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Zusammenfassung

Der Hefepilz Candida albicans gehért zu den fakultativ pathogenen Infektionserregern und ist
Teil der natiirlichen Mikroflora der Schleimhdute des Verdauungs- und Urogenitaltraktes der
meisten gesunden Menschen. Ist das Gleichgewicht der Flora gestdrt, kann es zu oberflachlichen
Mykosen kommen, wie z.B. der oropharyngealen Candidiasis (Mundsoor), die in der Regel durch
die Gabe eines Antimykotikums in wenigen Tagen zu behandeln sind. In seltenen Fallen kann es
auch zu schwerwiegenden Infektionsverldufen bis hin zu lebensbedrohlichen systemischen My-
kosen kommen. Hauptsichlich immunsupprimierte Patienten, wie z.B. AIDS-Patienten oder
Personen, die kiirzlich einer Organ- oder Knochenmarkstransplantation unterzogen wurden,
leiden hdufig an oberflachlichen C. albicans-Infektionen. Insbesondere bei wiederkehrenden In-
fektionen ist der Pilz in der Lage, gegen das haufig verabreichte Medikament Fluconazol eine
Resistenz zu entwickeln. Ein wichtiger Mechanismus dieser Resistenzentwicklung ist die Uberex-
pression von Effluxpumpen, die das Medikament aus der Zelle heraustransportieren. Zwei Arten
von Effluxpumpen, die eine Rolle in der Resistenzentwicklung in C. albicans spielen, konnten bis-
her identifiziert werden, die ABC (ATP binding cassette)-Transporter Cdrl und Cdr2 sowie der
MFS (major facilitator superfamily)-Transporter Mdrl. Der Zinc-Cluster-Transkriptionsfaktor
Mrrl spielt eine wichtige Rolle in der Regulation der MDRI-Effluxpumpe. Er kontrolliert die
MDR1-Expression in Anwesenheit induzierender Substanzen und sogenannte ,,gain-of-function”
Mutationen in MRR1 konnten als die Ursache der konstitutiven MDRI-Hochregulierung und
der ,Multidrug-Resistance” in C. albicans identifiziert werden [28, 82].

In dieser Arbeit konnte ein Ortholog zu MRRI aus C. albicans in Candida dubliniensis, einer
zu C. albicans nahe verwandten Hefe, identifiziert werden. Es wurde gezeigt, dass in den un-
tersuchten klinischen und in vitro generierten Fluconazol-resistenten C. dubliniensis-Stammen
ebenfalls gain-of-funcion Mutationen in MRR1 die MDRI1-Uberexpression und eine Resistenz
bewirken. Die Ergebnisse demonstrieren, dass der Transkriptionsfaktor Mrrl eine wichtige Rolle
in der Entwicklung der Resistenz in diesen humanpathogenen Pilzen spielt.

Bisher ist nicht bekannt, wie der Zinc-Cluster-Transkriptionsfaktor MRRI durch induzierende
Substanzen oder gain-of-function Mutationen aktiviert wird. Um zu verstehen, wie die Mrrl-
Aktivitat reguliert wird, wurden in dieser Arbeit durch Deletionsstudien funktionelle Doménen

des Transkriptionsfaktors identifiziert. Durch C-terminale und interne Deletionen konnte eine



Aktivierungsdomane (AD1) im C-Terminus von MRRI ausfindig gemacht werden, die not-
wendig war fiir die Benomyl-induzierte MDR1-Expression. Die Deletion einer inhibitorischen
Domane (ID1), ebenfalls im C-terminalen MRRI-Bereich, bewirkte eine konstitutive Aktivi-
tat des Proteins. Diese ID1 ist also notwendig, die Aktivitdt des Transkriptionsfaktors unter
nicht-induzierenden Bedingungen zu reprimieren. Dass die zusitzliche Deletion der AD1 zwar
die konstitutive Aktivitdt des Proteins aufhob, es aber immer noch in Lage war, den MDRI-
Promotor in Anwesenheit von Benomyl zu aktivieren, spricht fiir das Vorhandensein von min-
destens einer weiteren aktivierenden Region, die in dieser Arbeit jedoch nicht genau lokalisiert
werden konnte. Ein Fusionsprotein aus den 106 N-terminalen Aminosduren von Mrrl und
der Gal4-Aktivierungsdomane aus Saccharomyces cerevisiae induzierte konstitutiv die MDR1-
Expression, was zeigte, dass die DNA-Bindedomane ausreicht, den Transkriptionsfaktors an
den MDRI-Promotor zu binden.

Auch von anderen Transkriptionsfaktoren ist bekannt, dass sie in die Regulation der MDRI-
Expression involviert sind, da sie an den MDRI-Promotor binden. Um einen besseren Einblick
in die Regulation der MDRI-vermittelten Resistenz in C. albicans zu bekommen, wurde in
dieser Arbeit die gegenseitige Abhdngigkeit von Mrrl und Capl bzw. Upc2 in Bezug auf die
MDRI-Expression untersucht. Es wurde gezeigt, dass ein hyperaktives Mrrl unabhingig von
Capl und Upc2 den MDRI-Promotor aktivierte und eine Resistenz vermittelte. Aktiviertes
Upc2 hingegen war in Abwesenheit von Mrrl nicht in der Lage, den MDRI-Promotor zu
aktivieren, und die Anwesenheit von Mrrl bewirkte nur eine geringe Upc2-abhangige MDRI-
Expression. Ein C-terminal verkiirztes, hyperaktives Capl-Protein induzierte zwar unabhingig
von Mrrl die MDR1-Expression und eine Resistenz, die Anwesenheit von Mrrl erhdhte jedoch
dessen Aktivitdt. Die durch Benomyl und H,O, induzierte MDRI-Expression war abhangig

von Mrrl und teilweise abhdngig von Capl, Upc2 hingegen war nicht notwendig.

Durch ChIP-on-chip Analysen und Transkriptionsprofile mit aktiviertem Mrrl konnte gezeigt
werden, dass Mrrl die meisten seiner Zielgene unabhdngig von Capl bindet und hochregu-
liert. Mrrl und Capl kooperieren zwar unter bestimmten Bedingungen bei der Induktion der
MDR1-Expression im C. albicans-Wildtyp, gain-of-function Mutationen in einem der beiden
Transkriptionsfaktoren aber bewirken, dass sie unabhingig voneinander eine Uberexpression
der Mdr1-Effluxpumpe und eine Resistenz verursachen konnen. Eine Analyse der von Mrrl
gebundenen Sequenzen ergab ein mogliches Mrr1-Bindemotiv. Dessen hiufiges Vorkommen
im MDRI-Promotor spricht dafiir, dass, wie schon von Hiller et al. beschrieben [44], keine
einzelne Promotorregion fiir die konstitutive MDRI1-Expression in Stimmen mit hyperaktivem

Mrrl absolut notwendig ist.

Mit der vorliegenden Arbeit wurde ein wichtiger Beitrag zum Verstandnis der Entwicklung der



Multidrug-Resistenz in C. albicans geleistet. Effluxpumpen und deren Regulatoren stellen in
der Bekdampfung von C.albicans-Infektionen ein interessantes Angriffsziel fiir die Entwicklung

neuer Medikamente und die Weiterentwicklung bereits vorhandender Antimykotika dar.






Summary

The yeast Candida albicans is a human fungal pathogen and is part of the microflora of mucosal
surfaces of the gastrointestinal and urogenital tract in most healthy people. If the balance of
the flora is disturbed C. albicans can cause superficial mycoses, e.g. oropharyngeal Candidiasis,
also known as ,thrush”, which are usually easy to cure within a few days by treatment with an-
timycotic drugs. Infections with the yeast can also result in serious as well as life-threatening
systemic mycoses. However, immunocompromised patients, e.g. AIDS patients, often suffer
from superficial C. albicans infections and especially in recurrent infections the yeast can de-
velop resistance to the commonly used antifungal drug fluconazole. An important mechanism
of drug resistance is the overexpression of efflux pumps, which mediate the transport of toxic
compounds out of the cell. Two types of efflux pumps, which play a role in die development
of resistance in C. albicans, have been described so far, the ABC (ATP binding cassette) trans-
porters Cdrl and Cdr2, and the MFS (major facilitator superfamily) transporter Mdrl. The
zinc cluster transcription factor Mrrl plays an important role in the regulation of the MDRI
gene. It controls the MDRI expression in response to inducing chemicals and gain-of-function
mutations in MRR1 are responsible for the constitutive upregulation of MDR1 and fluconazole
resistance [28, 82].

In this work a CaMRR1 ortholog was found in Candida dubliniesis, a yeast closely related to
C. albicans. It could be shown that gain-of-function mutations in CdMRRI1 were the cause of
MDRI overexpression and drug resistance in all investigated clinical and in vitro generated
strains. The results showed that Mrrl plays an important role in the development of drug
resistence in these human fungal pathogens.

Currently it is not understood how these zinc cluster transcription factors are activated un-
der inducing conditions or by gain-of-function mutations. To better understand the regulation
of Mrrl activation, in this work deletion studies were performed to identify functional do-
mains of the transcription factor. By C-terminal and internal deletions an activation domain
(AD1), which was necessary for the benomyl-induced MDRI expression, was detected at the
C-terminus of the protein. The deletion of an inhibitory domain (ID1) located near the distal
AD1 resulted in constitutive activity of Mrrl. Therefore ID1 is necessary to repress Mrrl acti-

vity under non-inducing conditions. The additional deletion of AD1 abolished the constitutive



activity of the protein but it was still able to activate the MDRI promoter in the presence of
benomyl. These result indicate that there is at least one other activating region in Mrr1, but it
could not exactly be localized in this work. A fusion protein consisting of the 106 N-terminal
amino acids of Mrrl and the transcriptional activation domain of Gal4 from Saccharomyces
cerevisiae could confer constitutive MDR1 expression, demonstrating that the DNA binding
domain is sufficient to target Mrrl to the MDRI1 promoter.

