. NachdemPtismid-DNA vorsichtig den
eisgekuhlten Zellen zugegeben wurde, wird der Anfiat 30 sec bei 42°C inkubiert.
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Die Zellen werden im Anschluss fur zwei Minuten &i§ gelagert und 290 SOC
Medium zugegeben, fur 1 h bei 37°C inkubiert undcahelRend auf selektiven

Néahrboden ausgestrichen.

2.37. Transformation vonCandida albicans mittels Lithiumacetat und

Elektroporation

1x1@ Zellen einer Ubernachtkultur des zu transformigeenStammes werden in 50ml
frischen YEPD gegeben und bis zu einer Zellzahl tord0' Zellen/ml bei 37°C
inkubiert (Logphase, nach 3-4 Stunden). Anschlid3garden die Zellen zentrifugiert,
mit 40ml Aqua dest. gewaschen und mit Lésung 1imereKonzentration von 2x£0
Zellen/ml eingestellt. 49 der linearisierten Plasmid-DNA (@) wird mit 7Qu
Zellsuspension, 10 denaturierter Lachsperm-DNA und 380Q.0sung 2 gemischt und
bei 37°C fur 30 min geschuttelt. Anschliel3end gtf@ler Hitzeschock bei 42°C fur 3
min im Heizblock. Die Zellsuspension wird in derlg® kurz abzentrifugiert, der
Uberstand verworfen und die Zellen in iB@&qua dest. aufgenommen. Zur Selektion
werden die Zellen im Anschluss auf YNB ohne Zusi#dr Auxotrophie-Supplemente
ausgestrichen. Es wird auf die Komplementationwteher bestehenden Auxotrophie

selektioniert (positive Selektion).

Eine effiziente Mdglichkeit, Plasmid-DNA inCandida einzuschleusen, ist die
Elektroporation (Staib et al, 2001). Eine YEPD Ubernachtkultur des
Rezipientenstammes wird bei 37°C bis zu einer opé&s Dichte von OBy 1,6 — 2,0
inkubiert. Die Zellen werden im Anschluss bei 30pfh fir 5 min zentrifugiert und in
8ml Aqua dest. unter Zusatz von 1ml 10x TE pH H8 aml 1M LiAc resuspendiert.
Die Zellsuspension wird fir 1 Stunde bei 37°C géseit. AnschlieRend wird 250
1M DTT zugegeben und erneut fur 30 min inkubiedigénd wird die Suspension nach
Zugabe von 40ml Aqua dest. zentrifugiert und minb@iskaltem Aqua dest und 10m|
eiskaltem 1M Sorbitol gewaschen. Nach Zentrifugratwird das Pellet in 50 1M
Sorbitol resuspendiert und auf Eis gelagert. Dansformationsansatz besteht augl40
Zellsuspension und by Plasmid-DNA, welcher in die eisgekihlte
Elektroporationskivette (0,2 cm, Bio-Rad) Uberfinwird. Die Einstellung fir die
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Elektroporation sind: Spannung: 1,6kV, WiderstaB80 Ohm, Kapazitat: 28-. Im
Anschluss wird 450 1M Sorbitol zugegeben und Aliquots zu je pbOauf

Selektivmedium ausplatiert.
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3. Ergebnisse

3.1. Identifizierung einer potentiellen Carboanhydiase inCandida albicans

Ausgehend von der Hypothese, dass ScNcelO3p eimktidonelle CA in
Saccharomyces cerevisidarstellt, sollte nach homologen GenerCindida albicans
gesucht werden. Anhand der AminosauresequenzStocerevisiae NCE10Bonnte
durch ein BLASTp Suchverfahren eine zu ScNcelO3mdioge Sequenz irC.
albicans identifiziert werden. Dabei wurde die Sequenz v8oNcelO3p (221
Aminosauren) online auf der Seite deC. albicans Genomdatenbank
(http://www.candidagenome.org/cgi-bin/nph-blastarfstardeinstellungen) als Vorlage
benutzt (Arnaucet al, 2007; Arnauckt al, 2005). Die gefundene Proteinsequenz von
CaNcelO3p mit 281 Aminosauren zeigte eine 27,5%itgentitdt zur
Aminosauresequenz von ScNcelO3p. Die Nukleotidsemzeigte eine ldentitat von
44,3% Zu ScNCE103 (http://www.ebi.ac.uk/emboss/align/index.html?,
Standardeinstellungen). Die ermittelte Aminosaugqesaz beinhaltet von Position 145
bis 165 ein konserviertes Motiv einer Carboanhyelnast dem Muster [EQ]-[YF]-A-
[LIVM]-X(2)-[LIVM]-x(4)-[LIVMF](3)-x-G-H-x(2)-C-G ( vgl. Abb. 3.1). Die zur
Bindung von Zink als Cofaktor essentiellen Aminaséeste entsprechen dem Motiv
einer B — CA und wurden bei CaNcelO3p mit Cys-106, His-16& Cys-169
identifiziert (Smith und Ferry, 2000) (vgl. Abb23.

3.2. Klonierung von Candida albicans NCE103

Das vollstandige offene Leseraster v6n albicans NCE103846bp) einschliel3lich
flankierender Sequenzen wurde mittels des PrimeegpadlCE-BF und NCE2 von
genomischer DNA des Wildtypstammes SC5314 (Gilktnal, 1984) amplifiziert und
in pCR2.1-TOPO (Invitrogen TOPO TA Cloning) klortieum pCR2.1 BF-NCE2 zu
generieren. Die entstandenen Stamme wurden dunem eiiagnostischeSpé Verdau

identifiziert. Ein positiver Klon wurde sequenzieranhand derC. albicans

Genomdatenbank (http://www.candidagenome.org) awfalbnen gepruft und fur die

folgenden Arbeitsschritte verwendet.
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atgggtagagaaaatattttgaaatatcaattggaacatgatcatgaatc tgatcttgtt
MGRENILKYQLEHDHE SDLV
actgaaaaagatcaatcattattacttgataataataacaacctaaacgg gatgaataat
TEKDQSLLLDNNNNLNG M N N
accattaaaactcatccggtacgtgttagttcaggaaatcataataattt tcctttcact
TIKTHPVRVSSGNHNNF PFT
ttatcttcagaatctacattacaagatttittaaataataataaattttt tgttgattcc
LSSESTLQDFLNNNKFF V DS
ataaaacataatcatggtaatcaaatatttgatttgaatggtcaaggtca atctcctcat
IKHNHGNQIFDLNGQGRQ SPH
acattatggatagggtgtagtgattcaagagcaggtgatcaatgtttagc tacattacca
TLWIGCSDSRAGDQCLA TLP
ggagaaatatttgttcatagaaacattgctaatatagtcaatgccaatga tataagtagt
GEIFVHRNIANIVNAND I SS
caaggggttatacaatttgctattgatgtattaaaagtgaaaaaaatcat tgtttgtggt
QGVIQFAIDVLKVKKII V CG
catactgattgtggtggtatttgggcatcattatcaaagaaaaaaattgg tggtgtttta
HTDCG GIWASLSKKKIGGVL
gatttatggttaaatccagttagacatattcgtgctgctaatttaaaatt attagaagaa
DLWLNPVRHIRAANLKL LEE
tataatcaagatcctaaattaaaggccaaaaaattggctgaattaaatgt catttcttct
YNQDPKLKAKKLAELNYV I SS
gtaacagcattgaaaagacatcctagtgctagtgttgcattaaagaagaa tgaaattgaa
VTALKRHPSASVALKKN EIE
gtttgggggatgttatatgatgtggcaactggttatttatctcaagtaga gattcctcaa
VWGMLYDVATGYLSQVE I P Q
gatgaatttgaggatttattccatgttcatgatgaacatgatgaagaaga atataaccct
DEFEDLFHVHDEHDEEE Y NP
cattga

H -

Abb. 3.1 DNA Sequenz und Aminosauresequenz @omlbicansNCE103 identifiziert
durch ein BLASTp Suchverfahren derC. albicans Genomdatenbank
(http:/Mmmw.candidagenome.org/cgi-bin/nph-blast)teun Nutzung derSaccharomyces
cerevisiae NCE10&minosauresequenz als Vorlage. Der unterstrichferteil der AS-
Sequenz von Position 145 bis 166 entspricht einesnsdrvierten Motiv einer
Carboanhydrase d@r— Klasse (Arnaueét al, 2005; Smith und Ferry, 2000).
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SpCA - MPDRLK[RIEEIDHQDI'IIRIAS'I\SPVSGAG ------------
EcYadF
CaNCE ---MGRENIL.YQLEHDHES.[.“KD LLDNNNNLNGMNNTIKTRRGS
ScNCE MSATESSS-------- -
MsCA MANQSSEL.EQLKKLLREIE‘LIJEV,IT IEELIVELQG----------

SpCA
EcYadF
CaNCE GNHNNFPFTLSSES

ScNCE IFTLSHNSNLQLO SQOMNNIQPTW ﬁ H
MsCA CHPQPIDPAEQRIIDGFTYFK NNFNKNPEl_Y

SpCA
EcYadF
CaNCE

SpCA  HINEEHEY GEEE\ BABLGPNLNN-------

ScNCE
MsCA

SpCA DP@LRRUK-BAEEN TRADAISVTRVAFVREAMEK-RAIL(

EcYadF MP@ERRLD VNIEQVY NLGH QSAWKRGQRV
CaNCE QDPKLKAKHI 4 ISSVTALKREBIPSAS KK-NEJEAN
ScNCE  KT@REKSHYL SHENVHRQFNRIIE AVQN
MsCA  NDFKEQQKFCEMMSVNNSLWNLEMEP SEIR

L

SpCA DAIKKAKYGTYDS-------------
EcYadF ATNRETLEQRYRHGISNLKLKHINHK
CaNCE QDEFEDLFHVHDEHDEEEYNPH----

ScNCE TYTKMTPK--momemememememee e
MsCA  WKYKTHVTKSVTIPLNGFDMTK--------

Abb. 3.2 Das globale Alignment von CA verschieden8pezies (SpCA =
Schizosaccharomyces pomba; EcYadF =E. coli YadFCA; CaNCE =Candida albicans
Ncel03p CA; ScNCE Saccharomyces cerevisidkee103p CA; MsCA Medicago sativa
CA) zeigt die Konservierung essentieller Aminoséesee zur Komplexierung von Zink als
Cofaktor (Smith und Ferry, 2000; Crorét al, 2001). Die zur Bindung von Zink als
Cofaktor notwendigen Aminosaurereste werden beid@4dR3p mit Cys-106, His-166 und
Cys-169 identifiziert und sind in der Abbildung m#ternen gekennzeichnet. Das
Alignment  wurde  mittels  ClustalW  online  (http:/Agegh.cnrs.fr/bin/nph-
clustalw_query.pl, Standardeinstellungen) durchigefiind graphisch dargestellt.

Das globale Alignment zeigt eine Aminosaureidentitda CaNcelO3p bei SpCAp von
30,4%, bei EcYadFp von 27,5%, bei ScNcel03p voi%a4nd MsCAp von 23,7%.
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3.3. Expression und Aufreinigung von CaNcel03p alSST-Fusionsprotein
inE. coli

Das offene Leseraster vidNCE103wurde mit den Primern CaNCE-FBamGEX (ersetzt
das Startcodon und enthélt eiBanH| Schnittstelle) und NCE-BR amplifiziert und in
pCR2.1-TOPO ligiert. Die nach Transformation rasvénden Kolonien wurden mittels
PCR mit den Primern CaNCE-FBamGEX und NCE-BR gepuiid positive Klone
durch einen diagnostischen Verdau BdHI bestatigt. AnschlieRend wurde das ORF
mit BanHl und EcdRl aus dem Vektor herausgelost und aufgereinigtr De
Expressionsvektor pGEX-6P-2 (Amersham Bioscieneesyle mitBanmHI und EcoRl
verdaut. DasBanmHI NCE103 EcaRl Fragment wurde folgend in den pGEX-6P-2
Vektor ligiert. Durch einen diagnostischen Verdait BspgHI wurden positive Klone
verifiziert. Die Funktion des Fusionsgens wurdeamhder Komplementierung der
coli yadFA Mutante E. coli Stamm EDCMG636) geprift. AnschlieRend wurde der
gewdahlte Expressionsvektor sequenziert und Mutatioausgeschlossen (vgl. Abb.
3.3).

Luft (0,033% CQ) 5% CO,

Legende: 1E. coliyadFA transformiert mit pGEX-6P-2
2. E. coliyadFA transformiert mit pGEX-NCE Klon 4-1
3. E. coliyadFA transformiert mit pGEX-NCE Klon 3-1

Abb. 3.3 DerE. coliyadFA Stamm (EDCM®636) ist fur di¥adFCA deletiert und kann ledigli
unter 5% CQ@ wachsen. DerNCE103 Expressionsvektor pGEKCE exprimiert ein
funktionelle CA vonCandida albicansund komplementierte damit den Wachstumsdefekt
Der Klon 3-1 (3.) komplementierte nicht und wurderworfen. Klon 41 wurde weite
bearbeitet. Der leere Expressionsvektor pGEX26@-) konnte den Wachstumsdefekt an
nicht komplementieren.
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Das entstandene Plasmid wurde pGEX-NCE benannt inn&. coli BL21(DE)
(Invitrogen) transformiert. Uber Nacht wurde einiezelne Kolonie in LB Medium
unter Selektionsdruck bei 30°C unter heftigem Seihiitinkubiert. Am Folgetag
wurden die Zellen in neues Medium Uberfihrt und TG (Endkonzentration 0,2
mM) induziert. Nach 3 Stunden wurden die Zellenrgest und auf Eis gekuhlt. Die
Zellen wurden anschliel3end per Ultraschall lysiexd der entstandene Zelldebris fir 5
min bei 14000 rpm sedimentiert. Der Uberstand wuraleh Herstellerangaben auf die
praparierten Glutathion Sepharose 4B (Amersham cigioses) Séaulen geladen und
fraktioniert eluiert (vgl. Abb. 3.4).