Other transcription factors are also implicated in the regulation of MDR1 expression because
they bind to the MDRI promoter. To gain better insight into the regulation of MDRI1-mediated
drug resistance in C. albicans, the interdependence of Mrrl and two other MDRI regulators,
Capl and Upc2, was studied in this work. It could be shown that hyperactive Mrrl could
activate the MDRI promoter and confer drug resistance independently from Capl and Upc2.
However, activated Upc2 was not able to activate the MDRI promoter in the absence of
Mrrl. In the presence of Mrrl Upc2 could only slightly activate MDRI expression. A C-
terminally truncated, hyperactive Capl protein induced MDR1 expression and drug resistance
independently from Mrrl, but the presence of Mrrl enhanced its activity. The benomyl- and
H,O5-induced MDRI expression was dependent on Mrrl and partially dependent on Capl.
Upc2 was dispensable for the MDRI induction by both inducers.

ChIP-on-chip analyses and transcriptional profiles with acitvated Mrr1 revealed that Mrr1 binds
and upregulates most of its targets independently from Capl. Mrrl and Capl cooperate under
certain conditions to induce MDRI expression in wild-type C. albicans, but gain-of-function
mutations in one of the two transcription factors result in independently mediated MDRI
overexpression and drug resistance. Analysis of the Mrrl-bound sequences revealed a putative
Mrrl binding motif. Its frequent occurence in the MDRI promoter is in line with the finding
from a previous study, that not only a single promoter region is absolutely necessary for the
constitutive MDR1 upregulation in strains carrying gain-of-function mutations in Mrrl.

This thesis contributes to the understanding of the development of multidrug resistance in
C. albicans. Efflux pumps and their transcriptional regulators provide an interesting target for
the development of new antifungal drugs or the further development of available drugs against

C. albicans infections.



1. Einleitung

1.1. Allgemeine Einfithrung

1.1.1. Pilzinfektionen

Der Anteil der Infektionen, die durch Pilze verursacht werden, spielen im Vergleich zu Infektio-
nen bakteriellen oder viralen Ursprungs zwar nur eine untergeordnete Rolle, jedoch haben sie
paradoxerweise aufgrund des medizinischen Fortschritts in den letzten Jahrzehnten immer mehr
an Bedeutung gewonnen. Die Verwendung von Antibiotika, der Einsatz von Immunsuppressiva
nach Organtransplantationen und die Anwendung der Chemotherapie fiihrten zwar zu einer
hoheren Uberlebensrate von Patienten mit lebensbedrohlichen Krankheiten, trugen aber auch
zu einem enormen Anstieg an immunsupprimierten Personen, wie z.B. HIV-, Diabetes- oder
Krebspatienten, bei, was in einer Zunahme an Infektionen mit opportunistischen pathogenen
Pilzen resultierte [52, 103]. Die Erkenntnis, dass ein geschwdchtes Immunsystem die Empfang-
lichkeit der Patienten fiir eine Vielzahl von Pilzerkrankungen erhoht, fiihrte zu intensiverer
Grundlagenforschung auf diesem Gebiet.

Pilze sind Eukaryoten und bilden neben Pflanzen, Tieren und Prokaryoten ein eigenes Reich.
Von den bis heute ca. 100000 bekannten Pilzarten sind ca. 180 Arten fiir den Menschen
klinisch relevant. In der Medizin unterscheidet man die Erreger der Mykosen anhand ihres Er-
scheinungsbildes in Fadenpilze, Sprosspilze und dimorphe Pilze. Fadenpilze weisen als Grund-
element fadenartige Ausliufer (Hyphen) auf und bilden ein Hyphengeflecht (Myzel). Sie lassen
sich weiter unterteilen in Dermatophyten (z.B. Trichophyton rubrum) und Schimmelpilze (z.B.
Aspergillus fumigatus). Sprosspilze (z.B. Candida albicans), vermehren sich typischerweise ase-
xuell durch Zellsprossung und dimorphe Pilze (z.B. Histoplasma capsulatum) kénnen abhingig
von den Umweltbedingungen in Faden- oder Sprossform vorkommen. Eine taxonomische Ein-
teilung der Pilze nach einem System, das auf der Art der Fortpflanzug basiert, erwies sich als
schwierig, da es z.B. Pilze gibt, denen das (perfekte) sexuelle Stadium fehlt oder in denen es
noch nicht nachgewiesen wurde. Zu diesem Form-Taxon der Fungi imperfecti zéhlen Vertreter
der Gattungen Aspergillus, Penicillium und Candida, die sich asexuell durch Sporen, Knospen

oder rein vegetativ vermehren, aufgrund von Genhomologien aber zu dem Phylum der Asco-
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mycota (Schlauchpilze) gehéren [50]. Mit dem Projekt , Assembling the Fungal Tree of Life"
(http://aftol.org/) hat es sich eine groBe Gruppe von Wissenschaftlern zum Ziel gemacht, die
bislang konfuse Taxonomie der Pilze in der wissenschaftlichen Literatur zu bereinigen, eine Kon-
sistenz der verschiedenen Datenbanken zu erreichen und somit zu einem besseren Verstdndnis
der Evolution des Pilzreiches beizutragen. Aus diesem Projekt entstammte im Friihjahr 2007
eine umfassende Studie zur Klassifikation aller Pilzgruppen, an der 67 Wissenschaftler aus 13

Landern beteiligt waren [42].

Die hdufigste Dermatophytose beim Menschen ist der FuBpilz, meist verursacht durch Ver-
treter der Gattung Trichophyton. Dermatophyten befallen Keratinanteile in der Hornschicht
der Oberhaut, der Haare und der Nagel. Hiufig werden bei Pilzinfektionen jedoch Pathogene
der Gattungen Candida, Cryptococcus und Aspergillus diagnostiziert [104]. Erreger der meis-
ten Infektionen mit Schimmelpilzen ist Aspergillus fumigatus. Neben allergischen Reaktionen
ist A. fumigatus Verursacher von Aspergillomen, Uberwucherungen des Pilzes (,fungus ball“)
auf der Oberflache bereits bestehender Lungenlasionen, die durch Tuberkulose oder andere
Lungenkrankheiten entstanden sind [92]. Die Infektionen immungeschwéchter Personen mit
A. fumigatus haben meistens eine invasive Aspergillose zur Folge, bei der die Pilzhyphen in
das Lungengewebe eindringen, dieses zerstdren und nicht selten sich Giber den Blutkreislauf
im Korper ausbreiten [92]. Da spezifische Diagnoseverfahren und therapeutische MaBnahmen
begrenzt sind, ist die Mortalitatsrate mit 30-90 % sehr hoch [10]. Nach Aspergillus ist Crypto-
coccus der am haufigsten aus der Lunge isolierte, ambulant erworbene Pilz [131]. Cryptococ-
cus neoformans gehort zu den wichtigsten Vertretern der klinisch relevanten Basidomyceten
(Sténderpilzen) und wird vor allem durch Vogelkot und Kompost verbreitet. Er verursacht
unterschiedliche klinische Erscheinungsbilder einschlieBlich asymptomatischer Infektionen der
Lunge und anderer Organe bis hin zu lebensbedrohlichen Infektionen des Zentralnervensystems
[56]. Trotz verfiigbarer Behandlungsmethoden liegt die Mortalititsrate der Kryptokokkenme-
ningitis bzw. -meningoenzephalitis bei AIDS-Patienten bei 10-25 % [64].

Die meisten Pilzinfektionen beim Menschen werden jedoch von C. albicans und anderen Candi-
da-Spezies verursacht [62]. Unter den ca. 200 bisher bekannten Candida-Arten gelten nur weni-
ge als fiir den Menschen opportunistisch pathogen. Dazu gehdren neben C. albicans C. dublini-
ensis, C. glabrata, C. krusei, C. lusitaniae, C. parapsilosis und C. tropicalis [90], die unterschied-
liche Krankheitsverldufe hervorrufen konnen. Der gesunde Mensch verfiigt iiber natiirliche
Barrieren wie die Haut und Schleimhdute mit einer gesunden Mikroflora und ein intaktes Im-
munsystem. Der fakultativ pathogene Erreger C. albicans ist Teil der natiirlichen Mikroflora
der Schleimhdute des Verdauungs- und Urogenitaltraktes der meisten gesunden Menschen. Ist

das Gleichgewicht der Flora gestort, kann es zu oberflichlichen Mykosen kommen, wie z.B.
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der oropharyngealen Candidiasis (Mundsoor), die auch haufig bei Neugeborenen beobachtet
wird. Ca. 75 % der gesunden Frauen leiden mindestens einmal in ihrem Leben an einer Vaginal-
mykose, schitzungsweise 5 % davon sogar an wiederkehrenden Infektionen mit fiinf oder mehr
Infektionen pro Jahr [125, 126]. In der Regel ist ein oberflichlicher Befall durch die Gabe ei-
nes Antimykotikums in wenigen Tagen behandelt. Insbesondere immunsupprimierte Patienten,
wie z.B. AIDS-Patienten, Organ- oder Knochenmarksempfanger oder Krebspatienten, die sich
einer Chemotherapie unterziehen, leiden haufig an oberflichlichen Mykosen und wiederkeh-
renden Infektionen, die auch schwerwiegende Infektionsverldufe bis hin zu lebensbedrohlichen
systemischen Mykosen nach sich ziehen kénnen. Auch unter extrem untergewichtigen Neuge-
borenen sind systemische Candida-Infektionen mit hoher Mortalititsrate ein immer h3ufiger
auftretendes Problem [18]. Candida ist das vierthdufigste Pathogen, das fiir Infektionen der
Blutbahn verantwortlich ist [45]. Europ&ischen Umfragen zufolge ist C. albicans die Ursache fiir
mehr als die Halfte der Falle von invasiver Candidiasis, aber die Anzahl der Fille, die durch an-
dere Candida-Arten ausgeldst wird, scheint anzusteigen [62]. Es herrschen groRe regionale und
sogar institutionelle Unterschiede in der Zusammensetzung der Candida-Spezies, die ernsthaf-
te Erkrankungen auslésen [111]. Die am héaufigsten vorkommenden nicht-albicans-Arten sind
C. parapsilosis (20-40 %), C. tropicalis (10-30 %), C. krusei (10-35 %) und C. glabrata (5-40 %)
[58]. Die Sterblichkeitsrate liegt dhnlich wie bei C. albicans bei 15-35 %, wobei C. glabrata mit
40-70 % die héchste Mortalitat aufweist [58]. Die Candida-Spezies unterscheiden sich auch in
Hinblick auf ihre Sensitivitat gegeniiber Antimykotika, was unterschiedliche Behandlungsme-
thoden erfordert (siehe Abschnitt 1.1.4).

1.1.2. Candida albicans

Symptome der Candidiasis (Soor) wurden schon um 400v. Chr. von Hippokrates erwdhnt,
aber erst 1846 konnten die oralen L&sionen, die durch den Soor hervorgerufen werden, mit
einem Pilz in Verbindung gebracht werden [6]. Aufgrund der unterschiedlichen morphologischen
Erscheinungsformen des Pilzes war man sich lange Zeit nicht einig iiber dessen taxonomische
Klassifikation. Im Jahre 1923 prasentierte Berkhout ein Klassifikationsschema, in dem sie den
Pilz Candida albicans benannte [7]. Candida leitet sich ab von toga candida, dem lateinischen
Wort fiir die weile Robe, die im alten Rom von den Bewerbern um Staatsamter getragen
wurde. Albicans, ebenfalls aus dem Lateinischen, bedeutet ,weill” und beschreibt die weilen

wachsartigen Kolonien, die der Pilz auf Ndhrmedium formt.
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1.1.2.1. Virulenzfaktoren

Dimorphismus

Der Wechsel von der Hefe zur Hypenform ist fiir die Virulenz von C. albicans von groler
Bedeutung. Als pleiomorpher Organismus kann C. albicans neben der normalen Hefeform in
weiteren unterschiedlichen Wachstumsformen vorkommen, sowohl in langlichen, ellipsoiden
Pseudohypen, als auch in kontinuierlich langer werdenden Hyphen. In der Hefeform erfolgt
die Proliferation durch Knospung und anschlieBende Teilung der Zellen. Pseudohyphen ent-
stehen durch unipolares Wachstum, wobei Zellen, die jeweils aus der vorherigen Zelle durch
Sprossung entstehen, ein Filament bilden. Die Zellen der Psedohyphen bleiben an den Septen
miteinander verbunden und wachsen verzweigt, vermutlich um die Suche nach N3hrstoffen zu
vereinfachten [8]. Hyphen entstehen durch kontinuierliches apikales Wachstum einzelner Zellen,
sind stark polarisiert und weisen im Gegensatz zu den Pseudohyphen keine Einschniirungen an
den Septen auf. An der Spitze der wachsenden Hyphe befindet sich Aktin und zwischen der
Mutterzelle und dem Keimschlauch formt sich ein Septin-Ring. Die Ausbildung von Hyphen
steht in direktem Zusammenhang mit der Virulenz des Pilzes, da er mit ihnen das Wirtsgewebe
penetriert [59]. C. albicans kann mit den Hyphen sowohl zwischen als auch in die Epithelzellen
eindringen und diese schadigen, was zumindest zum Teil auf die die Abgabe hydrolytischer
Enzyme zuriickzufiihren ist [150].

Das filamentdse Wachstum erfolgt in Reaktion auf dullere Bedingungen [31]. Beispielsweise
kénnen hohe Temperaturen (37°C), die Anwesenheit von Serum, ein hoher pH-Wert, ver-
schiedene Kohlenstoffquellen oder Stickstoffmangel ein Hyphenwachstum induzieren [8, 31].
AuBerdem sind Signaltransduktionswege in die Regulation der Hefe-Hyphen-Transformation
involviert. Zu den wichtigsten und am besten erforschten Signalwegen gehdren die Mitogen-
aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Kaskade, der cAMP-abhéangige Signalweg, der Zweikompo-
nenten-Histidinkinase- und der pH-Signalweg [144].

Weitere Virulenzfaktoren

Die Pathogenese von C. albicans-Infektionen ist ein komplexer Prozess, der die Stadien Adhasi-
on an Wirtszellen, Penetration des Wirtsgewebes und Verbreitung im Wirt umfasst. Zusatzlich
zur Hefe-Hyphen-Transformation sind mehrere Virulenzfaktoren an der Pathogenitat des Pilzes
beteiligt. Wahrend Adhésine (z.B. ALS-Gene), die es der Hefe ermdglichen, unterschiedliche
Gewebe und somit unterschiedliche Nischen im Wirt zu besiedeln, iiber den Erfolg der in-
itialen Kolonisierung der Epithelzellen der Schleimhaut entscheiden [48, 91, 134], erlaubt die
metabolische Flexibilitdt des Pilzes, die Nahrstoffe, die dort zur Verfiigung stehen, zu nutzen
[12].
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Als Reaktion auf die Anheftung an eine Oberflache kann C. albicans sowohl auf Wirtsgewebe
als auch auf medizinischen Geraten wie Kathetern, prothetischen Herzklappen oder Hormon-
spiralen einen Biofilm bilden, eine dreidimensionale Struktur aus Zellen umgeben von einer
exopolymeren Matrix [4]. Wahrend der Entstehung des Biofilms entwickeln die Zellen eine Re-
sistenz gegen antimykotische Substanzen (z.B. Fluconazol). Im Gegensatz zu planktonischen
Zellen, in denen eine Azol-Resistenz hauptsichlich durch die Uberexpression von Effluxpumpen
verursacht wird (siehe Abschnitt 1.2.2), scheint in reifen Biofilmen zumindest zum Teil das
Binden der antimykotischen Molekiile an (3-1,3-Glucane in der extrazelluldren Matrix fiir eine
Resistenz verantwortlich zu sein [86, 140]. Der Einschluss der antimykotischen Substanzen
in der extrazelluldren Matrix hindert diese daran, zu den Biofilm-Zellen zu gelangen, was die
geringe transkriptionelle Antwort der Zellen auf die Antimykotika erklart [140].

Auch die extrazelluldre proteolytische Aktivitat von C. albicans ist fiir die Virulenz von Bedeu-
tung. Die sekretorischen Aspartat-Proteasen (SAPs) werden von der Hefe in die Umgebung
abgegeben und spalten dort Proteine. Auf diesem Weg werden Wirtsgewebe abgebaut, Protei-
ne der Wirtsabwehr, wie z.B. Immunglobuline, zerstort und der Zelle Nahrstoffe zur Verfiigung
gestellt [84].

1.1.2.2. Genetik von C. albicans

C. albicans als Modellorganismus

Bestimmte genetische Verdnderungen des C. albicans-Genoms wie Insertionen oder Deletionen
sind relativ einfach zu erzeugen. Die Hefe l4sst sich leicht transformieren und die Integration
fremder DNA erfolgt haufig Gber homologe Rekombination [8, 23]. Aus diesen Griinden und
besonders wegen der Fahigkeit, zwischen Hefe- und Hyphenform zu wechseln, wird C. albicans
auch als Modellorganismus fiir pathogene Pilze verwendet. Trotzdem ist die molekulare geneti-
sche Manipulation der Hefe bzw. die funktionale Genomanalyse mit einigen Einschrankungen
verbunden [23]. Die Diploiditdt, das Fehlen eines sexuellen Zyklus und der unkonventionelle
Gebrauch des CTG-Codons (codiert fiir Serin statt Leucin) unterscheiden C. albicans von der
nicht pathogenen Hefe S. cerevisiae, dem bevorzugten eukaryotischen Modellorganismus fiir
genetische Untersuchungen [23]. Molekulare und genetische Ansatze, die Funktion von Genen
aufzuklaren, wie z.B. die Expression von Genen in anderen Organismen, werden durch diese
Eigenschaften erschwert. So miissen z.B. heterolog exprimierte Gene vor der Integration ins
C. albicans-Genom erst durch den Austausch der CTG-Codons durch fiir Leucin codierende
Tripletts, z.B. TTG, ersetzt werden.
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Identifikation neuer Gene in C. albicans

Um die oben genannten Schwierigkeiten bei genetischen Studien direkt in C. albicans zu umge-
hen, wurden viele C. albicans-Gene in S. cerevisiae identifiziert und analysiert. Trotz des unge-
wohnlichen CTG-Codon-Gebrauchs sind C. albicans-Gene, wenn sie in S. cerevisiae exprimiert
werden, haufig zumindest teilweise funktionell, was deren Identifikation mittels Komplementa-
tionsstudien erleichtert [8]. Seit die komplette Genomsequenz von C. albicans verfiigbar ist, ist
es einfacher, Gene zu identifizieren und funktionell zu analysieren. Der Candida Genome Da-
tabase (http://www.candidagenome.org/) zufolge umfasst das C. albicans-Genom 6202 Open
Reading Frames (ORFs), von denen bereits 1415 verifiziert sind. H&ufig findet man in den
Annotationen, z.B. auf Grund von Homologien zu bereits bekannten Genen, Hinweise auf die
Funktion des zu untersuchenden Gens. Mittels Sequenzvergleich kdnnen viele C. albicans-Gene,
die zu Genen aus S. cerevisiae homolog sind, identifiziert werden. Zu einigen C. albicans-Genen
sind keine S. cerevisiae-Homologe bekannt und da S. cerevisiae menschliches Gewebe weder be-
siedelt noch penetriert, spielen diese Gene moglicherweise eine Rolle in der Interaktion mit dem
Wirt. Durch Deletion, Uberexpression oder Mutation kénnen die Gene auf ihre Funktion un-
tersucht werden. Auch die Anwendung von Transkriptionsprofilen kann bei der Analyse der

Genfunktion wichtige Hinweise geben.