MW
in kDa

193

Legende: Spur 0: Protein Standard, kalibrieriiirBis-Tris Gel, wie hier verwendet
Spur 1: pGEX-6P-2 (nur GST)
Spur 2: pGEX-NCE (GST-NCE Fusionsprotein), er§iat
Spur 3: pGEX-NCE (GST-NCE Fusionsprotein), ze®iEluat
Spur 4: pGEX-NCE (GST-NCE Fusionsprotein), dstEluat
Spur 5: pGEX-NCE (GST-NCE Fusionsprotein), \@srEluat

Errechnetes Molekulargewicht des GST Proteins:kKI0a9
Errechnetes Molekulargewicht des GST-NCE Fusiortsprs: 59,3kDa

Abb. 3.4 Aufreinigung des NCE103-GST Fusionsprateiach der Aufreinigung des NEE
GST Proteins durch Passage der Glutathion Sephad&seSaule wurde das Eh
elektrophoretisch mittels SDBAGE aufgetrennt. In der linken Bildhélfte ist di2AB
Farbung der Proteine nach Immunodetektion mitteRPHyekoppelten anGST Antikdrpe
gezeigt. Rechts ist die unspezifische Anfarbung Rierteine mittels Coomassie Blau2B€E
gezeigt.
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3.4.CaNCE103 kodiert eine funktionsfahige Carboanhydrase

Aufgereinigtes CaNcelO3 Protein wurde qualitativf aDarboanhydraseaktivitat
untersucht. Carboanhydrasen zéhlen zu den sclemebskannten Enzymen und leisten

eine fundamentale biochemische Reaktion, die viaxe dargestellt werden kann als:
CO; + HO <> HCO; +H'

Untersuchungen an gut charakterisierten humanen h@ben gezeigt, dass jedes
Molekiil CA bis zu 18 Molekiile CQ pro Sekunde hydratisieren kann. Die katalysierte
Reaktion lauft damit bis zu 1@nal schneller als die unkatalysierte ReaktionStbyér,
1996). Die Hydration von COwurde durch die Stopped-Flow basierte Methode nach
Kalifah (1971), modifiziert nach Cron&t al. (2000) nachgewiesen. Das Prinzip des

Nachweises ist in Abb. 3.5 verdeutlicht.

CO, + HO & HCOo + H

L ———

Abb. 3.5 Prinzip des Aktivitatsnachweises der CAD,@esattigtes Wasser wird zu gleic
Volumen mit dem Puffer/Indikator/Enzym - Mix in d8topped +low Apparatur gemischt u
die Konversion zu HC® + H" und der damit veindene pH Abfall spektrophotometri:
dargestellt. Dabei dient m kresol Purpur als Indikator, welcher aufgrund Barbverénderur
eine sinkende Absorption bei 578nm erzeugt.

Fur die Stopped-Flow Experimente wurden caig3fes vorher aufgereinigten Proteins
bzw. Bovine CA (Sigma) als Positivkontrolle eingeseCQ, gesattigtes Wasser wurde
durch 5minutiges Einblasen von €@ Aqua dest. hergestellt. Als Puffer wurde 50mM
TAPS und 200mM NaSf©bei einem pH von 8,69, als Indikator m — Kresofdeu in

einer Konzentration von 208 verwendet. Die Absorption wurde nach Mischung
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beider Reaktanten bei 578nm Wellenlange ermittedt onit Hi-Tech KinetAsyst3 und
GraphPad Prism 3.0 graphisch dargestellt. Jedeti@eakurde 3 bis 5 fach wiederholt
und die gewonnenen Daten gemittelt. Fir die spehi@ Inhibition der Enzymaktivitat
wurde 0,5mM Ethoxzolamid in 5% DMSO verwendet. Aigperimente wurden bei

Raumtemperatur durchgefthrt (vgl. Abb. 3.6).

1-
Spontanes (chemisches) Equilibrium-— )
Ncelogp ( .......
0.9 CA vom Rind ( )

Absorption bei 578nm

} T T T T T
0 25 50 75 100 125
Zeit (s)
14
0.9 Spontanes (chemisches) Equilibriur-= )

Nce]_OSp ( ......
Ncel03p + 0.5 mM Ethoxzolamiée- (-

Absorption bei 58nm

—

T
0 25 50 75 100 125

Abb. 3.6 Stopped Flow Enzymkinetik von Ncel103p. Die einzelnen Reaién wurden 2 bis
fach wiederholt und durch Hi-Tech KinetAsyst unda@mnPad Rsm graphisch dargestellt. C
chemische Equilibrium ist eine langsame spontarekfRen bei der CQzu HCQ hydratisier
wird. Bovine CA, als Positivkontrolle, beschleunitiese Reaktion. Ebenso konnte Nce103|
Reaktion von C@ zu HCQ beschleunigen, wobei sich diese Wirkung spezifisicinct
Ethoxzolamid, einem Sulfonamid, hemmen liess.

Das chemische Equilibrium der Reaktion £OH,0 < HCO; + H' nach Zugabe von

CQO; stellte sich nach ca. 75 sec ein, was sich auSt@dilisierung des pH Wertes und
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der damit gleich bleibenden Absorption ableitesdieDie Positivkontrolle durch bovine
CA (Sigma) beschleunigte die Einstellung des Elguilims zwischen Cound HCQ
auf ca. 30 sec, wobei hier eine rein qualitativesgage gewonnen werden soll.
CaNcel03p beschleunigte ebenfalls die Reaktionaangte eine deutliche Steigerung
des Umsatzes gegeniber der chemischen ReaktioserCh#fekt liess sich spezifisch
durch den Zusatz von 0,5mM Ethoxzolamid (Sigma), @arboanhydraseinhibitor aus
der Stoffgruppe der Sulfonamide, hemmen (vgl. AbB).

3.5. Disruption vonNCE103 in C. albicans

Die Disruption bzw. Deletion eines Genes ist eintedes Verfahren zur Prifung der
Bedeutung des Genproduktes im Modellorganismus. Herstellung homozygoter
knock — outMutanten wurde parallel einerseits eine PCR biesktrategie (Golat al,

2003), andererseits die klassische Strategie dasBlasters (Fonzi und Irvine, 1993)

verfolgt.

3.5.1. Herstellung PCR-basierter Disruptionskassedh und Disruption von
NCE103in C. albicans BWP17

Das grundlegende Prinzip diedarock — outStrategie ist dem Ura — Blaster ahnlich,
vermeidet aber die Alteration der Virulenz durcheheloge Integration ddsRA3Gens
(Staab und Sundstrom, 2003). Ausgehend ¥@malbicansStamm BWP17, welcher
Auxotrophien fur Arginin, Uridin und Histidin aufust, werden Disruptionskassetten,
welche diese Auxotrophien komplementieren und deswigschten Genlocus
disruptieren, integriert (Wilsoat al, 1999). Die Kassetten mit den MarkergeAd¢t(G4
und HIS1 werden dabei durch PCR-Reaktionen mit Primern10i@ bp zum Genlocus
homologer Sequenzen beinhalten, amplifiziert (Wilgb al, 1999, modifiziert durch
Golaet al, 2003) (Abb. 3.7). Es werden mehrere PCR-Reagtiarepoolt, aufgereinigt
und in BWP17 transformiert. Die Sequenzabschnitte 00 bp beidseits des Markers
lagern sich an die homologen Sequenzen am Ziatouhd werden ausgetauscht. Dabei
wurde ein zentraler Teil deNCE103 Gens disruptiert. Die korrekte Integration der

Disruptionskassetten und des Komplementierungskakiss zeigte sich einerseits in

69



Ergebnisse

der Komplementierung der Auxotrophie und wurde amdeits durch PCR und
Southernblot kontrolliert. Das erste Allel wurderclu die Integration deARG4
Kassette disruptiert. Die aufgereinigte Kassettedeper Lithiumacetat — Methode in
BWP17 eingeschleust, die Zellen auf YNB (suppleneentnit 2Qug/ml Histidin und
25ug/ml Uridin, nicht jedoch Arginin) ausplatiert utei 37°C/ 0,033% C@inkubiert.
Die resultierenden Transformanten (jetzt prototréjghArginin) wurden auf korrekte
Integration der Kassette durch PCR mit den Prin@kt-AF und NCE2 gepruft, die
eine 4,2kb Bande fur das disruptierte Allel undee)8kb Bande fiir das Wildtypallel
zeigte. Das zweite Allel wurde durch EinschleusenHiS1-Kassette disruptiert. Nach
Ausplatieren auf YNB, supplementiert mitizdml Uridin und Inkubation bei 37°C und
0,033% CQ, konnten keine korrekten Transformanten gewonnerd@n. Auch die
wiederholten Transformationen erbrachten lediglhaterozygot disruptierte Stamme.
Erst durch die Inkubation in mit 5% GQangereicherter Atmosphare konnten fur
NCE103homozygot disruptierte Stamme erzeugt werden (BL8).

Schritt 1, Amplifikation der Marker-
kassette ARG4 mittels 125me
Primern von Plasmid pFA ARG4

Schritt 2, Transformation ul
Disruption des ersten Allels

Schritt 3, Amplifikation der Marker-
kassetteHIS1 von pFA HIS1 un
Disruption des zweiten Allels

Abb. 3.7 Schematische Darstellung der PCR basid@isruptionsmethode nach Gadd al. Im
ersten Schritt werden die Auxotrophiemarkergedésl, ARG durch Primer mit 100bp zt
Ziellocus homologer Basenfolge amplifiziert. Daldénen die Plasmide pFA ARG4 und ¢
HIS1 als Vorlage. Im zweiten Schritt wird die gewiene Kassette mittels Lithiumacetatmett
in BWP17 transformiert und das erste Allel disruptiddabei wird eine der Auxotrophi
aufgehoben. Im dritten Schritt wird analog der zevdilarker zur Disruption des zweiten All
benutzt. Der letzte Auxotrophiemarker wird zur &8t der Komplementation benutzt.
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Luft (0,033% CQ)

(OS2 A tahi2g

Ak e St k1

Abb. 3.8 Der homozygotknock — outvon NCE103in BWP17 erzeugt einen GGbhangige
Phanotyp. Die gewonnenen Transformanten wurden desr genotypischen Untersuchung
YNB, supplementiert mit 2%/ml Uridin in einer Verdinnung von 1 x 1@ellen aufgetragen u
einerseits bei 37°C/ 0,033% GQinks) und 37°C/ 5% C@(rechts) fir 20 Stunden inkubiert. |
mit Kreisen markierten Stamme zeigen einen Wachsdefiekt an Luft, kénnen aber in 5% £Q
Wildtyp — typisch wachsen. Die Effizient der Transformatioethode entspricht mit 13/
positiven Transformanten ( ~ 32%) den Angaben vata@t al, 2003 und stellt damit ei
schnelle und effiziente Disruptionsstrategie dar.

Zur Bestatigung der korrekten Integration der Dpsianskassetten wurden Southern
Blots durchgefiihrt. Dazu wurde die genomische DNA zLi untersuchenden Stamme
prapariert, mitEcoRl verdaut und im Agarosegel separiert. Anschliel3emrde die
DNA denaturiert und auf eine Nitrocellulosemembigablottet. Die Sonde (502bp)
wurde mittels der Primer NCE-BF und NCE-R ampléizi und aufgereinigt. Sie
hybridisiert in der 3° Promotorregion vo¥CE103 Das Wildtypallel zeigte eine Bande
von 3,5kb im Southernblot, entsprechend deraR| Restriktionsfragment von 3578bp.
Die 2,1kb groReARG4 Kassette besitzt zwekEcdRl Schnittstellen, welche das
entsprechend hybridisierte Fragment auf 2,4kb eaerkin. Die in der zweiten Runde
benutzeHIS1 Kassette mit 1,5kb besitzt ebenfalls elbeoRI Schnittstelle und ergab
ein 2,6kb Fragment im Southernblot (Abb. 3.9). Klie Komplementierung des
homozygotenknock — outStammes wurddCE103 mit den Primern NCE-AF und
NCE2 von genomischer DNA des Stammes SC5314 amitfiund in pCR2.1 —
TOPO ligiert, um pCR2.1 AF-NCE2 zu gewinnen. Eintteis Spé Verdau
identifizierter Klon wurde sequenziert und Mutagon ausgeschlossen. Ein 2,6kb
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grofRes Fragment dé$CE103Gens und entsprechender Promotorregion wurde fdarau
folgend mitSpd-Xba herausgelost und in die dephosphoryliSpet Schnittstelle von
pSM-2 (El Barkaniet al, 2000) ligiert, um pSM-NCE zu generieren. Blod Verdau
bestétigte die korrekte Ligation. Der Vektor wuragt Nhd linearisiert und in die
homozygoteknock — outMutante transformiert, wo er am urspringlichéRA3 Locus
integriert und einerseits die Auxotrophie fur Undiomplementiert, andererseits durch
ein einzelneNCE103Allel die knock — outMutante komplementiert. Im Southernblot
zeigte sich fur diesen Stamm eine 7kb Bande, wasnekEcdR| Restriktionsfragment
von 6889bp entspricht. Um fur die folgenden Untehgungen Effekte einer noch
bestehenden Auxotrophie zu vermeiden, wurde diedaggote Nullmutante mit pSM-
2 (tragtURAS linearisiert durciNhd Verdau) transformiert und der jetzt prototroph fi
Uridin entstandene Stamm in den weiteren Untersugpdin verwand. Auch dieser
Stamm wurde durch Southernblot auf eine korrekteyudare Integration des Vektors

untersucht.
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le 3578bp

[ F
NCE10: - Sonde

< 2383Dby »

EccRI EccRI+ r EccRI r EccRl
—
‘! _ JARGZ . | ‘
— Sonde
< 2603bp >
ECcRI EccRI ! | EccRI
| —
| § Hs1 W |
- Sonde

BWP17 Wildtyy
BWP17ncel02::ARG4

BWP17ncel0::ARG4ncel0A::HIS1
— BWP17ncel0::ARG4ncel0A::HISYNCE103

7 kb—— o—

3,5 kb—w—. e

2,6 kb— -
24k .-

il

Abb. 3.9 Southernblot zur Bestétigung des BWRhZe103knock-outs Oben: die graphisc
Darstellung desNCE103 Locus mit denEcoRIl Schnittstellen. Die Integration dékRG4
Kassette in das erste Allel erzeugte ein 2,4kb eg®toRl Fragment. Die Disruption d
zweiten Alleles durch diellS1Kassette ergab ein 2,6ldzdR| Fragment. Unten: Southernk
des BWP17 Ausgangsstammes (Spur 1), des heterenjguick-outStammesARG4 (Spul
2), des homozygotenknock-out Stammes ARG4 und HIS1) (Spur 3) und ds
Komplementation NCE103 (Spur 4). Der Blot wurde mit einen08bp groem Fragme
hybridisiert, welches in der 3' Promotorregion kéhd
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3.5.2. Herstellung desNCE103 Ura-Blasters und Disruption von NCE103 in C.
albicans CAl4

Prinzip des klassischen Ura — Blasters ist die eafigile Integration eines
Selektionsmarkers in die beiden Allele des zu soteienden Genes (Fonzi und Irvine,
1993). Der Selektionsmarker ist in diesem FalldBR®3Gen, welches die Auxotrophie
fur Uridin im Stamm CAI4 komplementiert und demnaeime positive Selektion
ermoglicht. Um die Disruptionskassette fir das tvéillel erneut nutzen zu kénnen,
wird nach erfolgreicher Integration im ersten Altlds jetzt prototrophen Stammes das
URA3 Gen unter Selektionsdruck tber flankierersi@monella thyphimuriunhisG
Sequenzwiederholungerepeat$ herausgelost. Hierzu werden 1%Zllen iber YNB,
supplementiert mit 1mg/ml 5-Fluoroorotidinsaurdekgoniert. DadJRA3Protein, eine
Orotidin-5-Monophosphatdekarboxylase, essentietl ynthese von Uracil, setzt 5-
FOA zu einem furC. albicanstoxischem Metaboliten um. Zellen, welche durch
Rekombination dehisGrepeatsdasURA3Gen herausgeldst haben, kdnnen auf diesem
Medium wachsen (negative Selektion). DE¥CE103 Ura-Blaster wurde wie folgt
konstruiert: Ein 2216bp groRes Fragment, welches offene Leseraster vof.
albicans NCE103und flankierende Bereiche enthélt, wurde mit®f# aus pCR2.1
BF-NCE2 herausgeschnitten und aufgereinigt. AneBeind wurde ein leeres pCR2.1-
TOPO Plasmid miBsHI verdaut, die kohasiven Enden der Schnittstelle Mung
Bean Nuclease (MBN) in stumpfe Enden Uberfuhrt l{ggiet) und religiert, um die
singulédre BsHI Schnittstelle (Position 3046) zu eliminieren upCR2.1 AB zu
generieren. Ein diagnostischer Verdau zeigte ingémden keineBspHI Restriktion
dieses Plasmids. Dieser Vektor wurde anschlieRenh&pa und Xbd geschnitten, die
5’ Enden dephosphoryliert und das 221&@p# NCE103 SpleFragment in den Vektor
ligiert, um pCR2.1AB BFNCE2 zu erzeugen. Die korrekte Ligation wurdect einen
diagnostischenNcd Verdau bestétigt. Die Ura-Blaster KassettesG-URA3-his(
wurde aus dem Plasmid pMB-7 (Fonzi und Irvine, 1998ittels Sal-Bglll
Doppelverdau herausgeltst, gebluntet und aufgeteiridas Innere desNCE103
Leserasters in pCR2AB BFNCE2 wurde miBsgHI herausgeldst, die 5° Enden mittels
MBN gebluntet, dephosphoryliert und der Vektor anégnigt. Schlief3lich wurde durch

beidseitigeblunt endLigation die Kassette in die flankierend&IfCE103 Sequenzen
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integriert. Es resultierte das Plasmid pCR2.1 NCB¥st, welches durch zwei
diagnostische Verdaue mRvu und BanHl geprift und anschlielend sequenziert
wurde. Aus diesem Konstrukt wurde deé€CE103Ura — Blaster mittels\Nsil Verdau
herausgel6st und nach Separation in einem Agarbsedgereinigt. Der Ura-Blaster
ersetzt den zentralen Anteil des offenen LesemstenNCE103 Die Transformation
der Kassette erfolgte mittels der Lithiumacetat etivdde (vgl. oben). Zur Bestatigung
derknock - outMutanten wurden Southern Blots durchgefuhrt (dib. 3.10). Analog
zur PCR basierten Strategie in BWP17 wurde ein pagbRes PCR Amplifikat nach
radioaktiver Markierung als Sonde eingesetzt. Gescime DNA derCandidaStamme
wurde mittelsSpé verdaut und in einem Agarosegel separiert. Nagim dBlot und
Hybridisierung zeigte sich ein ca. 2,5kb groResgfent fir das Wildtypallel,
entsprechend einerSpe Restriktionsfragment von 2622bp. Die Integratider Ura-
Blaster Kassette vergrol3erte den Locus um 3366bpuau5988bp, was sich in einer
Bande von ca. 6kb im Southernblot zeigte. DurchR#iesage der gewonnenen Stamme
Uber 5-FOA-haltigem YNB Medium, wurde durch Rekondtion derhisG repeatslas
URAS3 Gen herausgeldst und der Locus nach entsprecheSgénverdau auf 3046bp
verkleinert, was sich in einer 3kb Bande im Southkrt bestétigte. Die erneute
Integration des Ura-Blasters in das zweite AllehWCE103vergrol3erte den zweiten
Locus auf erneut 5988bp, was sich in einer Bande &kb in Southernblot zeigte.
Gleichzeitig war im Southernblot kein Wildtypallelehr nachweisbar. Nach Passage
Uber 5-FOA-haltigem YNB wurde auch hier d&$RA3 Gen herausgelost. Im
Southernblot war dann lediglich eine 3kb Bandesmmichend den beiden disruptierten
Allelen, nachweisbar. Der homozygdteock — ouStamm wurde anschlie3end mit dem
linearisierten Plasmid pSM-NCE transformiert, une #iomplementation detnock —
out Mutante herzustellen. Analog wurde dieser Stamangb mit (dem leeren) pSM-2
Plasmid transformiert, um die Auxotrophie fir Undaufzuheben. Die Uri+ Stamme
wurden fur die weiteren Experimente benutzt. Paralimknock — ouin CAI4 wurde
auch der Stamm CAR26 fiINCE103mittels dieser Methode disruptiert (Daten nicht
gezeigt).
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l< 2622bp >
Spe ﬁl lf Spé
x S ““j
: NCE10: ~Sonde
> 5988bp -]
Spe 1 r Spe
x\‘ — “;‘
| f hisG NURAZIN hisG N ]
- Sonde
|« 3088by -l
Spé 1 r Spé
x\‘ — “;‘
| f hisGC W ]
—Sonde

CAl4 Wildtyp
CAIl4 ncel0::hisG-URA3-hisG

CAIl4 ncel0A::hisG
CAIl4 ncel0A::hisGncelOA::
hisGR3-hisG

CAl4 ncelOA::hisG
ncelOA::hisG
— CAIl4 Wildtyp

-

3kb
- 2,5kb

Abb. 3.10 Southernblot zur Bestatigung des CAlAcel03 knock-outs Oben: die graphisc
Darstellung desNCE103Locus mit derSpe Schnittstellen. Die Integration der Ur8laster Kasset
in das erste Allel erzeugte ein 6kb groSgs Fragment. Nach Passage aufGA haltigem Mediur
und Herauslosen de$RA3Gens verkleinerte sich der Lokus auf ca. 3kb. Diruption des zweite
Alleles durch die erneute Integration der Ura -dBaKassette ergab erneut ein 68pd Fragmen:
Dabei war nach der Integration im zweiten Allelrk&Vildtypallel (ca. 2,5kb) mehr nachweisbar.

Herauslosen dedJRA3 Gens durch %OA Passage hinterliess eine singulare 3kb Banc
Southernblot. Der Blot wurde mit einem Zp groRem Fragment hybridisiert, was in de
Promotorregion bindet.
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Zur Suche nach Revertanten wurden auf jeweils 4 YdgBrplatten sowohl 1x¥0und
1x1@ Zellen derNCE103Nullmutante (CAl4nce103/ncel03) ausgestrichen und an
Luft (0,033% CQ) bei 37°C fur 3 Tage inkubiert. Sollten sich Kakm zeigen, ist die
Moglichkeit gegeben, dass z.B. weitere Carboanlsgiram Genom vorhanden und
aktiv sind. Nach dreitdgigem Bebriten zeigte sieim kWWachstum, was die Moéglichkeit
weiterer Carboanhydrasen unwahrscheinlich ersché#sst.

3.6. Expression vorCaNCE103 unter dem konstitutiv aktiven Promotor EFla

Um die Funktion von Ncel03p ndher bestimmen zu &inwurdeNCE103unter dem
konstitutiv aktiven Promotor ElddesTEF2 Gens exprimiert. Gleichzeitig sollte dieses
Konstrukt durch Anfiigen eineblisg-Tags eine Mdoglichkeit zur Aufreinigung von
Ncel03 Protein bieten. Dazu musste sowohl das effteseraster voNCE103(inkl.
Hiss-Tag), als auch die Terminatorregion dESF2 Gens hinter deMEF2 — Promotor
in pFM-2 (Muhlschlegel und Fonzi, 1997) ligiert wlen. Das offene Leseraster von
NCE103wurde mit den Primern NCE-F-Pst und NCEHisTag d#mrt, die PCR
Reaktion Uber eine Separation in einem Agarosagfgeeeinigt und in pCR2.1-TOPO
ligiert, um Plasmid pCR2.1 PstNCEHisTag zu genernePositive Klone wurden nach
entsprechender Plasmidpraparation durch diagnbstigestriktionsverdaue m#pe
und BseRI separiert. Der fur die weiteren Arbeiten vordesee Klon wurde sequenziert
und auf Mutationen gepruft. Gleichzeitig wurde e Terminatorregion de§FEF2
Gens durch die Primer XmaTef2t-F und PspOMITef2-Rpliziert, tber ein
Agarosegel aufgereinigt und in pCR2.1-TOPO ligier) Plasmid pCR2.1 TEF2term
zu erzeugen. Aus dem Plasmid pCR2.1 PstNCEHisTaglevanschlieend mittels
eines Spé-Xbd Doppelverdaues da®NCE103 Fragment herausgelost und in die
dephosphoryliert&Spd/ Xba Schnittstelle eines praparierten pBSK(+) Vekthggert,
um pBSK PstNCEHisTag zu erzeugen. Die erfolgreicigation wurde anhand eines
diagnostischerPst Verdaues der praparierten Plasmid-DNA nachgewie$ieses
Plasmid wurde im Anschluss mRspOM und Xmd geschnitten und mittels SAP
dephosphoryliert. In diese Schnittstelle wurde T&-2 Terminatorregion, aus pCR2.1
TEF2term mittelsXmd/ PspOM herausgeschnitten und aufgereinigt, ligiert. Dami

kommt die Terminatorregion hinter dem offenen Lastar des mit einerhliss-Tag
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verseheneMCE103zu liegen. Das entstandene Plasmid pBSK PstNCHEgisdf2term
wurde durch zwei diagnostische RestriktionsverdantePst und Ndd geprift. Um
abschliel3end dieses Konstrukt hinter dé&#2 Promotor in pFM-2 zu ligieren, wurde
pFM-2 mit BanHI verdaut, die kohasiven Schnittenden durch MBNtumpfe Enden
dberfuhrt und nach einer Phenolaufreinigung daspkM-2 Dbefindliche offene
Leseraster vorPHR2 durch Pst Verdau herausgeldst. Der Vektor wurde nach der
Dephosphorylierung mit SAP durch eine Separatiogarosegel aufgereinigt. Durch
einen Verdau miPst und Pvul wurde dasNCE103 TEF2Terminatorfragment aus
pBSK PstNCEHisTag tef2term herausgeldst, aufgegeumd in den praparierten pFM-
2 Vektor ligiert. Positive Klone wurden nach Praem der Plasmid-DNA durch zwei
diagnostischeNdd und Ecarl Verdaue gefunden und mit pFM-NCEoverexpression
benannt. Das miNhd linearisierte Plasmid wurde in CAHMcel03\ transformiert und
komplementierte den Wachstumsdefekt der homozyghktertk - outMutante (zur
phanotypischen Charakterisierung siehe Abschr8jt 3.