Gendeletionen

Trotz der oben genannten Schwierigkeiten werden Methoden fiir genetische Untersuchungen
in C. albicans stindig weiterentwickelt und verbessert. Standardmethode fiir die Konstruktion
von Knockout-Mutanten in C. albicans war lange Zeit die ,, URA-blaster"-Strategie. Die Metho-
de basiert auf dem Ersetzen beider zu deletierender Allele durch den URA3-Marker im Uridin
auxotrophen Stamm CAIl4, in dem beide Kopien des URA3-Gens zerstort sind. Dabei wird
eine recycelbare Kassette, die den URA3-Marker mit flankierenden Kopien des bakteriellen
hisG-Gens und Sequenzen, die homolog zur 5'- und 3'-Region des zu deletierenden Gens sind,
enthélt, iber homologe Rekombination in eins der Allele eingebracht. Die Uridin-prototrophen
Transformanten kdnnen so von ura3-negativen Ausgangsstimmen selektiert werden. Durch
spontane intrachromosomale Rekombination zwischen den flankierenden hisG-Sequenzen wird
der URA3-Marker ausgeschnitten, wobei das zu deletierende Gen zerstért bleibt. Die so erhal-
tenen ura3-negativen Transformanten werden auf 5-Fluororotsiure selektiert und kénnen einer
zweiten Runde der Mutagenese mit derselben Kassette unterzogen werden [34].

Wegen einiger Nachteile eines auxotrophen Markers (zusammengefasst in ReuR et al. (2004)
[102]) wurden Methoden entwickelt, die es erlauben, unter der Verwendung von dominanten
Selektionsmarkern Knockout-Mutanten direkt von einem wildtypischen Ausgangsstamm herzu-
stellen. Als erster dominanter Selektionsmarker wurde von Wirsching et al. (2000) [145] der
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MPAR-Marker, der Resistenz gegen Mycophenolsiure verleiht, verwendet. Die Deletionskas-
sette, der MPAR-Flipper, bestand ihnlich zum , URA-Blaster” aus einem dominanten Selekti-
onsmarker mit einem C. albicans-angepassten FLP-Gen (caFLP), das fiir eine site-spezifische
Rekombinase (FLP) codiert, unter der Kontrolle des induzierbaren SAP2-Promotors. Ist die
Kassette in eins der Zielallele integriert, wird die FLP-Expression durch die Induktion des SAP2-
Promoters induziert, was zur Exzision der Kassette fiihrt [146]. Die MPAR-flipping Methode
wurde unter anderem erfolgreich verwendet, um die Rolle von Effluxpumpen in C. albicans und
C. dubliniensis zu untersuchen [77, 128, 146, 147]. Nachteile dieser Methode sind der zeitliche
Aufwand, positive MPA-resistente Transformanten zu identifizieren, und die Tatsache, dass
der MPAR-Marker aus der Sequenz eines Zielenzyms der Mycophenolsiure abgeleitet ist und
an dessen Stelle ins Genom integriert anstatt in den Locus des Zielgens [145].

Mittlerweile ist fiir die gezielte Gendeletion in C. albicans der SATI1-Flipper eine beliebte Me-
thode. In 2004 optimierten Reul et al. das FLP-vermittelte Markerrecycling mit einem neuen
Selektionsmarker, dem caSATI1-Marker, der fir eine Streptothricin-Acetyltransferase codiert
und Resistenz gegen Nourseothricin verleiht [102]. Vom Aufbau und der Verwendung gleicht
die SAT1-Flipper-Kassette dem MPAR-Flipper, enthilt nur anstelle des MPAR-Markers den
caSATI1-Marker und caFLP befindet sich anstelle des SAP2- unter der Kontrolle des MAL2-
Promotors. Da der MAL2-Promotor ,leaky” ist, d.h. unter nicht-induzierenden Bedingungen
nicht vollstandig abgeschaltet ist, ist eine Induktion mit Maltose nicht notig. Der SAT1-Flipper
wird ohne Selektionsdruck bei Inkubation in YPD-Medium ausgeschnitten, zuriick bleibt eine
Kopie der FRT-site. Die Herstellung einer homozygoten Knockout-Mutante, die sich nach-
her nur durch das Fehlen der Zielgene von dem wildtypischen Ausgangsstamm unterscheidet,
erfordert zwei Runden der Integration und Exzision der SATI-Flipper-Kassette. Vorteil des
SATI1-Flippers gegeniiber dem MPAR-Flipper ist der weniger hohe zeitliche Aufwand, positive
Transformanten zu selektieren, und die héhere Spezifitdt der Integration der Kassette in den
Ziellocus. Die Verwendung des SAT1-Flippers erlaubt die funktionelle Analyse spezifischer Ge-
ne durch Deletion und Komplementation direkt im wildtypischen Stamm und umgeht somit
die Probleme, die mit der Benutzung von auxotrophen Markern und auxotrophen Stammen
einhergehen [102].

Genexpressions-Systeme

Zwar ist die Deletion von Genen fiir die Analyse von deren Funktionen unverzichtbar, jedoch
ist sie selbsterkldrend fiir essentielle Gene nicht anwendbar. Um die Funktion dieser essentiellen
Gene zu untersuchen, ist die Modifikation der Genexpression eine wichtige Methode. Jedoch
ist die Anzahl der Expressionssysteme in C. albicans limitiert. Verschiedene konstitutiv aktive,

induzierbare und reprimierbare Promotoren, die die Genexpression regulieren, stehen zur Ver-
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fiigung [23]. So wurde in dieser Arbeit zum Beispiel fiir die konstitutive Expression von Genen
der ADHI1-Promotor verwendet.

Nakayama et al. entwickelten im Jahr 2000 ein Tet-Off-System fiir den Gebrauch in C. albicans
[85]. Das System basiert auf der in E. coli charakterisierten Expression der Tetracyclin-Resis-
tenzgene auf dem TnI0-Transposon [148]. Das zu untersuchende C. albicans Gen steht dabei
unter der Kontrolle eines Minimalpromotors, in welchem alle aktivierenden Sequenzen durch die
Tetracyclin-Operatorsequenz tetO ersetzt wurden. Ein Tetracyclin-kontrollierter Transaktivator
(tTA), bestehend aus dem Tetracyclin-Repressor (TetR) aus E. coli und der Aktivierungsdoma-
ne eines Transkriptionsaktivators, bindet in Abwesenheit von Doxycyclin (Dox) an tetO und
ermoglicht so die Transkription des zu untersuchenden Gens. Bei der Zugabe von Dox bindet
dieses mit hoher Affinitdt an den Aktivator, der darauthin vom tetO dissoziiert, was zu einer
Repression der Genexpression fiihrt [85]. Mit diesem Tet-Off-System kdnnen durch die Ver-
minderung der Expression Informationen iiber die Funktion von essentiellen Genen gewonnen
werden.

Ebenso wichtig fiir das Untersuchen von Genfunktionen ist die Induktion der Genexpression.
Park et al. entwickelten 2005 ein Tet-induzierbares Expressionssystem, bei dem ein reverser
TetR (rtetR), der nur in Anwesenheit von Dox an tetO bindet, verwendet wurde [93]. Ein
C. albicans-angepasster rtTA (rtetR in Fusion mit der Gal4-Aktivierungsdoméne) wird unter
der Kontrolle des konstitutiv aktiven ADHI-Promotors exprimiert. Unter der Kontrolle des
Promotors P,; mit der Operatorsequenz tetO befindet sich ein C. albicans-adaptiertes GFP-
Reportergen, durch dessen Expression die Tet-induzierte Genexpression quantifiziert werden
kann [93]. In der vorliegenden Arbeit wurde dieses Tet-On-System in einer abgewandelten

Form verwendet (siehe 2.2.2).

Genomweite Expressionsanalysen

Ein weiterer Vorteil der Verfiigbarkeit der kompletten C. albicans-Genomsequenz ist die we-
sentlich vereinfachtere Herstellung von DNA-Microarrays fiir Genexpressionsanalysen. Die Er-
stellung von Expressionsprofilen erlaubt es, die relative Haufigkeit von tausenden mRNAs zum
selben Zeitpunkt unter bestimmten Bedingungen zu ermitteln. So kann man sich auf Gene kon-
zentrieren, die dann am starksten exprimiert werden, wenn der Organismus auf ein bestimmtes
Signal reagiert, z.B. einem Medikament ausgesetzt ist. Es gibt eine relativ groe Auswahl an
Arrayformaten, die sich beziiglichen des Array-Substrates und der GroRe und der Synthese
der gespotteten DNA unterscheiden (zusammengefasst in Lorenz (2007) [67]). Cowen at al.
verdffentlichten als erstes Studien mit Microarrays, die das gesamte C. albicans-Genom umfas-
sen [22]. Durch die Erstellung von Genexpressionsprofilen haben sie Gene identifiziert, die eine

Rolle in der Resistenzentwicklung gegen Fluconazol spielen. Schnelle Verdnderungen in der
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Genexpression als Antwort auf duBere Bedingungen verleihen C. albicans eine auergewdhnli-
che Anpassungsfahigkeit. Mit genomweiten Expressionsanalysen lassen sich solche Verdnderun-
gen sehr gut beobachten. Welche Gene als Antwort auf antimykotische Substanzen reguliert
werden und in die Entwicklung von Resistenzen involviert sind, welche Faktoren eine Rolle
bei der Infektion spielen und in den Wechsel von der Hefe- in die Hyphenform oder in die
Biofilmentwicklung involviert sind, sind zum Beispiel Fragestellungen, bei denen genomweite
Expressionsprofile Anwendung gefunden haben. Durch den Vergleich sequenzierter Genome
mittels Microarray kdnnen auch Spezies-spezifische Gene identifiziert werden.

Microarrays, die das gesamte C. albicans-Genom umfassen, werden auch fiir eine Methode
namens ChIP-on-chip verwendet (sieche auch Material und Methoden Abschnitt 4.7.16), die
Chromatin-Immunoprézipitation mit der Hybridisierung auf Microarrays vereint. Mit dieser
Methode lassen sich in vivo-Bindestellen eines bestimmten Proteins identifizieren. In dieser
Arbeit wurde die ChIP-on-chip Analyse angewendet, ein in vivo-Bindeprofil des Zinc-Cluster-

Transkriptionsfaktors Mrrl im gesamten C. albicans-Genom zu erstellen.

1.1.3. Vergleich zwischen C. albicans und C. dubliniensis

C. dubliniensis wurde erstmals 1995 als eigene Spezies beschrieben und weist trotz eindeutiger
Unterschiede im Karyotyp und im genetischen Fingerabdruck eine sehr hohe Homologie zu
C. albicans auf [133]. Ein Vergleich der Genomsequenzen von C. albicans und C. dubliniensis
ergab, dass von den 5569 orthologen Genpaaren 44,4% (2470) in der Nukleotidsequenz zu
mehr als 90% und 96,3% (5362) zu mehr als 80% identisch waren [49].

Aufgrund der phinotypischen Ahnlichkeit, einschlieBlich der Ausbildung von Keimschlduchen
und der Produktion von Chlamydosopren, wird die Hefe in der Diagnostik hdufig mit C. albicans
verwechselt [39]. Wahrend C. albicans jedoch nur eine terminale Chlamydospore an den Enden
langerer Hyphen und Pseudohyphen bildet, produziert C. dubliniensis am Ende kurzer stark
verzweigter Pseudohyphen stetig massenweise Chlamydosporen, die haufig in Dupletts oder
Tripletts angeordnet zu beobachten sind [133]. Die Chlamydosporenbildung kann angewendet
werden, die beiden Spezies voneinander zu unterscheiden. Auf Staibagar wichst C. dublinensis
filamentds und bildet Chlamydosporen, wihrend C. albicans glatte Kolonien aus Hefezellen
formt [129].

Weitere phanotypische Unterschiede zwischen C. dubliniensis und C. albicans zeigen sich z.B. in
der Kohlenstoffassimilation oder in der Farbe der Kolonien auf bestimmten Medien. AuBerdem
weist C. dubliniensis eine geringere Toleranz gegeniiber erhdhten Temperaturen, osmotischem
Druck und oxidativem Stress auf [119, 132]. Folglich gibt es fiir die Unterscheidung der beiden

nahe verwandten Spezies in der Diagnostik eine Reihe phanotypischer Tests. Jedoch sind nur
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wenige dieser Tests zu 100 % verlasslich, sodass immer mehr als eine Methode angewendet
werden sollte [132]. Eine sehr verldssliche Methode ist die PCR, die auf der Amplifikation
spezies-spezifischer Sequenzen basiert [60]. Genetische Verfahren wie RFLPs und Sequenz-
analysen liefern zwar genaue Ergebnisse, sind aber als Routineverfahren in der Diagnostik zu
aufwendig, sodass wahrscheinlich noch einige C. dubliniensis Isolate missidentifiziert werden.

C. dubliniensis wird meist aus HIV-infizierten Patienten mit oropharyngealer Candidiasis iso-
liert. Im Gegensatz dazu ist sie aber fiir nur ca. 2% der systemischen Candida-Infektionen
verantwortlich, wihrend C. albicans mit ca. 65 % den groBten Anteil zu verantworten hat [99].
Dieser Unterschied in der Fahigkeit der beiden Spezies Infektionen zu verursachen spiegelt sich
auch in vergleichenden Studien mit Infektionsmodellen wieder. Diese zeigten, dass C. albicans
deutlich pathogener war als C. dubliniensis [130, 143]. Trotz genotypischer und phanotypischer
Gemeinsamkeiten scheint C. albicans gegeniiber C. dublinensis einen Wettbewerbsvorteil in der
Besiedlung und Infektion des Menschen zu haben. Worin dieser besteht, ist bisher nicht ge-
klart worden. Obwohl die Genomsequenzen der beiden Spezies sehr homolog sind, konnten 168
C. albicans-spezifische Gene identifiziert werden, die in C. dubliniensis nicht vorkommen. Sie
codieren unter anderem fiir Hyphen-spezifische Virulenzfaktoren, wie z.B. fiir die Mitglieder der
SAP-Genfamilie Sap5 und Sap6 und die Oberflachenproteine Als3 und Hyrl [49]. Méglicher-
weise tragt das Fehlen dieser Gene in C. dubliniensis zur geringeren Virulenz bei, die Griinde fiir
die Unterschiede in der Virulenz sind jedoch komplexer und nicht auf einen einfachen Defekt

in C. dubliniensis zuriickzufiihren.

1.1.4. Antimykotika

Homologe Gene, die in allen Pilzen vorkommen, besonders diejenigen, die fiir das Wachstum
des Pilzes essentiell sind, stellen ein ideales Angriffsziel fiir Breitspektrum-Antimykotika dar.
Insbesondere Gene, zu denen es kein Homolog im Menschen gibt, werden wegen der geringen
Nebenwirkungen gern als Target fiir die Entwicklung antimykotischer Medikamente genutzt.
Fiir die Behandlung von Pilzinfektionen stehen sieben unterschiedliche Medikamentenklassen

zur Verfiigung, die sich in Bezug auf Wirkungsweise und Wirkziel unterscheiden.

Polyene

Polyene binden an Ergosterol, das Hauptsterol in der Pilzmembran, und formen Poren, was die
Permeabilitdt der Membran erhéht und zum Verlust von Zellbestandteilen und somit zum Tod
der Zelle fihrt [73]. Die wichtigsten Vertreter der Polyene sind Amphotericin B und Nystatin.
Amphotericin B war lange Zeit das am h3ufigsten verwendete Medikament bei systemischen

Pilzinfektionen. Zwar ist die Resistenzentwicklung in Pilzen gegen Amphotericin B gering, auf-
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grund der starken Nebenwirkungen, z.B. besonders hohe Nephrotoxizitat, wird es heute meist
nur noch als Reserveantimykotikum eingesetzt. In den letzten Jahren wurden jedoch besser ver-
tragliche Praparate entwickelt, in denen Amphotericin B mit Fettmolekiilen kombiniert vorliegt
[75].

5-Flucytosin

Das Basenanalogon 5-Flucytosin (5-FC) wird durch eine Cytosin-Permease in die Pilzzelle
aufgenommen und sofort von der Cytosin-Deaminase zu 5-Fluor-Uracil deaminiert. Durch die
UMP-Pyrophosphorylase wird das 5-Fluor-Uracil zu 5-Fluoro-Uridinmonophosphat umgewan-
delt und dann weiter zu 5-Fluoro-Uridintriphosphat phosphoryliert. Der Einbau von 5-Fluoro-
UTP in die RNA bewirkt eine fehlerhafter RNA-Synthese [98]. Die zusatzliche Umwandlung
von 5-Fluor-Uracil zu 5-Fluor-dUMP resultiert in einer Inhibierung der Thymidylat-Synthase,
was eine Inibierung der DNA-Synthese und der Zellteilung zur Folge hat [98]. Da die Pilze
haufig eine Resistenz gegen 5-FC entwickeln, wird es meist in Kombination mit anderen Anti-
mykotika verabreicht. 5-FC wirkt nur gering gegen filamentdse Pilze und Dermatophyten, was
an der fehlenden Cytosin-Deaminase liegen konnte [30, 113]. Auch Siugerzellen fehlt dieses
Enzym, was die geringe Toxizitdt von 5-FC fiir den Menschen erklart [47].

Azole

Haufig werden Medikamente eingesetzt, die die Biosynthese von Ergosterol hemmen, einem
essentiellen Bestandteil der Pilzzellmembran. Da Ergosterol im Saugerorganismus nicht vor-
kommt, bietet dessen Biosynthese an verschiedenen Schritten ein ideales Ziel zur Behandlung
von Pilzinfektionen. Azole z.B. inhibieren die Sterol 14x-Demethylase (Ergll), was zu einem
Mangel an Ergosterol und einer Ansammlung toxischer methylierter Sterole in der Zelle fiihrt
[113]. Bei den Azolen unterscheidet man die Imidazole (z.B. Ketokonazol, Miconazol, Clotri-
mazol), die oberflachlich bei Infektionen der Haut oder Schleimhaut verwendet werden, von
den Triazolen (z.B. Fluconazol, Voriconazol, Itraconazol), die bei Infektionen der Schleimhaut

und auch bei systemischen Mykosen verabreicht werden.