3.7. Northernblot Analysen

Um die Frage nach einer méglichen Induktion N&E103 Expression unter CO-

limitierten Bedingungen, wie an Luft mit
0,033% CQ und um die Expression von
NCE103 unter 5% CQ zu untersuchen,
— 753 wurden Northernblots durchgefiihrt. Dazu
’ ‘ & 185 wurde eine Kolonie SC5314 steril in 50ml
YNB Uber Nacht unter Ruhren an Luft
und in 5% CQ inkubiert. Am Folgetag

wurden die Zellen in neues Medium

Uberfihrt und erneut fur 3 Stunden in Luft

5%C0QO, 0,033%CQ bzw. 5% CQ inkubiert. AnschlieRend

o , wurde die Gesamt - RNA prapariert und
Abb. 3.11 NCE103 Expression im Wildtyp

stamm SC5314 unter 5% GQlinks) unc auf einem Agarosegel separiert. Die RNA
0,033% CQ (rechts) zeigte, zumimgt ir .
dieser Untersuchung, keine differenzi wurde auf eine Nylonmembran geblottet

Regulation unter diesen Bedingung und radioaktiv hybridisiert (Abb. 3.11).
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Als Sonde diente ein Fragment aus dem offene Lsts#raonNCE103 welches durch
BsHI Verdau aus dem Plasmid pCR2.1 BF-NCE2 herausgelind Uber ein
Agarosegel aufgereinigt wurde. Durch einen weitemdarthernblot konnte ein
Vergleich der Expression des Wildtypstammes SC58&rhomozygoten Nullmutante,
der Komplementation und der Uberexpressionsmutéaite CAl4 Ausgangsstamm)
gezogen werden. Wie erwartet liess sich kein Tnaypisénssignal in der homozygoten
Nullmutante feststellen, d&4CE103knock — outwar also auch auf Ebene der mRNA
komplett. Der Stamm der Komplementation zeigte elaen Wildtypstamm &hnliche
Expressionsstarke, was in Verbindung mit den mdggischen Gemeinsamkeiten
darauf schlieBen lasst, dass eine Kopie N€E103 Gens fur die Funktion im
Organismus ausreichend ist. Der Stamm der Uberssiorgssmutante zeigte ein deutlich
verstarktes Signal, was sich aus der konstitut&dktivitat des EF& Promotors ergibt.
In Verbindung mit der eindeutig starkeren Filam&atd Agarinvasion dieses
Stammes, lasst sich feststellen, dass die verst@&kpression voiNCE103zu einer
vermehrten Keimschlauchbildung und damit zu einemduzierten, starken
Polymorphismus fihrt (vgl. Abb. 3.12, vgl. auch ABIR22).

SC5314 Wildtyp
CAI-4 nce102\/ncel0A Nullmutante

CAI-4 nce103/ncel0A + NCE103Komplementation
l_ CAI-4 ncel0:A/ncel0:A + TEF2,::NCE10: Uberexpressic

. — 25S
18S

- -

o

Abb. 3.12 Der Northernblot bestétigte die Disrup
von NCE103 im Stamm CAI4 und zeigte ei
deutliche Uberexpression vohCE103 unter der
PromotorEFla
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3.8.  Phéanotypische Charakterisierung der C. albicans ncel03A/ncel03A

Disruptionsmutante

Herausragendes Merkmal der homozygatealO3 Mutante ist die Unfahigkeit, unter
aeroben Bedingungen (entspricht 0,033 %, ®@@l/vol) zu wachsen. Der nicht letale
Wachstumsdefekt konnte unter 5 — 6 %,Q@l/vol) vollkommen kompensiert werden
(Abb. 3.13 und folgende).

5x 5x 5x 50 5 Zellen
10* 10° 107

CAl4 ncel0:A/ncel0A &
CAR26ncel0:A/ncel0A
BWP17ncel0:A/ncel0A

CAIl4 ncel0:A/ncelOA/NCEL0: E
CAR26ncel0:A/ncelOA/NCEL0:
BWP17ncel0A/ncel0A/NCELO:

SC5314%

5% CO, Luft (0,033% CQ)

Abb. 3.13 Verdunnungsreihe der homozygoterock — outStamme (CAI4, BWP17 u
CAR26, Reihen 1 - 3) im Vergleich zu Komplementasistammen (Reihen 46) mit einen
NCE10: Allel und Wildtyp SC5314 (Reihe 7). Der nichtdlt Wachstumsdefekt zeigsick
bei Inkubation in aeroben GOKonzentrationen von 0,033% GODie Ausgangsstamr
prasentierten nach Disruption beider Allele duraleizverschiedene Disruptionsstrategien €
identischen Phanotyp. Unter 5% £&onnte der Wachstumsdefekt vollkommiompensie!
werden.

YNB pH7, YNB pH7, YNB pH7, YNB pH7,
0,033% CQ 0,5% CQ 1,5% CQ 5% CO

Abb. 3.14 Der Wachstumsdefekt zeigte eine Abhargigkon der CQ@ Konzentration de
Gasgemisches. Steigende L®onzentrationen von 0,033% - 5% gMedingten eir
zunehmende Kompensierung des Wachstumsdefekts.
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YNB pH4, YNB pH4, YNB pH9, YNB pH9,

0,033% CQ 5% CQ 0,033% CQ 5% CQ
Abb. 3.15 Der Wachstumsdefekt zeigte keine Abhdwmgigvom pH Wert des Nahrmediu
(zum Vergleich pH 7 in Abb. 3.14) Ein pH Wert voindibierte das Wachstum vah albicans
wobei ein erhdhter COPartialdruck den pH Wert des Mediums herabsetdtdas Wachstu
fordert.

-~ b
YEPD, Kochblutagar, YNB + YNB +
0,033% CQ 0,033% CQ 25mM NaHCQ, 100mM NaHCQ,
0,033% CQ 0,033% CQ

Abb. 3.16 Der Wachstumsdefekbnnte weder auf nadhrstoffreichem YEPD Agar, nech
Kochblutagar kompensiert werden. Die Zugabe vonMSmw. 100mM NaHCQ zeigte kein
Auswirkung auf das Wachstumsverhalten der Deletmtanten; moglicherweise liegt dies
Phanomen eine Evaporation des entstehenden Z0@runde, da das Inkubationsgefal® 1
hermetisch verschlossen war.

YNB, YNB, YNB,
N, Atmosphére mikroaerophil anaerob

Abb. 3.17 Eine reine Stickstoffatmosphéare erlaltgi Wachstum der Deletionsmutant
was auf einen CQabhangigen Phanotyp schlieen lasst. Zudem intebiine komplet
Stickstoffatmosphéare das Wachstum vOn albicans Unter mikroaerophilen Bedingung
(zwischen 9,3 und 16,3% GQund 4,7 bis 11,7% £p zdgte sich kein Wachstumsdefe
Anaerobe Bedingungen (> 16% €&0,1% Q) inhibierten das Wachstum v@h albicans
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YNB, YNB, YNB, YNB,

1mM Succinat, 1mM Malat, 1mM a- 1mM Oxalacatat,
0,033% CQ 0,033% CQ ketoglutarat, 0,033% CQ
0,033% CQ

Abb. 3.18 Der Wachstumsdefekt konnte nicht durchgabe von Intermediaten ¢

Krebszyklus kompensiert werden.
. 1% . .

YNB, YNB, YNB, YNB,
1mM Adenin, 1mM Uridin, 1mM Histidin, 1mM Arginin,
0,033% CQ 0,033% CQ 0,033% CQ 0,033% CQ

Abb. 3.19 Der Wachstumsdefekt konnte nicht durclyabe von einzelnen Aminosaur
Nukleosiden oder Nukleinbasen kompensiert we

50mM 25mM
& 10mM  5mM
SC5314, YNB, BWP17ncel03 BWP17ncel03 Legende:
5% CQ /ncel03, /ncel0A H,0,
YNB, 5% CQ /NCE103 Konzentrationen

YNB, 5% CGQ

Abb. 3.20 Eine erhdhte Suszeptibilitat gegenubeidaiiven Substanzen konnte n
Disruption vonNCE103nicht festgestellt werden.
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CAIl4 ncel0/ ncel0A/NCE103

CAl4 ncel0A/ ncel0A
SCh5314

YNB, 1mM Ethox- YNB, 4% DMSO,

zolamid in 4% DMSO, 0,033% CQ

0,033% CQ

CAIl4 ncel02/ ncel0A/NCE103

CAIl4 ncel02/ ncel0d

SC5314

YNB, 1mM Ethox- YNB, 4% DMSO,
zolamid in 4% DMSO, 5% CQ
5% CQ

Abb. 3.21 Der Carboanhydrasehemmer Ethoxzolarhiemmte das Wachstum
Wildtypstammes an Luft, gleichzeitig wurde d€andida— Stamm mit nur einem All
NCE10: starker gehemmt. Unter 5% Gessen sich keine Unterschiede feststellen.
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SC5314, SC5314, CAl4 ncel03/ CAl4 ncel03/
Luft, 2 Tage 5% CGO, 2 Tage ncelO3, ncelOa,
Luft, 2 Tage 5% CQ, 2 Tage

CAl4 ncel03/ CAIl4 ncel02/ CAl4 ncel03/ CAl4 ncel03V/
ncel0A/NCE103  ncel02/NCE103 ncelOA/TEF2,.: ncelOA/TEFZ,.:
Luft, 2 Tage 5% CQ, 2 Tage NCE10;, NCE103

Luft, 2 Tage 5% CG, 2 Tage

Abb. 3.22 Im Agarinvasionstest werden Zellen deseeiedenen Stamme in einer Konzentre
von 1x16 auf Kochblutagarplatten aufgetragen und iiber 2eThgi der angegebenen £O
Konzentration inkubiert (jeweils obere Reihe). Amgf3end werden diKolonien abgewascht
um die Invasion der Zellen in den Agar beurteilarkénnen (jeweils untere Reihe).

Im Bild 1 und 2 ist die verstarkte Invasion derlgelunter 5% C@gegeniuber 0,033% GQ@r

Luft klar zu erkennen. DI&NCE103Nullmutante konntean Luft nicht wachsen und den A

dementsprechned nicht infiltrieren (Bild 3). Un&imulation mit 5% C@wurde die Disruptio

von NCE103komplementiert und die Invasion in den Agar etrtgcdas Niveau des Wildty

(Bild 4). Der Stamm der Komplementation mit nur exin Allel NCE103 zeigte ein wildtyp-
typisches Wachstumsmuster (Bild 5 und 6). Unter rékgression vorNCE103 zeigte sic

sowohl unter C@als auch an Luft eine veranderte Koloniemorph@oddie Invasion in de

darunter liegenden Agar war deutlich verstarktdBilund 8). Siehe auch Abb. 3.23.
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CAIl4 ncel02/ncel0
/TEF2,::NCE103in 5% CQ

CAIl4 ncel02/ncel0
ITEF2,::NCE103in 0,033% CQ

CAIl4 ncel02\/ncel0A/NCE103
5% CQ

Abb. 3.23 WurdeNCE103 unter dem konstitutiv aktiven EE1Promotor desTEF2 Gen:
Uberexprimiert, resultierte eine verstartke Filatatan (oben) gegeniber dem Stamm
Komplementation (unten) in 5% G@nd auch in Lft auf DMEM Medium. Gezeigt ist eine ¢
DMEM Medium gespottete Kolonie des entsprechendam®es. Unter 5% CQlinks) erkenr
man eine deutliche Zunahme des filamentésen Wamlsstgegeniber Luft (rechts), welche

N

CAIl4 ncel02/ncel0A/NCE103
0,033% CQ

Stamm der Uberexpression starker ausgepragt eteSiuch Abb. 3.22.
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3.9. Carboanhydrasen vorE .coli und Mensch kénnenCaNCE103 nicht ersetzen

E. coli besitzt eine funktionsfahige CAY&dF, Can) der p — Klasse, die analog zu
CaNCE103fur das Wachstum an Luft essentiell ist. Um die ghtihkeit einer
Komplementation deNCE103 knock — ouMutante durchYadF zu prifen, wurde
genomische DNA de&. coli Stammes MG1655 praparieNadF mit den Primern
YadF-F und YadF-R amplifiziert und in pCR2.1 TOPOrkert, um pCR2.1 YadF zu
generieren. Nach Ausschluss von Mutationen wurde aftene Leseraster voviadF
durch einenNsil/ Bglll Doppelverdau aus dem Vektor herausgelost unddim
kompatible Pst/ BanHl Schnittstelle des pFM-2 Vektors ligiert, um pFX&dF zu
generieren. Das pCR2.1 YadF Plasmid, welche&deoli CA durch derlac Promotor
exprimiert, komplementierte den WachstumsdefektEletoli YadFDeletionsmutante
(E. coli EDCM636). Jedoch konnte der Hefe-Expressionsvepkv-YadF, bei dem
die bakterielle CA unter der Kontrolle des kongiiwaktiven Hefepromotor Efsteht,
den Wachstumsdefekt d&iCE103 knock — oulutante nicht komplementieren. Dabei
sollte hervorgehoben werden, dass die bakterieNefi€ den inC. albicanstypischen
Codongebrauch nicht angepasst wurde.

Analog wurde eine strukturell verschiedenartige @ Menschen (human CA
Il, a-Klasse) in den pFM-2 Vektor kloniert. Dazu wurde ¢dhumane CA aus dem
Vektor pCAPSh durch einenEcdrV/ Bglll Doppelverdau herausgelést und
aufgereinigt. Der pFM-2 Vektor wurde sequenziellt mist verdaut, durch eine
Phenol/Chloroform Extraktion aufgereinigt und dh8ittstellen mit MBN irblunt end
Schnittstellen Uberfiihrt. Im Anschluss wurde diasimid-DNA mitBanH| verdaut, der
Vektor aufgereinigt und dephosphoryliert. Nachfoldevurde da$3glll-CAll- EcCORV
Fragment in den praparierten pFM-2 Vektor kloniary pFM-hCAII zu erhalten. Nach
der Linearisierung dieses Vektors miNhd und Transformation in CAI4
ncelOA/ncel0Ad konnte jedoch keine Komplementation dé€E103 knock — out
Mutante erzielt werden. Auch hier muss hervorgehoberden, dass die humane CA
nicht fir den Codongebrauch i€. albicans modifiziert wurde, was analog zur
bakteriellen CA als wahrscheinliche Ursache eirescheiterten Komplementation zu
sehen ist.
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3.10. NCE-GFP Fusion

Das offene Leseraster vadCE103 wurde mit den Primern NCE-AF und CaNCE-
RAgel amplifiziert und anschliel3end in pCR2.1-TORgert. Korrekte Klone wurden
nach Praparation der Plasmid-DNA durch einen disgigcherNsil Verdau identifiziert
und pCR2.1 NCEAgel benannt. Gleichzeitig wurde fiasCandida optimierte GFP
vom Plasmid yEGFP3 (Cormaek al, 1997) mit den Primern GFP-FAgel und GFPrev
amplifiziert, in pCR2.1-TOPO ligiert und ik. coli transformiert. Korrekte Klone
wurden durch einen diagnostischiltd Verdau identifiziert und pCR2.1 AgelGFP
benannt. Aus einem sequenzierten und auf Mutatiagepriften Plasmid pCR2.1
NCEAgel wurde da®dlCE103Gen mitAgd und Xba Doppelverdau herausgelost und
in die Xba/ Agd Schnittstellen des praparierten pCR2.1 AgelGFRtdfs ligiert.
Damit kommt das GFP Gen in einarframeFusion am 5’ Ende des vom Stopp Codon
befreitenNCE103Gens zu liegen. Das Fusionsgen wurde aus diesedtoVnittels
Spé Verdau herausgelost und in digpe Schnittstelle eines praparierten pSM-2
Plasmids ligiert. Der entstandene Vektor pSM-NCEGHRPde anschlieRend miithd
linearisiert und in die homozygote Nullmutante CAlde103\/ncel0A transformiert
und bei 0,033% C@inkubiert. Alle Transformanten, die unter dieseedBigungen
wachsen, mussen folglich ein funktionsfahigéSE—GFP Fusionsprotein exprimieren.
Die Funktion des GFP Anteils wurde unter Anregumgluoreszenz gepruft (Abb. 3.24
und 3.25).

Kyte-Toolittle Hydropathy Plot Abb. 3.24 KyteDooIittIe Hydropathj

‘ , , ‘ , Plot von CaNcelO3p ermittelt onli

4 unter http://gcat.davidson.edu/rakarnik/
] . kyte-doolittle.htm. Diese Analyse-
2 L - methode kann auf Transmembran-
1

@

L 4 doméanen oder Oberflachenregio
von  Proteinen  hinweisen. E
durchgeheder Hydropathy Score w
unter 2 (rote Linie) fur die ASequen
von NCE103 deutet darauf hin, de
Ncel03 keine Transmembrandomé

Hydropathy Score

U ‘ , , ‘ L besitzt und wahrscheinlich im Zyto
sa 180 15a 289 250 lokalisiert ist (vgl. dazuNCE-GFP
Window Position Fusion in Abb. 325)
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Abb. 3.25 Expression eines Ncel03-GFP Fusionspotei CAl4 ncel03/ncel0d zeigte
eine zyotoplasmatische Verteilung des Proteins. @atu auch Abb. 3.24). Insgesamt wi
das Fusionsprotein schwach exprimiert. Die linkleliilfte zeigt die griine Fluoreszenz ui
Anregung, auf der rechten Bildhalfte ist das licknmskopische Aquivalent dargestellt. Ni
alle Zellen zeigen ein Fluoreszenzmuster. Mdglithrsachen liegen hier in der diskre
Expression des Fusionsgens, kdniader auch durch eine instabile bzw. nicht volidige
funktionelle Expression des GFP Anteils hervorgemugein.
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3.11. Aquaporine als potentielle CQKanéle in Candida albicans

Aquaporine sind Wasserkanéle, die in nahezu ab&eriden Organismen vorhanden
sind (Carbreyet al, 2001). Neben der Funktion als Wasserkanal korkeumaporine
auch den physiologischen Transport von,GMer Membranen bewirken (Uehleat
al., 2003). Candida albicansexprimiert ein Aquaporin AQYJ als funktionellen
Wasserkanal (Carbrest al, 2001). Um die Relevanz dieses Gens im SystenCQgr
induzierten Filamentation zu untersuchen, wurde dggylA/aqylA Nullmutante
JCO188 (Carbrewt al, 2001) nach
Induktion der Filamentation durch
5% CQ zum Wildtypstamm

SC5314

JCO188agyiA/agylA SC5314 verglichen. Dabei konnte

kein Unterschied im

Abb. 3.26 Das Filamentationsverhalten @sAQY: Filamentationsverhalten festgestellt
Deletionsstammes unter 5% gQreigte keine
Unterschied zum Wildtyp SC5314. Aquapo werden (Abb. 3.26). Ebenso konnte

spielen als C@QKanale inCandida albican®ffenba . . .
keine Rolle. kein morphologischer Unterschied

bei ansteigenden GO
Konzentrationen gesehen werden. Somit scheint dgraporin - vermittelte CO

Transport inCandida albicankeine wesentliche Rolle zu spielen.

3.12. Klonierung und Expression der katalytischen Bgion vonCryptococcus

neoformans AdenylylcyclaseCACL in C. albicans CR276

C. albicansCR276 ist ein fur die Adenylylcyclas@DC35deletierter Stamm (Rochet
al., 2001). Die Fahigkeit COzu detektieren und mit einem verstarkten filamsaid
Wachstum zu reagieren, konnte in dieser Mutantiet machgewiesen werden (Klengel
et al, 2005, Abb. 3.27). Somit schei@DC35 fur die CQ Signalrezeption eine
wesentliche Rolle zu spielen. Analog dazu expritni&yptococcus neoformarsine
Adenylylcyclase CACJ1, welche unter anderem die Ausbildung der
Polysaccharidkapsel vermittelt. Wi@AC1in C. neoformanglisruptiert, resultiert ein
CO; insensitiver Phanotyp, welcher nicht in der Lagjeeine dicke Polysaccharidkapsel

Zu generieren (Zaragoa al, 2003). Zur Prufung einer panfungalen Regulation
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Adenylylcyclasen durch COsollte die C. neoformansAdenylylcyclase CAC1 als
trunkiertes C — terminales Fragment @ albicans CR276 exprimiert werden.
Zusatzlich sollte Protein als Fusionsprotein an Gfbifgereinigt und fir spezifische
enzymkinetische Untersuchungen bereit gestellt ®&rerdZur Klonierung der
katalytischen Region vorCnCAC1 wurde der Wildtypstamm ATCC90112 (D.
Sanglard, Universitat Lausanne) in YEPD uber Naahter heftigem Schitteln
inkubiert. AnschlielRend wurde die gDNA anhand deshdlrC. albicansverwendeten
Protokolls extrahiert. CnCAC1 zeichnet sich durch den Besitz von insgesamt 7
Intronabschnitten aus. Aus diesem Grund wurde @iga@t RNA ebenfalls anhand des
C. albicansProtokolls extrahiert und nach einem DNase | Verdarch eine reverse
Transkription in cDNA umgeschrieben. Die Amplifikat eines C — terminalen
Abschnittes vonCAC1, welcher die katalytische Untereinheit beinhalteit den
Primern CnCAC1Fn und CnCAC1RHis (langes FragmenCACL 7212279 bzw.
CnCAC2Fn und CnCAC1RHis (kurzes FragmenCAClsgo4-2279 von gDNA bzw.
cDNA zeigte den erwarteten deutlichen GroRRenuniegdcder Fragmente aufgrund des
SpleiRens der Intronabschnitte. Die gewonnenennf@ate wurden in pCR2.1 — TOPO
kloniert, um pCR2.1 F1R1His bzw pCR2.1 F2R1His anggieren. Richtige Klone
wurden durch diagnostische Verdaue mgil bzw. Xba herausgefiltert. Nach der
Sequenzierung jeweils eines Klones wurden beidgrkeate mittelsSmd/ BanHl
Doppelverdau herausgel6st und in die geblurRsté BanH| Schnittstellen von pFM-2
ligiert. Die Vektoren wurden miNhd linearisiert und in dertdc3%\ Deletionstamm
CR276 transformiert. Das trunkiert@AC1 C — terminale Fragment (beide GroRRen)
konnte die cdc3%\ Nullmutante komplementieren und die Fahigkeit 200,
vermittelten Filamentation wieder herstellen (ABIR7). Somit tragt der C — terminale
Anteil von CAC1 nicht nur die Fahigkeit cCAMP alsecond messengeu generieren,

sondern auch die Rezeption von £ vermitteln.
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0,033% CQ 5% CO,

CR276cdc3%/cdc3

CR276cdc3%/cdc3m/
TEF2,::CACL721.2011

e

Abb. 3.27 Cryptococcus neoformanSACL»1.0071 konnte die C. albicanscdc3%\/cdc3
Mutante erganzen. CR276 ist f@DC35 Adenylylcyclase homozygot disruptiert und ze
unter Stimulation mit 5% CQ keine Filamentation (Obere Bilder). Die C terminal¢
katalytische Region derCryptococcus neoformans AC CAC1l komplementierte d
cdc3A/cdc3 Nullmutante und stellte die Fahigkeit ¢@ahrzunehmen wieder her. |
Detektion von C® durch AC scheint sowohl i€andida albicansals auch inCryptococcu
neoformankonserviert.

3.13. Expression und Aufreinigung von CnCaclp als &T-Fusionsprotein in
E. cali

Zur Aufreinigung von Protein sollte d&AC1L 7212071 Fragment, wie auch das kirzere
CAClLg24-2271 Fragment in pGEX-6P-2 kloniert und das ProteinFRalsionsprotein an
GST exprimiert werden. Hierzu wurden beide Fragmenit den Primern CnCAC1F
und CnCAC1-R bzw. CnCAC2F und CnCAC1-R amplifiziend in pCR2.1 — TOPO
kloniert. Die Primerpaarung enthalt im Gegensatdem vorher genutzten Primern kein
ATG Startcodon und keinen @xis-Tag Die entstandenen Plasmide wurden pCR2.1
FIR1GEX bzw. pCR2.1 F2R1GEX benannt, zum Ausschlusa Mutationen
sequenziert und mit den Genomdatenbanken verglidnemAnschluss wurden beide
Plasmide mit einenBanHIl/ Ecdrl verdaut, diecCAC1 Fragmente aufgereinigt und in
die BanHl/ EcdRl Schnittstellen von pGEX-6P-2 (Amersham Biosces)cligiert.
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Korrekte Klone wurden durch einen diagnostischiest Verdau identifiziert. Die
Expression der Fusionsproteine erfolgte analog aN@E103p (vgl. Abschnitt 3.3) in
E. coli BL21(DE3) nach Angaben des Herstellers. Die Elwateden mit 50% Glycerin

versetzt und bei —20°C aufbewahrt.

MW MW
in kDa in kDa

3 2 1 0 -‘— 193 3 2 1 0

+— 193
-
+— 103
— 103
I — - AN
+— 599
— 59,9
= _a_ 41,3 =
o e —— a3
!.! . 213 3' — 273
- | = 207 - 207
Legende: Spur 0: pGEX-6P-2 (nur GST)

Spur 1: GST-CnCAC1 Fusionsprotein, erstes Eluat
Spur 2: GST-CnCAC1 Fusionsprotein, zweites Eluat
Spur 3: GST-CnCAC1 Fusionsprotein, drittes Eluat

Errechnetes Molekulargewicht des GST Protein®@klda
Errechnetes Molekulargewicht des GST-CnCACL1 Fusginneins:
kurzes Fragment: 77,8 kDa
langes Fragment: 89,9 kDa

Abb. 3.28 Aufreinigung des GST-CAC1 FusionsproteiNach der Aufreinigung des GST
CnCacl Proteins durch Passage der GST Séaule wasdgldat elektrophoretisch mittels SDS
PAGE aufgetrennt. In der linken Bildhélfte ist diaftrennung des kurzen Fragmentes, au
rechten Bildhélfte die Auftrennung des langen Fragtas gezeigt.

Die so generierten GST-CAC1 Fusionsproteine solfianspatere enzymkinetische
Untersuchungen bereit gestellt werden. Dabei salt@og zu CaCdc35p die Fahigkeit
CO, bzw. HCO3 zu detektieren und desecond messeng&AMP zu generieren
untersucht werden (vgl. Abschnitt 4.6f sowie Abl8)4
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4. Diskussion
4.1. CO, als Umweltsignal

Die Detektion von Umweltsignalen und die entspredeezellulare Reaktion ist eine
zentrale und fur das Uberleben aller Lebewesemtele Fahigkeit. Humanpathogene
Pilze, als ubiquitdar vorkommende Organismen, muiskenhgradig verschiedene
Umweltbedingungen — innerhalb und auf3erhalb dessominhen Wirtes — erkennen
und sich entsprechend anpassen. Folglich erlaubt\@astandnis der molekularen
Signalrezeption, Signaltransduktion und der entdpmrden Reaktionskaskaden
Einblicke in Wachstum, Differenzierung und Zelltodd eréffnet Moglichkeiten, diese
durch neue, spezifische Wirkstoffe zu beeinflussen.