Allylamine, Thiocarbamate und Morpholine

Allylamine (z.B. Terbinafin) und Thiocarbamate (z.B. Tolnaftat) hemmen die Ergosterol Bio-
synthese an einem frithen Schritt durch die Inhibierung der Squalenepoxidase (Ergl) und
Morpholine (z.B. Fenpropimorph) hemmen die Enzyme A!4-Reduktase (Erg2) und AS-AT-
Isomerase (Erg24). Allylamine, Thiocarbamate und Morpholine haben zwar ein breites Wir-
kungsspektrum, werden aber hauptsichlich oberflachlich bei Infektionen mit Dermatophyten

angewendet [87].
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Echinocandine

Vertreter der Klasse der Echinocandine, z.B. Caspofungin oder Micafungin, wirken negativ
auf die Zellwandsynthese, indem sie die 3-1,3-D-Glucansynthase hemmen. Sie werden gegen
invasive Candida- und Aspergillus-Infektionen verabreicht, zeigen jedoch keine Wirkung gegen

Cryptococcus und die meisten Schimmelpilze [95].

1.2. Resistenzmechanismen

1.2.1. Allgemeine Resistenzmechanismen

Pilze kdnnen gegen alle unter 1.1.4 genannten Medikamente spezifische Resistenzmechanis-
men entwickeln. Obwohl eine Resistenz gegen Amphotericin B nur selten vorkommt, kann
ein Mangel an Ergosterol in der Pilzmembran zu geringerer Anfilligkeit gegeniiber Polyenen
fiihren [89]. Eine Resistenz gegen 5-FC kann durch Mutationen in Proteinen, die die Pyrimidin-
Wiederverwertung (salvage pathway) regulieren, auftreten [47] oder eine Resistenz gegen
Echinocandine kann die Folge von Mutationen in Untereinheiten des (3-1,3-D-Glukansynthase-
Komplexes sein [95].

Resistenzen gegen Azole treten insbesondere in HIV-Patienten mit wiederkehrenden oropharyn-
gealen oder 6sophagealen C. albicans-Infektionen auf [25]. Ein haufiger Mechanismus klinischer
Azol-Resistenz sind Veranderungen im Sterolbiosyntheseweg. Die Inhibierung von Ergll fiihrt
nicht nur zu einem Mangel an Ergosterol sondern auch zu einer Ansammlung eines methy-
lierten Sterols, welches das Wachstum hemmt. Anderungen im Sterolbiosyntheseweg, die die
Akkumulation dieses toxischen Sterols verhindern, kénnen eine Resistenz bewirken. Die In-
aktivierung des ERG3-Gens z.B., das fiir die Sterol-A%°-Desaturase codiert, fiihrt zu einer
Akkumulation von 14x-Methylfecosterol, unter dessen Anwesenheit Wachstum moglich ist
[63]. Genetische Mutationen im Zielenzym Ergll, die eine geringere Affinitdt des Enzyms zum
Azol bewirken, kénnen zu einer Azol-Resistenz fiihren [54, 55, 61]. Auch eine Uberexpression
von Ergll, sodass die Konzentration des Antimykotiums nicht ausreicht, Ergll und somit die
Ergosterol-Biosynthese zu inhibieren, kann die Ursache einer Resistenz gegen Azole sein [27].
Aktivierende Mutationen im Transkriptionsfaktor Upc2 (Uptake control) konnten als Ursache
fir die ERG11-Uberexpression identifiziert werden [28]. Da Upc2 nicht nur ERG11 sondern
auch andere ERG-Gene reguliert, die in die Ergosterol-Biosynthese involviert sind, kann es
zu Kreuzresistenzen kommen. Zum Beispiel kann zusitzlich zur Azol-Resistenz eine Resistenz
gegen Terbinafin auftreten, wenn auch das Terbinafin-Target Ergl iiberexprimiert wird (siehe
1.1.4).
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1.2.2. Effluxpumpen

Pilze konnen auch Resistenzen gegen multiple strukturell unterschiedliche Antimykotika mit
verschiedenen Wirkmechanismen entwickeln, indem sie Effluxpumpen iiberexprimieren. Diese
sind in der Cytoplasmamembran lokalisiert und pumpen Medikamente sowie andere toxische
Substanzen (Xenobiotika) und endogene Metabolite aus der Zelle heraus. Bisher konnten zwei
unterschiedliche Typen von Effluxpumpen identifiziert werden. Man unterscheidet die ABC
(ATP binding cassette)-Transporter, die die Energie fiir den Transport aus ATP ziehen, von
den Major Facilitator Superfamiliy (MFS)-Transportern, die den Protonengradienten entlang
der Cytoplasmamembran als Energiequelle nutzen [26].

C. albicans exprimiert zwei hoch homologe (84 %) ABC-Transporter, Candida drug resistance
1 (Cdrl) und Cdr2, die in die Resistenz gegen Azole und andere toxische Substanzen involviert
sind. CDR1I ist homolog zu PDR5 (pleitropic drug resistance) aus S. cerevisiae und wurde
entdeckt, da es die Cycloheximid-Empfindlichkeit der S. cerevisiae pdrb5/A Mutante komple-
mentierte [100]. Dass die Expression von CDRI in dieser Mutante zusétzlich die Resistenzen
gegen einige andere Medikamente erhéhte [100] und dass die Deletion von CDR1 in C. albicans
zur Uberempfindlichkeit gegen alle getesteten Azole und andere Inhibitoren fiihrte [116], wie
auch die Tatsache dass die CDRI Uberexpression in erhohter Resistenz resultierte [88], lieB
vermuten, dass CDRI ein Multidrug-Resistenz-Gen ist. CDR2 wurde ebenfalls aufgrund seiner
Fahigkeit, die Fluconazol-Hypersensitivitat der S. cerevisiae pdr5A Mutante zu komplemen-
tieren, entdeckt [117]. Weitere ABC-Transporter aus C. albicans, wie z.B. Cdr3 und Cdr4,
scheinen nicht in die Azol-Resistenz involviert zu sein [5, 35].

Zwei Effluxpumpen der Major Facilitator Superfamily, die antimykotische Stoffe transportieren,
wurden bisher in C. albicans beschrieben. FLU1 (fluconazole resistance) komplementierte in
S. cerevisiae pdr5/A Mutanten die Fluconazol-Sensitivitat und verlieh Resistenz gegen weitere
toxische Substanzen, nicht aber gegen ltraconazol und Ketokonazol [14]. Die Deletion von
FLUI in C. albicans resultierte hingegen in hdherer Sensitivitdt gegen Mycophenolsiure und
nur leichter Resistenz gegen alle drei Azole, nicht aber gegen andere toxische Substanzen. Die
Tatsache, dass in flul A Mutanten keine Fluconazol-Akkumulation beobachtet werden konnte,
zeigte, dass die leichte Azol-Sensitivitat nicht auf FLUI-vermittelten Efflux zuriickzufiihren
war. In Fluconazol-resistenten Isolaten war eine erhdhte FLUI-Expression nicht zu beobachten,
was bedeutet, dass dieser Transporter wahrscheinlich keine Rolle in der Resistenz in klinischen
Isolaten spielt [14].

Der erste in pathogenen Pilzen iiberhaupt charakterisierte MFS-Transporter und im Zusam-
menhang mit der Resistenz in C. albicans bedeutendste Transporter ist die MDR1 (multidrug

resistance)-Effluxpumpe. Da MDRI in S. cerevisiae in der Lage war, Resistenz gegen Benomyl
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und Methotrexat zu verleihen, bekam es die Bezeichnung BEN" [33]. Erst als gefunden wurde,
dass die Inaktivierung des Gens in C. albicans in erhohter Empfindlichkeit der Zellen gegen-
iiber verschiedenen antimykotischen Substanzen, nicht aber gegeniiber Benomyl, resultierte,
wurde es umbenannt in CaMDR1 [38]. MDRI wird unter Standardbedingungen in sensitiven
C. albicans-lsolaten nur minimal exprimiert, weshalb die Inaktivierung des Gens in einem sol-
chen Stamm keine Fluconazol-Hypersensitivitdt zur Folge hatte [83]. Die Deletion von MDRI
in Fluconazol-resistenten MDR1-iiberexprimierenden klinischen Isolaten resultierte hingegen in
einem partiellen Verlust der Fluconazol-Resistenz [146]. Auch die Uberexpression von MDRI
in C. albicans zog eine erhéhte Resistenz gegen Fluconazol, Cerulenin, Brefeldin A und 4-NQO
nach sich, was belegte, dass MDR1 Multidrug-Resistenz in C. albicans verleihen kann [43].
Die Transporter Cdrl, Cdr2 und Mdrl sind demnach die wichtigsten Effluxpumpen, die in
C. albicans in die Resistenz gegen Azole involviert sind. Mdrl scheint ein begrenztes Substrat-
spektrum zu haben, transportiert z.B. Fluconazol und Voriconazol, nicht aber Itraconazol und
Miconazol, wahrend Cdrl und Cdr2 generell ein breiteres Substratspektrum aufweisen (zusam-
mengefasst in Cannon et al. [15]).

Auch in anderen Candida-Spezies wurden CDR1-, CDR2- und MDRI1-Homologe entdeckt, die
mit einer Resistenz in Zusammenhang stehen. In C. glabrata zum Beispiel existieren die Efflux-
pumpen CgCDRI, CgCDR2 (auch CgPDHI1) und CgSNQ2, von denen in Azol-resistenten
klinischen Isolaten mindestens eine hochreguliert ist [74, 115, 137, 142]. Die Resistenz in kli-
nischen C. dubliniensis-Isolaten hingegen ist meist die Folge einer MDRI-Uberexpression [94]
und die Inaktivierung von MDRI in solchen Stdmmen resultierte in einer Abnahme der Resis-
tenz [147]. CDRI- und CDR2-vermittelte Resistenz scheint in C. dubliniensis eine eher geringe
Rolle zu spielen, da CDR1 in vielen C. dubliniensis-Stammen eine Nonsense-Mutation tragt
und CDR2 nur in geringen Mengen exprimiert wird [97]. In Azol-resistenten Stammen mit ei-
nem funktionellen CDR1-Gen konnte jedoch ebenfalls eine CDR1- bzw. CDR2-Uberexpression
beobachtet werden [97].

1.3. Regulation der Effluxpumpen und

Zinc-Cluster-Transkriptionsfaktoren

1.3.1. Cis-regulatorische Elemente

Es konnte gezeigt werden, dass nicht Mutationen im Promotor fiir die Uberexpression von
Effluxpumpen in C. albicans verantwortlich sind sondern Mutationen in trans-regulatorischen
Faktoren, die allerdings in diesen Studien nicht identifiziert wurden [24, 145]. De Micheli
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et al. beschrieben ein drug-responsive element (DRE) in der Promotorregion von CDRI und
CDR?2, welches essentiell fiir die Hochregulierung der Effluxpumpen durch Ostradiol und andere
induzierende Substanzen ist [24]. Die Deletion des DRE in resistenten klinischen C. albicans-
Isolaten resultierte in einer Abnahme bzw. einer Authebung der Aktivitdt der Promotoren, was
nahelegt, dass trans-regulatorische Faktoren, die an dieses Element binden, fiir die Expression

der Effluxpumpen verantwortlich sind [24].

Im MDRI-Promotor wurden in mehreren Studien unabhidngig voneinander drei solcher cis-
regulatorischen Elemente identifiziert. Der Bereich zwischen den Nukleotiden -399 und -299
in Bezug auf das Startcodon ist essentiell fiir die Benomyl-induzierte Expression von MDRI
[40, 44]. Harry et al. und Rognon et al. identifizierten die Nukleotide von Position -601 bis
-500 als notwendig fiir die MDRI-Induktion durch H,O, und andere oxidierende Substanzen,
weswegen dieser Bereich als HRE (H,0; response element) bezeichnet wurde [40, 106]. Zudem
beinhaltet die Region eine Bindestelle fiir Cap1, ein bZIP-Transkriptionsfaktor, der die Reaktion
auf oxidativen Stress in C. albicans reguliert. Sie konnten keine Relevanz des Bereiches fiir die
Benomyl-induzierte und die konstitutive MDRI1-Expression feststellen. Hiller et al. hingegen
stellten fest, dass dieser Bereich fiir die MDRI-Induktion durch Benomyl notwendig ist [44].
Sie identifizierten zusadtzlich einen dritten aktivierenden Bereich von Position -287 bis -209,
der fiir die konstitutive Hochregulierung von MDRI in einem Fluconazol-resistenten Stamm

notwendig war, allerdings nur, wenn eine der beiden anderen Regionen fehlte.

Riggle und Kumamoto haben gezeigt, dass das aktivierende Element zwischen -295 und -261
(MDRE) notwendig fiir die MDR1-Uberexpression in in vitro generierten Fluconazol-resistenten
Stdmmen war [105]. Zwar fiihrte die Fusion dieses Elements mit einem nicht-funktionellen
CDR2-Promotorfragment zur Aktivierung des Promotors in einem MDRI-iiberexprimierenden
Stamm, nicht aber in einem CDR2-iiberexprimierendem oder einem Fluconazol-sensitiven
Stamm. Die Inaktivierung des Elements im MDRI-Promotor mit gesamter Lange hatte jedoch
keine Auswirkungen auf dessen Aktivitat, was dafiir spricht, dass weitere Upstream-Regionen
eine konstitutive Hochregulierung von MDR1 in diesen Stammen vermitteln konnen [105]. Ro-
gnon et al. identifizierten denselben Bereich (-296 bis -260) als essentiell fiir die konstitutive
Hochregulierung von MDRI in Fluconazol-resitenten Stdmmen und die Benomyl-induzierte
MDR1-Expression in Fluconazol-sensitiven Stammen und nannten ihn daher BRE (benomyl

response element) [106].

Verschiedene cis-aktivierende Regionen im MDRI-Promotor scheinen also eine Benomyl-in-
duzierte MDRI1-Expression vermitteln zu kdnnen, die abhangig ist von den experimentellen

Induktionsbedingungen.
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1.3.2. Zinc-Cluster-Proteine

Verschiedene Studien zeigten, dass Zinc-Cluster-Transkriptionsfaktoren Gene regulieren, die in
die Azol-Resistenz involviert sind [21, 82, 124].

Zinc-Cluster-Proteine gehdren zur Klasse der Zinc-Finger-Proteine, existieren ausschlieRlich
in Pilzen und haben das hochkonservierte CysX;CysXeCysXs.12CysX,CysXq.gCys-Motiv ge-
meinsam. Sechs Cysteinreste binden an zwei Zinkatome und vermitteln die Faltung der DNA-
Bindedomane, die bis auf wenige Ausnahmen in der N-terminalen Region des Transkriptions-
faktors lokalisiert ist. Zinc-Cluster-Proteine kénnen mit der DNA als Monomer, als Homodimer
oder als Teil eines heterodimeren Komplexes interagieren [136]. Viele Studien haben gezeigt,
dass Zinc-Cluster-Transkriptionsfaktoren als Homodimer an CGG-Triplets binden, wobei die
Orientierung (evertiert, invertiert, direct repeats) und der Abstand der Tripletts fiir die Bindung
entscheidend sind [71]. Gal4 aus S. cerevisiae zum Beispiel, das die Transkription von Genen
aktiviert, die in den Glucosekatabolismus involviert sind, ist das erste beschriebene und am
intensivsten untersuchte Zinc-Cluster-Protein und bindet als Homodimer an invertierte CGG-
Repeats mit einem Abstand von 11 Basenpaaren [72]. Tacl (Transcriptional activator of Candi-
da drug resistance genes) aus C. albicans hingegen bindet in vielen Promotoren seiner Zielgene
das DRE-like Motiv CGGN,CGG [66]. Neben dem Zinc-Finger gehdren zur DNA-Bindedoméne
ein Linker, dessen Struktur innerhalb der Zinc-Cluster-Proteine stark variiert, und eine Dime-
risierungsregion aus Heptaden-Repeats, welche eine hochkonservierte coiled-coiled Struktur
formen, die sehr wahrscheinlich fiir die Dimerisierung und fiir Protein-Protein-Interaktionen
verantwortlich ist [71].

Zwischen der N-terminalen DNA-Bindedomane und der C-terminalen sauren Region, die hau-
fig als aktivierende Doméne agiert, befindet sich die ,middle homology region” (MHR) [71].
Diese ca. 80 Aminosiuren lange Pilz-spezifische Transkriptionsfaktordoméne ist innerhalb der
Proteinklasse weniger homolog. Dass Deletionen in der MHR haufig eine konstitutive Aktivi-
tat des Proteins bewirken, ldsst vermuten, dass die MHR eine Rolle in der Regulation dieser
Transkriptionsfaktoren spielt [71].

Die C-terminale Region unterscheidet sich innerhalb der Zinc-Cluster-Transkriptionsfaktoren
sowohl in Funktion als auch in der Struktur. Zum Beispiel wurden gain-of-function Mutationen
in diesem Bereich beschrieben, die fiir die konstitutive Aktivitat des Transkriptionsfaktors
verantwortlich waren [19, 20, 28, 29, 152]. Silver et al. fanden in der Aktivierungsdoméne von
Upc2 Motive einer Transmembrandomane, was sie vermuten lie, dass der Transkriptionsfaktor
in der Cytoplasmamembran verankert ist, bevor er abgespalten und in den Nukleus transportiert
wird [124]. Dagegen sprechen jedoch die Ergebnisse von Znaidi et al., dass ein C-terminales
HA-Epitop Upc2 konstitutive Aktivitat verleiht [153].
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1.3.3. Zinc-Cluster-Proteine in C. albicans

Durch Sequenzvergleiche mit der hochkonservierten DNA-Bindedomane aus S. cerevisiae wur-
den im gesamten C. albicans-Genom 77 putative ORFs ermittelt, die fiir Zinc-Cluster-Proteine
codieren [11]. Nur wenigen dieser ORFs konnte bisher eine spezifische Funktion zugeordnet
werden, wie z.B. die Regulation von Genen, die in die Resistenz oder die Ergosterol-Biosynthese
involviert sind.

Zwei Zinc-Cluster-Transkriptionsfaktoren spielen eine wichtige Rolle bei der Entwicklung der
Azol-Resistenz in C. albicans, indem sie die Expression der Effluxpumpen kontrollieren. Tacl
reguliert die Expression der ABC-Transporter CDRI und CDR2 [21] und Mrrl (Multidrug
resistance regulator) die Expression des MFS-Transporters MDRI [82]. Als Reaktion auf in-
duzierende Substanzen vermitteln diese Transkriptionsfaktoren die Hochregulierung der oben

genannten Zielgene.