Kohlenstoffverbindungen bilden die Grundlage debdres, wie wir es kennen.
Dabei spielen inorganische Kohlenstoffverbindungge CGO,, H,CO; HCO; und
CO5* bei der Decarboxylierung und Carboxylierung vogamischen Verbindungen
eine unerlassliche Rolle (Raven, 2006). Diese Ramadm tragen wesentlich zum
biogeochemischen Kohlenstoffkreislauf von iibef*1fol Kohlenstoff pro Jahr bei
(Raven, 2006). CPals Substrat der Ribulose - 1,5 - bisphosphatrboglase/ -
oxygenase (Rubisco), dem mengenmalig haufigstertreiPrder Erde, ist zentrales
Element der Photosynthese, im Speziellen der Dueddetion, bei der
Kohlenstoffdioxid in Kohlenhydraten fixiert wird (lttge, 2007; Stryer, 1996). Die
Zellatmung und nicht zuletzt die Zufuhr von €8&)s Ergebnis der Verbrennung fossiler
Brennstoffe in die Atmosphéare erzeugen in zunehmeidalle CQals dominierende
inorganische Kohlenstoffverbindung (Hetheringtond uRaven, 2005), was bewirkt,
dass CQ nach Wasserdampf das zweithaufigste Treibhausgs|gt von Methan,
Stickstoffdioxid, Fluorkohlenwasserstoffen und SefeWwerbindungen ist (Rohde,
1990). Als Signalmolekdl spielt Gzw. HCQ" in vielen Organismen eine Rolle: So
konnen Gelbfieber Ubertragende, weibliche Moskities Art Aedes aegyptschon
geringe CQ Konzentrationsunterschiede von 0,05% (zu 0,033%ospharische CO
Konzentration), wie sie auf der Hautoberflache deenschen vorkommen,
wahrnehmen und gezielt darauf reagieren (Deleteaal, 2005). Ebenso detektiert der

Malaria VektorAnopheles gambia€QO, als Erkennungssignal seines Wirtes durch ein

93



Diskussion

spezialisiertes olfaktorisches Epithel (etial, 2007).Drosophilanimmt in &hnlicher
Weise CQ als Stresssignal seiner Artgenossen durch einstinkten G-Protein
gekoppelten Rezeptor wahr (Seh al, 2004; Jone®t al, 2007). Eine interessante
Arbeit durch Huet al (2007) zeigte, dass auch Mause ,dnzentrationen wenig
oberhalb der natirlichen atmosphéarischen Konzeotrateststellen kdnnen. Dabei
exprimieren spezialisierte olfaktorische Neuronewsils eine Carboanhydrase der
Klasse Il und eine Guanylyl Cyclase D, welche dwedibhte CQ Konzentrationen von
0,066% aktiviert werden konnen. Ein Einfluss aus déerhalten konnte bis dato nicht
gezeigt werden (Huet al, 2007). Im Menschen haben g€&ignalmechanismen
entscheidenden Einfluss auf physiologische Prozesse Atmung und Vigilanz.
Williams et al (2007) ist es gelungen nachzuweisen, dass Orexprimierende
Neurone im Hypothalamus aufgrund von L6luktuationen elektrophysiologische
Veradnderungen vollziehen und Einfluss auf die Atgigkeit nehmen. Ein weiteres
Beispiel CQ abhangiger Signaltransduktionskaskaden in S&augsrndie durch
Bikarbonat aktivierbare l6sliche Adenylylcyclaseglehe Funktionen u.a. bei der
Aktivierung von Spermatozoen besitzt (Chenal, 2000; Bucket al, 1999). Als
Stimulus von Virulenzfaktoren in Bakterien kann £Qlie Expression der
Polysaccharidkapsel iBacillus anthracisinduzieren (Mignotet al, 2003; Makinoet
al., 1988). Kirzlich konnten Hydet al (2007) CQ als physiologisches Signal fur die
Regulierung des Transkriptoms Borrelia burgdorferi identifizieren. Dabei ist zu
erwahnen, dass Borrelia  burgdorferi einer  Vielzahl  unterschiedlicher
Umweltbedingungen (und damit GQXonzentrationen) wahrend des komplizierten
Lebenszyklus’ ausgesetzt und die Expression voul&fizfaktoren zum Teil eng an die
gegebenen COWerte gekoppelt ist (Hydet al, 2007). Weiterhin finden sich GO
induzierbare Gene iStreptococcus pyogenaad Pseudomonas spezi@saparoret al,
1992; Strettoret al, 1996; Ubersicht in Stretton und Goodman, 1998).

Candida albicangeagiert auf die Bebritung in einer Atmosphéare emitbhtem
CO, Partialdruck mit der Ausbildung von Keimschlauchddiese Reaktion kann
teilweise durch HC@ imitiert werden, N hat keinen Einfluss auf das
Filamentationsverhalten (She#t al, 2005; Mocket al, 1989). AuchCoccidioides
immitis und Mucor spp. reagieren mit Veranderungen im Wachstumsverhaind

Morphologie auf erhéhte G{Xonzentrationen der Umwelt (Lones und Peacock9195
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Bartnicki-Garcia und Nickerson, 1962). Erst kiralwurde furPneumocystis jiroveci
gezeigt, dass COdie Suszeptibilitit des Erregers fir antimikroleieSubstanzen
herabsetzt (Joffriomt al, 2006).Cryptococcus neoformarisidet bei Bebritung unter
CO; verglichen zu aeroben Bedingungen bereits nactuBdsn eine deutlich starkere
Polysaccharidkapsel aus (Zaragetal, 2003; Grangeet al, 1985).C. albicansund
auch C. neoformansls humanpathogene Pilze mussen in der Lage séaigreich
hochgradig verschiedene Wirtsnischen zu besied@begi sich die C@Konzentration
in den verschiedenen Geweben dramatisch untergthello betragt die GO
Konzentration im Blut ca. 5%, auf der Haut jedoeuttich weniger (Guyton und Hall,
2000; Frameet al, 1972). Shetlet al (2005) konnten zeigen, dass 208 klinische Isolate
von C. albicanseine gesteigerte Filamentation und Invasion inAtiaroberflache des
Mediums nach Bebriitung unter 5% £@rweisen. Dabei zeigen andé€andidaspp.
keine oder eine abgeschwachte Antwort auf diesewéhisignal (Shetret al, 2005).
Eine medizinisch interessante Beobachtung zeigtss @kklusive Verbadnde der Haut
den lokalen C@ Partialdruck erhohen und somit die Suszeptibilitét lokale
Pilzinfektionen durch Dermatophyten u@dndidagesteigert wurde (Allen und King,
1978).

4.2. ldentifikation einer Carboanhydrase inCandida albicans

Carboanhydrasen sind ubiquitar vorkommende Enzywweche die CQ HCO;
Homoostase katalysieren. Die Zandida albicansphylogenetisch eng verwandte
BackerhefeSaccharomyces cerevisiaxprimiert einep-CarboanhydraseSCNCE103
YNLO36W, die zuerst durch Clevest al (1996) als Substrat eines nicht-klassischen
Sekretionsmechanismus beschrieben wurde, der ungigh&on Endoplasmatischem
Retikulum und Golgiapparat arbeitet. Géer al. (1999) beschrieben folgend den
Phanotyp einer homozygoten Deletionsmutante102/ncel03) in Saccharomyces
cerevisiag die unter aeroben Bedingungen kein Wachstum, rumsteaeroben
Bedingungen ein Wildtyp — typisches Wachstumsmustagte. Gleichzeitig zeigte sich
eine erhodhte Sensitivitat gegentbeOp Eine direkte Carboanhydraseaktivitat wurde
fir ScNcel03p jedoch nicht nachgewiesen. Der gazdéipanotyp konnte aber durch

die Expression einer CA voNledicago sativakomplementiert werden. Gotet al
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schlossen aus diesen Beobachtungen, dass ScNcBiO3gn Schutz vor oxidativem
Stress verantwortlich ist. Erst im Jahr 2004 konr@#ark et al. nachweisen, dass der
Phanotyp dencel03/ncel03 Mutante von der Carboanhydraseaktivitat, und wamig
von antioxidativen Eigenschaften abhangt. ee102 Nullmutante konnte erfolgreich
mit einer Tabakp-CA und einer strukturell verschiedenartigen humanreCA
komplementiert werden. Crorék al (2001) zeigten zudem, dass €A YadFvonE.
coli die Carboanhydraseaktivitdt in einefSaccharomyces cerevisiaacelOA
Deletionsstamm ersetzten kann. Der gezeigte Ph@maiyde in der Arbeit von Clarkt
al. durch den Verlust von HGO aus den zentralen Reaktionen des
Soffwechselmetabolismus erklart. CA stellen demnadl@O;” als wesentliche
inorganische Kohlenstoffquelle fir Carboxylatiorad@onen der Gluconeogenese (u.a.
Pyruvat-Karboxylase) und der FettsduresyntheseAcedyl-CoA Karboxylase) bereit.
Durch den passiven Efflux des sowohl in wassrigésuingen als auch in Lipiden
l6slichen CQ aus der Zelle, sinkt die HGO Konzentration unter das fur den
Metabolismus notwendige Maf3. Die CA ist demnach Ewation von CQ/ HCO;~
unter aeroben Bedingungen essentiell, kann aber airtem erhohten G@Partialdruck
durch die unkatalysierte Hydration kompensiert werd Aguilera et al (2005)
bestatigten diese Beobachtungen und konnten datiihaus zeigen, dass der £0
abhangige Phéanotyp durch die Zugabe von Produkteerschiedener
Karboxylationsreaktionen zumindest teilweise komatiert werden kann. Letztlich
zeigten Amoroseet al (2005) direkte Carboanhydraseaktivitat und diguRaion der
Expression voiScNCE103lurch CQ.

Durch ein BLASTp Suchverfahren der vorhandenen @eladenbank vorC.
albicans konnte in dieser Arbeit eine zZBCNCE103homologe Sequenz mit 846bp
identifiziert werden. Ein wesentliches Merkmal d@minosauresequenz ist die
Konservierung eines Motives einer Carboanhydraselde Klasse. Die zur Bindung
von Zink als Cofaktor essentiellen Aminosaurersgtd Cys-106, His-166 und Cys-169
in C. albicans(vgl. Abb. 3.1 und 3.2) Dartber hinaus sind Asg-iihd Arg-110
konserviert, die ebenfalls eine strukturelle odeataktische Rolle spielen sollen
(Hewett-Emmett und Tashian, 1996; Smith und Fe200; Mitsuhashet al, 2000;
Cronk et al, 2001), obwohl das globale Alignment nur einegleachsweise geringe

Aminosaureidentitat zu ScNcelO3p von 27,5% aufweiBarallel kann eine
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Konservierung der essentiellen Aminosaurereste iPA Gon E. coli
Schizosaccharomyces pombtedicago sativaind Cryptococcus neoformargefunden
werden. NeberC. neoformanaund C. albicansfinden sich in den bisher bekannten
Genomdatenbanken verschiedener Pilzspezies Canmrasbn, insbesondere der
Klasse mit einer strikten Konservierung der genamnAminosauren (Bahn und
Muhlschlegel, 2006).

4.3. CaNcel03p, eine funktionsfahige Carboanhydrase

Der Nachweis direkter Carboanhydraseaktivitat wunddieser Arbeit durch Stopped -
Flow Untersuchungen erbracht. Aufgereinigtes Ncel@®tein beschleunigt im
Experiment die Einstellung des @OHCO;™ Equilibrium gegenlber der passiven
chemischen Reaktion. Dieser Effekt |asst sich duteh spezifischen CA - Inhibitor
Ethoxzolamid, einem Carboanhydraseinhibitor aus @euppe der Sulfonamide,
hemmen (vgl. Abb. 3.6). Wie in der Arbeit von Clagk al (2004) gezeigt wurde,
konnte die strukturell verschiedenartige — CAIll vom Menschen diencelO3
Nullmutante in Saccharomyces cerevisid@mplementieren. In dieser Arbeit sollte
dieser Ansatz nachvollzogen und durch die Expresder3 — CA YadF von E. coli
erganzt werden. Jedoch konnte weder die humane, @éad¢h die bakterielle CXadF
unter der Kontrolle des konstitutiv aktive@andida Promotors EE die ncelOa
Nullmutante erganzen. Die wahrscheinliche Erklarlegt hier in der Tatsache, dass in
C. albicansdas Codon CU@n vivo nicht die Aminosaure Leucin sondern Serin kodiert
(Santos und Tuite, 1995; Gomesal, 2007). Die humane CAIl besitzt insgesamt 11
CUG CodonsE. coli YadF 13 CUG Codons, die folgerichtig @. albicansnicht mit
Leucin, aber mit Serin Gbersetzt werden. Durchatie&ustausch ist das humane bzw.
bakterielle Protein moglicherweise 6. albicans nicht aktiv. In Saccharomyces
hingegen konnte sowohl die humane CAll,coli YadF, eine Tabak CA un¥edicago
sativaCA diencel02 Nullmutante komplementieren (Claek al., 2004; Slaymakeet

al., 2002; Cronlet al, 2001; Gétzt al, 1996).
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4.4. Funktionsanalyse von CaNcel03p — wozu Carboaydrasen ?

Zur Funktionsbestimmung wurden homozygoCE103 knock - out Stamme
hergestellt. Dabei wurde das offene Leserasterwei ZAusgangsstammen, welche
Derivate des Wildtypstammes SC5314 darstellen, hdudie Integration von
Markerkassetten disruptiert. Der Ph&notyp der hggazn Disruptionsmutanten war
sowohl im Stamm BWP17 als auch im Stamm CAI4 ghkeitth. Herausragendes
Merkmal dieses Phénotyps ist ein WachstumsdefekiNddmutanten unter aeroben
Bedingungen, der durch die Bebrutung der Stamnegner mit 5% CQ angereicherten
Atmosphare komplementiert werden kann. Dabei istRisruption vorNCE2103in C.
albicans nicht letal, was initiale — frustrane — Transfotimaen nahe legten. Das
Ausbleiben des Wachstums der Mutanten an Luft kexolm einem Wechsel in eine mit
5% CQ erganzte Atmosphare aufgehoben werdéh. albicans benétigt also
Carboanhydraseaktivitat in Wirtsnischen mit limitiegan CQ Partialdruck, wie es z.B.
auf der Hautoberflache der Fall ist. Einen verdibaren Phanotyp fanden Hashimoto
und Kato (2003) nach der Disruption geCA YadFin E. coli. Merlin et al fragten
2003, ,Why Is Carbonic Anhydrase EssentialBscherichia colf” und zeigten, dass
CO, (im Equilibrium mit HCQ") fur die Synthese kleiner Molekille wie Arginin,
Pyrimidine und Purine, fir die Synthese von Fetsduund fir zentrale
Metabolismusreaktionen essentiell ist. HC®ann wiederum nur durch die Hydration
von CQ gewonnen werden bzw. entsteht durch Decarboxyistéaktionen innerhalb
des Stoffwechsels. Die unkatalysierte Reaktion V0@, zu HCQ™ ist unter
Bedingungen mit entsprechend hohen ;CRBRartialdricken ausreichend, um die
Stoffwechselaktivitat zu gewahren, kann aber diechffage nach HC® unter
limitierenden Bedingungen nicht decken. Me#inal berechneten, dass i coli eine
10* bis 1¢ héhere HC@ Konzentration fiir das Wachstum auf Minimalmediam
Luft bendtigt wird, als durch die unkatalysierte aR&on bereit gestellt wird. Sie
beantworteten die Frage nach der Funktion der CadFYin E. coli mit der
Notwendigkeit der HC@ Fixation in der Zelle. Der Phanotyp dercel03
Nullmutante lasst einen vergleichbaren Mechanismersnuten. Gestitzt wird diese
Hypothese durch die Arbeit von Mitsuhagtial (2003), die einen CQOabhéangigen

Phanotyp nach der Deletion eirf®iCA in Corynebacterium glutamicurpeschreiben.
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Auch Kusian et al (2002) konnten zeigen, dass die Carboanhydrasgaktin
Ralstonia eutropha unter aeroben Wachstumsbedingungen essentiell ist.
Interessanterweise berichten Watsugt al (2006), dass Symbiobacterium
thermophilum ein mit Bacillus spp. syntroph wachsendes Bakterium, nur unter
erhohtem C@Partialdruck in Monokultur wachsen kann. Eine ngdgd Erklarung liegt
dabei in einem genetischen Defekt &rthermophilunCA, der durch die endogene
CO, Produktion des gleichzeitig kultivierteBacillus Stammes kompensiert wird.
Kusian und Kollegen (2002) berichten von einer Matader putativep — CA Can im
Stamm 25-1 vorRalstonia eutrophavelche die hochkonservierte Aminoséaure Glycin-
98 durch Aspartat austauscht und damit zu einabibidn der CA — Aktivitat und zu
einem Wachstumsdefekt an Luft fihrt. Weitere Bagchon Sein und Aikawa (1998)
und von Valdivia und Falkow (1997) unterstitzen sdieBeobachtungen. Der
MalariaerregeiPlasmodium falciparunbendtigt als obligat intrazellularer Parasit, £LO
fur Wachstum und Uberleben und exprimiert eine Calclwe durch spezifische
Inhibitoren gehemmt werden kann. Dies geht mit reireduzierten Virulenz des
Erregers einher (Sein und Aikawa, 1998). Die Vethimg von CA — Aktivitat und
Virulenz konnte auch durch die Arbeit von Valdivad Falkow (1997) gezeigt werden.
In dieser Studie wurden Genpromotoren ermittelticlaee durch die Erreger - Wirt
Interaktion des fakultativ intrazellularen Erreg&almonella typhimuriumnduziert
wurden. Fir eine zlE. coli YadF homologe Carboanhydrase wurde eine 24fache
Induktion der Expression in Makrophagen gefundee. Misruption des CA - Genes in
S. typhimuriumzeigte eine Notwendigkeit der Carboanhydrase #is dberleben in
einem murinen Tiermodell (Valdivia und Falkow, 1997

Der Phanotyp der hergestellt€h albicansNCE103 Nullmutanten zeigt eine
Abhangigkeit des Wachstums von steigendern, ®Onzentrationen (vgl. Abb. 3.14).
Dies lasst sich mit der Hypothese der HCRestriktion und des daraus resultierenden
Mangels an bengétigten Intermediaten fir die DNA IRepon und das Wachstum
erklaren. Steigende GO Konzentrationen stellen zunehmend HCOflUr die
entsprechenden Stoffwechselvorgénge bereit undghiichén der Zelle die Replikation
und anschlieBende Zellteilung. Der demonstriert&nBtyp ist nicht vom pH Wert des
Mediums abh&ngig. Ein pH Wert von 9, wie in Abbl3.gezeigt, inhibiert das

Wachstum vonC. albicansan sich, wobei eine Bebrutung unter 5% ,GfDrch die
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Ansauerung des Mediums zu (wenn auch limitiertempchgtum fuhrt. Der
Wachstumsdefekt an Luft ist stabil unter Bebrutanfverschiedenen Nahrmedien und
unter Zusatz von NaHCQ was auf eine Evaporation des entstehenden, CO
zurtckzufiihren sein kann. Wie auch schon durchiMetlal gezeigt wurde, kann eine
komplette Stickstoffatmosphare den Phanotyp niddiridflussen, es besteht eine £O
Abhangigkeit (Abb. 3.17). Aguileriaet al beschrieben 2005 die teilweise
Komplementation deBaccharomyces cerevisiae nceAQ8ullmutante mit L-Aspartat,
Fettsauren, Uracil und L-Arginin. In der vorliegemdArbeit konnte gezeigt werden,
dass Intermediate des Krebszyklus und einzelne édsdmren fur sich keinen Einfluss
auf das Wachstum dercel03 Nullmutante haben. Analog konnte Aguilees al,
2005 keine Komplementation d8accharomyces cerevisiae nceAQ8ullmutante mit
einzelnen Intermediaten zeigen. Erst eine Kombanadius verschiedenen Intermediaten
und Produkten des Metabolismus in entsprechend rh&lo@zentration kann die
ncelOA Nullmutante komplementieren (Muhlschlegel, unvenéflichte Ergebnisse).
Dies stutzt die Hypothese, dass der Wachstumsddigkh Depletion von HCO auf
mehreren Ebenen des Metabolismus verursacht wigh Abb. 3.18 und 3.19). Die
zuerst durch Gotet al (1996) geaul3erte These, dass ScNcelO3p flr dartzSeor
oxidativem Stress verantwortlich ist, konnte in sdie Arbeit nicht nachvollzogen
werden. Sowohl Nullmutante, Komplementation, alshader Wildtypstamm zeigen
eine gleiche Suszeptibilitdt gegeniber dem zyisttven Wasserstoffperoxid (Abb.
3.20). Dies bestatigt die Beobachtung von Clak al aus dem Jahr 2004.
Carboanhydrasen lassen sich spezifisch durch Suifmle, wie z.B. Ethoxzolamid
hemmen (Hardmaret al, 2001). Wie in Abb. 3.21 dargestellt, hemmt 1mM
Ethoxzolamid das Wachstum des Wildtypstammes ah Dé#bei zeigt sich, dass die
Komplementation dencel03Nullmutante mit nur einem Allel diskret starkerf alie
Inhibition der CA reagiert. Ein erhdhter @®artialdruck iberkommt die Inhibition der
CA durch Ethoxzolamid, da in diesem Fall die katathe Aktivitat von Ncel03p nicht
mehr benétigt wird (Abb. 3.21). Ein interessantagebnis erbrachte eine kurzlich
durchgefuhrte Untersuchung zur Biofilmbildung du€hndida albicansC. albicans
formt auf abiotischen Oberflachen wie Verweilkadmat und auf mucosalen
Oberflachen Biofilme, die sich durch eine starkehi€at extrazellularer Matrix

auszeichnen und als ein wesentlicher Virulenzfakbmgesehen werden, da sie
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insbesondere einer antimikrobiellen Therapie schaugénglich sind (Calderone 2002).
Durch eine genomweite Transkriptionsstudie wurdesnés identifiziert, die in den
frihen Stadien der Biofilmbildung (30 bis 390 Mienj reguliert werden. Dabei wird
NCE103zwischen 3,2fach (30min) und 8,1fach (270min) hdherimiert, obwohl alle
Experimente unter 5% CGQAtmosphére durchgefuhrt wurden (Murilkt al, 2005).
Murillo et al verbinden diese Beobachtung mit der potentietdleRvon NCE103in
oxidativen Mechanismen. Diese Beobachtung wurde’ 200ch Yeateet al in einer
erweiterten Analyse zur Biofilmbildung 8. albicansbestétigt. Auch in dieser Arbeit
fand sichNCE103wahrend der ersten Phasen der Biofilmbildung stadxprimiert,
eine mdogliche Erklarung dieser Regulation wurdehinigegeben, zeigt aber die
Verknupfung der fungalen CA zur Virulenz des Errsgauf3erhalb COlimitierter
Wirtsnischen, wie es auch fi8almonella typhimuriundurch Valdivia und Falkow
(1997) gezeigt wurde. In einer Studie von Balkh al (2005), wurde die
Carboanhydras€AN2in Cryptococcus neoformaranalog zur vorliegenden Arbeit als
grundlegender Modulator normalen Wachstums unterogpharischen Bedingungen
gefunden. Die Notwendigkeit zur Bereitstellung woemischen Kohlenstoffes
vermuteten auch Bahat al (2005) als Ursache des gezeigten Wachstumsdsfekte
wobei er durch den Zusatz von Palmitinsaure denhdtamsdefekt zumindest teilweise
aufheben kann, was auf die Beeinflussung insbesert Fettsauresynthese durch die
Ausschaltung der Carboanhydrase hinweist.

In den letzten Jahren entstanden zunehmend BesgeblCA — Inhibitoren als
antimikrobielle Substanzen zu etablieren. Insbesm&upuran (2007) betont, dass CA
— Inhibitoren durch selektive Hemmung bakterielfgarasitarer oder fungaler CA neue

antimikrobielle Substanzen darstellen konnen.

4.5. Expressionsanalysen €EaNCE103 ein Virulenzfaktor

Analysen mittels Northernblot zeigten im Refereamsh SC5314 keine differenzierte
Expression vorNCE103unter 0,033% bzw. 5% CQvgl. Abb. 3.11), was auf eine
aul3erst diskrete Regulation ddCE103 Expression hinweisen kann. Aguileed al
(2005) konnten durch die Untersuchung der genoreweilranskription mittels

Microarraytechnologie zeigen, daS&NCE103unter erhéhten COKonzentrationen
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signifikant schwécher transkribiert wird. Analognuienstrierten Amoroset al (2005)
eine gesteigerte Transkription v&eNCE103unter CQ limitierten Bedingungen. Auch
Gotz et al. konnten 1996 durch eirfecNCE103Promotor HacZ Fusion zeigen, dass
unter aeroben Bedingungen eine nur schwache Tigtiskr zu detektieren, unter
anaeroben Wachstumsbedingungen kein Signal zu rfinde Neueste Ergebnisse
beweisen, dass die Expression v@aNCE103 an Luft im Vergleich zu C®
angereicherten Bedingungen, 1,75fach hoher regusie(Bolstad und Muhlschlegel,
Abstract, FEBS Advanced Lecture Course, Human HuRg#éhogens, La Colle sur
Loup, Frankreich 11.-17. Mai 2007). Hier liegt miégerweise eine unzureichende
Sensitivitat der in dieser Arbeit gewahlten Nortiidotmethode vor.

Die Expression vog. albicans NCE108nter dem konstitutiv aktiven Promotor
EFo  zeigte im Northernblot erwartungsgemal eine adutiesteigerte Transkription
im Vergleich zum Wildtyp (vgl. Abb. 3.12). Der Plaigp der Uberexpressionsmutante
prasentierte eine deutliche Zunahme der Filamematsowohl unter aeroben
Bedingungen als auch unter 5% £ ®arallel zeigt sich eine gesteigerte Invasion der
Uberexpressionsmutante in den Agar. (vgl. Abb. B.22 Kollaboration mit Julian R.
Naglik (Department of Oral Medicine, Pathology atmdmunology; GKT Dental
Institute; King’s College London, London, UK) koentin einem experimentellen
Modell epithelialer Candida Infektion zur Bestimmung der Virulenz unter
atmospharischen Bedingungen gezeigt werden, dassdlO0 Nullmutante nicht in
der Lage ist, das orale Epithiel vitro anzugreifen, wenn die GXonzentration des
Inkubationsgases bei 0,033% liegt (Abb. 4.1 A).déigen ist eine Kopie dé¢CE103
Gens hinreichend, um sowohl an Luft, als auch ubB8r CQ eine Invasion der
Epitheloberflache zu bewirken (Abb. 4.1 C, D) (Kiehet al, 2005).
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Luft (0,033% CQ) 5% CO,

A CAl4 ncel03/ncel0 B CAl4 ncel0/ncel0A

C CAl4 ncel03/ncel03/NCE103 D CAIl4 ncel02/ncel0A/NCE103

Abb. 4.1 Modell der oralen epithelialé&@andidalnfektionin vitro (Schalleret al, 2007). DieC.
albicansncel03/ncel0A Nullmutante ist nicht in der Lage, das humane Hgpitinter aerobe
Bedingungen anzugreifen (A), zeigt aber eine vérgiveise starke Destruktion des Epit
unter 5% CQ (B). Die Komplementation mit nur einem AlIBICE103ist in der Lage, soahl
unter aeroben Bedingungen (C), als auch unter 5% (@) destruktiv in das Epith
hineinzuwachsenNCE103ist also fur die Infektion von epithelialen Obédhen, insbesonde
in Wirtsnischen mit reduziertem G®artialdruck, essentiell. Hohe g®onzentrationen, wie s
z.B. im Blut vorkommen, Uberbriicken diese Limitati@ilder entnommen aus Klenget al,
2005.

Im Tiermodell zeigte sich analog, dass am Beispieér systemischen Candidiasis die
Funktion der Carboanhydrase nicht essentiell isK@operation mit Klaus Schréppel,
Institut far Klinische Mikrobiologie, Immunologienal Hygiene, Universitat Erlangen,
Deutschland) (Abb. 4.2). Gleichzeitig konnte getergerden, dass im vaginalen
Infektionsmodell, wie auch im Modell einer pulmosalinfektion aufgrund hoher, und
fur das Wachstum dercel0 Nullmutante ausreichender G®onzentration, kein
Effekt desNCE103knock — outzu beobachten ist (Klenget al, 2005).NCE103ist
also in spezifischen, durch eine quantitativ gexingCQ Konzentration
gekennzeichneten Wirtsnischen notwendig, aber uBgelingungen mit ausreichender

Kohlendioxidkonzentration entbehrlich.
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Abb. 4.2 NCE103ist nicht essentiell fir die Virulenz vo@. albicansin einem Modell de
systemischen Candidiasis. 8-10 Wochen alte BALB&u#& (n=5) wurden intravends mit 5%10
Zellen infiziert. Nach Darstellung der Uberlebensian gemalR KaplaNeier zeigte sich ke
signifikanter Unterschied im Uberleben nach Infektimit CAl4 ncel02/ncel0A (weile
Quadrate) bzw. CAlfhcel03/ncel0A/NCE103(schwarze Quadratefrafik entnommen a
Klengelet al, 2005.

4.6. Cryptococcus neoformans Adenylylcyclase detektiert CQ in C. albicans
cdc35A/cdc35A

Die Disruption der Adenylylcyclas€DC35 in C. albicansresultiert in einem C®
insensitivem Wachstumsmuster, welches durch diealeigvon exogenem cAMP
komplementiert werden kan@ryptococcus neoformarGAC1 Adenylylcyclase wurde
als Fragment der Aminosauren 1721-2271, sowieaisgflgig kirzeres Fragment der
Aminosauren 1824-2271 i@. albicansCR276 ¢dc3%\/cdc33\) unter dem konstitutiv
aktiven Efe Promotor exprimiert und konnte dabei die QQetektion inC. albicans
wieder herstellen. Hier zeigt sich eine lber diett@w Candida hinausgehende

Funktion fungaler Adenylylcyclasen zur Detektion dunVermittlung des
Umweltstimulus CQ.
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4.7. CO, aktiviert Adenylylcyclasen

Der second messengayclisches _Alenosin — 3, 5 — bhoFhosphat (CAMP) ist
integraler Bestandteil vieler zellularer Signalsdnktionskaskaden und fihrt
insbesondere zur Aktivierung von Proteinkinaserbéfiset al, 2002). C. albicans
besitzt eine AdenylylcyclaseCDC35, CYR), welche die Uberwiegende Mehrzahl
umweltbezogener Stimuli und die daraus resultiesand morphologischen
Veranderungen zu filamentésem Wachstum vermit&ikwaset al, 2007). Rochaet

al. zeigten 2001, dassdc3%\ Nullmutanten nicht in der Lage sind, filamentdses
Wachstum zu entwickeln. Gleichzeitig wurde in dregebeit gezeigt, dassdc3%
Nullmutanten sowohl in einem Tiermodell der systhen Candidiasis, als auch in
einem Modell der epithelialen Infektion avirulenind Exponiert mancdc3s\
Nullmutanten in 5% C@ zeigt sich keine Reaktion im Sinne von filamentise
Wachstum oder der Invasion der Agaroberflache. éfyeg konnemaslA Mutanten
Pseudohyphen, bzw. echte Hyphen ausbilden undnmdar hineinwachsen (Klengel
et al, 2005). Die Deletion voRAS1lkann also umgangen werden, die Adenylylcyclase
CDC35ist jedoch fur die C@induzierte Morphogenese unentbehrlich (Klenggeal,
2005).

In Saugerzellen wird cAMP durch zwei evolutionarwandte Familien von
Adenylylcyclasen produziert (Kamenetsgy al, 2006). Transmembrangebundene AC
(tmAC) sind heterotrimere G Proteine, welche exliatare Signale durch G Protein -
gekoppelte Rezeptoren wahrnehmen. Auf der andezga ®urde 1999 von Buck und
Kollegen erstmals eine l6sliche, nicht membrangdbue Adenylylcyclase (sAC —
soluble AC) beschrieben, welche durch intrazelkil@ignalmolekile wie Kalzium und
Bikarbonat aktiviert werden kann. Die katalytisdbemane der sAC in Saugern ist den
katalytischen Anteilen der bakteriellen AC nahenwandt, als anderen eukaryotischen
Adenylylcyclasen (Kobayastat al, 2004; Bucket al, 1999). Steegborat al zeigten
2004, wie HC@ eine strukturelle Anderung des sAC Molekiils undnidaeine
Aktivierung der l6slichen Adenylylcyclase bewirliir Candida albicansals auch fir
Cryptococcus neoformark®nnte gezeigt werden, dass CaCdc35p bzw. CnGacdkt
durch HCQ" aktiviert werden kann (Ruoff, C., Medizinische Dadarbeit, Universitat
Wirzburg; Klengelet al, 2005; Gewiss Mogenseat al, 2006; vgl. Abb. 4.3). Damit
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zeigen Adenylylcyclasen aus dem Reich der Pilze ¥i@rwandtschaft zu 16slichen AC
(sAC), welche wu.a. auch in Cyanobakterien, Mykoba&h und Plasmodium
falciparumgefunden werden kénnen (Bahn und Muhlschlegel62@@nnet al, 2003;
Chen et al, 2000; Bucket al, 1999). Damit kann eine Verbindung von £O

induziertem Polymorphismus und cAMP Signaltransiduiskaskaden etabliert werden.

Specific Activity
{nmol/minimg}

Abb. 4.3 Stimulation der Kkatalytisct
20 - Region der Adenylylcyclase Cdc35 vah
albicans (A) und Cacl vonCryptococcu
neoformans (B) durch NaHCQ.
Abbildung enthommen aus Klenget al,
2005, wobei die Skalierung der yAchse
richtigerweise pmol/min/mg lautetDami
ist die Verbindung von CgQinduzierten

° 5 10 Polymorphismus und cAMP  Signal-
NaHCO; (mM) transduktion in Pilzen hergestellt.

{nmol/min/mg)

10 A

Specific Activity

Kirzlich zeigten Hammeet al (2006), dass neben den HE@uch eine direkte GO

abhangige Stimulation von AC in Cyanobakterien aoken ist.

4.8. Aquaporine greifen nicht in den CQ Fluss vonC. albicans ein

Aquaporine sind integrale Membranproteine mit 6nraembrandomanen, die Poren
formen durch welche die Wasserhomoostase der Xelmittelt wird (Kruseet al,
2006). Aquaporine kommen in nahezu allen Organismen insbesondere sind
Aquaporine in Saugern, Pflanzen, aber auch Hefmzaharakterisiert (Uehleiet al,
2003; Kruseet al, 2006). Erst kiurzlich konnte gezeigt werden, dadatile Gase wie
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CO, und NH; nicht ausschlief3lich passiv die Lipidschicht bgszher Membranen
passieren, sondern mit Hilfe von Aquaporinen diemenbarriere Uberwinden
(Uehleinet al, 2003; Coopeet al, 2002).C. albicansbesitzt ein offenes Leseraster
(AQYD mit Homologien zu Aquaporinen. Carbrey al konnten 2001 zeigen, dass
AQY1leinen funktionellen Aquaporin i@. albicansdarstellt, ohne jedoch Einfluss auf
Wasserhomd@ostase und Virulenz auszulben. In eifsitAvon Tangheet al (2005)
wurde die Funktion vorAQY1 mit der Toleranz gegenuber Temperaturen unter 0°C
verknupft, was fir das Uberleben auRRerhalb des chéioBen Wirtes essentiell sein
kann. In der vorliegenden Arbeit konnte kein webemr Einfluss derayqlA
Nullmutante auf die C@induzierte Morphogenese nachgewiesen werden. Irgl&ieh
zeigt die ayqlA Nullmutante gegeniiber dem Wildtypstamm kein abgeéchtes
Filamentationsverhalten nach Stimulierung mit 5%,CQooperet al schlossen aus
unterschiedlichen Permeabilitdten und der physisétgn Relevanz des Aquaporin
vermittelten Gastransportes in der Maus, dass ghip&on der Zusammensetzung, der
.Gasleitfahigkeit* der Zellmembran und dem Bedanf\eblatiien Gasen der jeweiligen
Gewebe, ein erleichterter, Aquaporin vermittelteastBansport stattfindet, oder ein
passiver Flux tUber die Zellmembran ausreichendGsbperet al, 2002). Insgesamt
muss man feststellen, dass die physiologische Kmkion Aquaporinen sowohl in
Pilzen als auch in anderen Mikroorganismen nachweieunklar ist (Tanghet al,
2006).
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5. Zusammenfassung

Die Detektion von Umweltsignalen und die geziekdutédre Reaktion ist eine zentrale
und fur das Uberleben aller Lebewesen essentiglligkeit. Candida albicans als
dominierender humanpathogener Pilz, ist hochgraegigchiedenen biochemischen und
physikalischen Umweltbedingungen ausgesetzt, wedohehl die Zellmorphologie als
auch die Virulenz dieses Erregers beeinflusserdeinvorliegenden Arbeit wurde der
Einfluss von Kohlendioxid, als ubiquitar vorkommesd Gasmolekil, auf die
Zellmorphologie und Virulenz untersucht. ErhohtenKentrationen von Kohlendioxid
stellen ein aul3erst robustes Umweltsignal dar, wesladie morphologische Transition
vom Hefewachstum zum hyphalen Wachstum, einem Waufgnzfaktor, inCandida
albicans stimuliert. In diesem Zusammenhang wurde die Raler putativen
Carboanhydrase Ncel03 durch die Generationkraotk — outMutanten untersucht.
Die Disruption vonNCE103in C. albicansftihrt zu einem Kohlendioxid — abhangigen
Phanotyp, welcher Wachstum unter aeroben Bedinguriga. 0,033% Cg&) nicht
zulasst, jedoch unter Bedingungen mit einem ermbh@&®, Gehalt von ca. 5%
ermdoglicht. NCE103ist also fir das Wachstum vdh albicansin Wirtsnischen mit
aeroben Bedingungen essentiell. Durch Untersuclurge Enzymkinetik mittels
Stopped — flow wurde in dieser Arbeit gezeigt, dd&2103 die Funktion einer
Carboanhydrase erflillt. Die biochemische Funktiesel Carboanhydrase besteht in
der Fixation von C@ bzw. HCQ™ in der Zelle zur Unterhaltung der wesentlichen
metabolischen Reaktionen. Weiterhin konnte gezeigtden, dass die Induktion
hyphalen Wachstums durch €Qn C. albicansnicht durch den Transport von €O
mittels des Aquaporins Agyl beeinflusst wird. £&xw. HCQ™ aktiviert in der Zelle
direkt eine Adenylylcyclase (Cdc35), welche siclurglegend von den bisher gut
charakterisierten G-Protein gekoppelten Adenylgsgh unterscheidet. Die Generation
von cAMP beeinflusst in der Folge direkt die Trams#on hyphenspezifischer Gene
und nachfolgend die morphologische Transition voafeiMachstum zum elongierten,
hyphalen Wachstum. Dieser Mechanismus konnte soimdbandida albicansls auch

in Cryptococcus neoformansiachgewiesen werden, was auf einen panfungal

konservierten Signaltransduktionsmechanismus sddre lasst (vgl. Auch Abb. 5.1).
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Die Inhibition dieser spezifischen Kaskade eroffmetue Ansatze zur Entwicklung

spezifischer antimykotischer Wirkstoffe.

. CGZ H F:C'

Cellular
respir&tion

\\— Carbonic
anhydrase
rH‘ The late stage E@
Fatty acid,  ‘Carboxylases Y of matrng \\1
amino acid, = =— =— =— HCOy
purine/pyrimidine Tha early slage i
of mating

I | Sexual reproduction
y ¥ C. neoformans

cAMP
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’ . T
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Hyphal tormation Capsule formation
C. albicans C. neoformans
Currend Opinian in Microbiokogy

/’Q

Abb. 5.1 Ubersicht zur CODetektion inC. albicansund C. neoformansCQO, gelangt pass
in die Zelle oder wird mdglicherweise Uber Transegrwie Aquaporine und Amt/Mi
Proteine, in das Zellinnere geleitet. Das Enzymb@anhydrase konvertiert G@nsbesonde!
in Wirtsnischen mit geringem GOPartialdruck in Bikarbonat, welches auch durch
Zellatmung zur Verfiigung gestellt werden kann. Bikenat ist flr viele zentrale Reaktiol
des Stoffwechsels von Bedeutung. Weiterhin aktiviBitkarbonat I6sliche Adenylylcyclase
welche Uber die Bildung von cAMP die morphologischensition vonC. albicansvorr
Hefezellwachstum zum filamentésen Wachstum eirtleite C. neoformansfoérdert die
Generierung von cAMP analog die Bildung der Polgbacidkapsel und beeinflusst
sexuelle Fortpflanzung (Abbildung enthommen ausrBaid Muhlschlegel, 2006).
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