Tacl

Die Tatsache, dass das DRE in den Promotoren von CDR1 und CDR2 verantwortlich fiir
die induzierte Hochregulierung dieser beiden Transporter ist und CGG-Triplets in direct re-
peats aufweist, lieB vermuten, dass es sich bei dem DRE um eine Bindestelle fiir Zinc-Cluter-
Transkriptionsfaktoren handelt [24, 71]. Dass einige Azol-resistente C. albicans-Stamme homo-
zygot fir den mating type locus (MTL) auf Chromsom 5 waren, fiihrte zu der Vermutung,
dass Gene, die in der Ndhe des MTL liegen, eventuell in die Azol-Resistenz involviert sind und
dass der Verlust der Heterozygositat einen Anstieg in der Resistenz bewirkt [108]. Coste et al.
suchten im gesamten C. albicans-Genom nach Genen mit putativem Zinc-Cluster, die sich in
den Regionen um den MTL-Locus befinden. Die Deletion eines dieser Gene resultierte in ei-
nem Verlust der Fluphenazin-induzierten CDRI- und CDR2-Hochregulierung und wurde daher
Tacl (Transcriptional activator of CDRI genes) genannt [21]. Tatsdchlich war ein GST-Tacl-
Fusionsprotein in der Lage, an das DRE zu binden. Die Expression eines TACI-Alleles mit einer
aktivierenden Mutation in einem Azol-sensitiven Stamm war verantwortlich fiir die konstituti-
ve Hochregulierung von CDRI und CDR2. Das und die Tatsache, dass die Deletion eines der
beiden TACI-Gene in einem Verlust der CDRI1- und CDR2-Hochregulierung resultierte, beleg-
te, dass Tacl ein wichtiger Regulator der Multidrug-Resistenz ist [21]. Mittels Transkriptions-
und Expressionsprofilen sowie ChlIP-on-chip Experimenten wurden neben CDR1 und CDR2
noch weitere Tacl-Targets identifiziert, z.B. PDR16, ein Phosphatidyinositol-Transporter, und
TACI selbst, in deren Promotorregionen ein DRE-like Element zu finden war [21, 65, 152].
Es konnte gezeigt werden, dass CDR1/2-iiberexprimierende Stimme gain-of-function Mutatio-

nen in TACI aufweisen, was zu einer konstitutiven Aktivitdt des Transkriptionsfaktors fiihrte
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[19, 20, 152]. Die Expression mutierter Allele in Azol-sensitiven Stdimmen bewirkte eine kon-
stitutive Uberexpression von CDRI und CDR2 und eine Multidrug-Resistenz und die Deletion
von TACI in Azol-resistenten Isolaten zog einen Verlust der CDRI1/2-Uberexpression und der
Resistenz nach sich [20, 152]. Diese Resultate identifizierten Tacl als zentralen Regulator der
CDR1/2-vermittelten Multidrug-Resistenz.

Mrrl

Der Zinc-Cluster-Transkriptionsfaktor MRR1 wurde bei einer genomweiten Expressionsanaly-
se identifiziert, da er in unterschiedlichen Fluconazol-resistenten klinischen C. albicans-lsolaten
zusammen mit MDRI hochreguliert war [82]. Die Deletion von MRR1 in resistenten Isolaten re-
sultierte in einer Aufhebung der MDR1-Expression und einer Resistenz [82]. AuRBerdem konnten
durch Sequenzvergleiche der resistenten mit den zugehorigen sensitiven MRR1-Allelen gezeigt
werden, dass die resistenten Isolate homozygot fiir MRRI1-Allele mit einem einzelnen Basen-
austausch geworden sind. Die Expression dieser mutierten Allele in einem sensitiven Stamm
resultierte in einer MDRI-Uberexpression und einer Resistenz [82]. Durch den Vergleich von
Transkriptionsprofilen wurden noch weitere Gene identifiziert, die von Mrrl kontrolliert wer-
den und eventuell eine Rolle in der Resistenz gegen antimykotische Substanzen spielen [82].
Der Fakt, dass die Deletion von MRRI-Allelen, die eine gain-of-function Mutation tragen,
die Sensitivitat gegeniiber Fluconazol mehr erhohte als die Deletion des MDR1-Gens selbst,
spricht fiir eine Beteiligung weiterer Mrrl-regulierter Gene, die in die Resistenz involviert sind
[82]. Alle bisher untersuchten MDRI-iiberexprimierenden Fluconazol-resistenten C. albicans-
Stamme, sowohl klinische Isolate als auch in vitro generierte Stimme, wiesen gain-of-function
Mutationen in MRRI auf, was eine konstitutive Aktivitdt des Transkriptionsfaktors bewirkte
[29, 82].

Upc2

Wie schon erwahnt sind Veranderungen in der Ergosterol-Biosynthese, die die biochemische
Umwandlung von Acetyl-CoA in Squalen und die anschlieBende Transformation von Squalen
in Ergosterol umfasst, ein weiterer Resistenzmechanismus in C. albicans, in den Zinc-Cluster-
Transkriptionsfaktoren involviert sind. Ergosterol ist zu Cholesterin in Sdugerzellen analog
und somit ein wichtiger Bestandteil der Pilzzellmembran, der zur Fluiditdt und Integritat der
Membran sowie zur korrekten Funktion von Membran-gebundenen Enzymen beitragt [69].
Die Uberexpression von Upc2, ein Ortholog zu Upc2 und Ecm22 aus S. cerevisiae, die die
Expression der ERG-Gene regulieren [70, 124], machte die Zellen resistent gegeniiber Azolen
[70]. Zellen hingegen, in denen UPC2 deletiert wurde, waren sensitiv gegeniiber verschiedenen
antimykotischen Substanzen, wie z.B. Azolen [70, 124]. Aktivierende Mutationen in Upc2
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kénnen eine konstitutive Aktivitdt des Transkriptionsfaktors und somit eine Uberexpression von
ERG11 und eine Resistenz gegen Fluconazol zur Folge haben [29, 41, 46]. Auch ein Anstieg des
MDR1-mRNA-Levels konnte beobachtet werden [29]. Andere ERG-Gene (z.B. ERG2, ERG10),
die bei Behandlung mit Azolen hochreguliert waren [65], wurden ebenfalls von Upc2 gebunden
[153]. Interessanterweise agiert Upc2 nicht nur als transkriptioneller Aktivator sondern auch
als Repressor, was von der Art des aktivierenden Signals abhdngt. Unter Sauerstoffmangel
fungierte er z.B. als Aktivator von MDRI und bei Behandlung mit Lovastatin als Repressor
von MDRI und CDRI [153]. Upc2 scheint sich selbst ebenfalls zu regulieren, da es an seinen
eigenen Promotor bindet [153].

1.3.4. Zinc-Cluster-Proteine in anderen Candida-Spezies

In C. glabrata wurde ein Zinc-Cluster-Transkriptionsfaktor mit Homologie zum den aus S. ce-
revisiae bekannten Transkriptionsfaktoren PDR1 und PDR3 identifiziert. Die Inaktivierung
von CgPDRI resultierte in reduzierter CDR1-, CDR2- und SNQ2-Expression und erh&hter
Anfilligkeit gegeniiber Azolen und anderen Medikamenten [138, 141]. Dessen kiinstliche Uber-
expression hatte eine starke Hochregulierung der Effluxpumpen und einen Anstieg der Resistenz
zur Folge [137, 138, 141]. Es konnte gezeigt werden, dass auch in CgPDR1 gain-of-function
Mutationen fiir die Uberexpression von CDR1, CDR2 und SNQ2 verantwortlich sind und somit
Resistenz gegen antimykotische Substanzen vermitteln [32, 138, 141].

1.3.5. Aktivierung der Zinc-Cluster-Transkriptionsfaktoren

Bisher ist nicht geklart, wie diese Zinc-Cluster-Transkriptionsfaktoren durch induzierende Sub-
stanzen oder gain-of-function Mutationen tatsichlich aktiviert werden.

Die Aktivitat vieler Zinc-Cluster-Proteine wird durch die Bindung induzierender Molekiile re-
guliert [71]. Zum Beispiel sind xenobiotische Substanzen fiir die Aktivierung der paralogen
Transkriptionsfaktoren Pdrl und Pdr3 in S. cerevisiae bzw. Pdrl in C. glabrata verantwortlich.
Pdrl und Pdr3 kontrollieren die Expression mehrerer Effluxpumpen (z.B. PDR5, SNQ2) und
gleichen somit funktionell Tacl und Mrrl aus C. albicans. Es konnte gezeigt werden, dass
Medikamente und andere toxische Substanzen an die xenobiotische Bindedomane (XBD) in
Pdr1/Pdr3 binden und somit eine Konformatiosanderung hervorrufen, dass die C-terminale Ak-
tivierungsdomane mit der Galll-Untereinheit des Mediatorkomplexes interagieren kann, was
zu einer Rekrutierung der RNA-Polymerase Il zu den Promotoren der Zielgene von Pdrl/Pdr3
fihrt [135]. Mutationen oder Deletionen innerhalb dieser negativ regulierenden Domane bewir-

ken eine konstitutive Aktivitat der Transkriptionsfaktoren, was darauf hinweist, dass diese inhi-
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bitorische Domane den Transkriptionsfaktor in Abwesenheit von induzierenden Substanzen in
einem aktiven Zustand hélt [71]. Gain-of-function Mutationen in der XBD in CgPdrl bewirken
durch Nachahmen einer Bindung xenobiotischer Substanzen eine Aktivierung des Transkrip-
tionsfaktors. Andere Mutationen in der Region, die mit Galll interagiert, sind eventuell fiir
die Interaktion des Transkriptionsfaktors mit dem Mediatorkomplex unter nicht-induzierenden
Bedingungen verantwortlich [32]. Ob Mrrl und Tacl eventuell auf eine dhnliche Weise aktiviert
werden, ist bisher nicht bekannt. Tacl wird vermutlich erst aktiviert, nachdem es an die Pro-
motoren der Zielgene gebunden hat, da es im Nucleus lokalisiert ist und auch in Abwesenheit
induzierender Substanzen oder aktivierender Mutationen an die Zielgene bindet [21, 66].

Es ist zwar bekannt, dass in C. albicans Tacl in Anwesenheit von Fluphenazin und Ostradiol
CDRI1 und CDR2 hochreguliert [24] und Benomyl und H,0, die Mrrl-abhingige MDRI-
Expression induzieren [82, 106], jedoch ist bisher nicht gekldrt, ob diese induzierenden Sub-
stanzen dierekt an die Zinc-Cluster-Transkriptionsfaktoren binden oder auf indirektem Weg
deren Aktivierung verursachen.

Fiir Tacl konnte bereits die Funktionalitat der N-terminalen DNA-Bindedoméane experimentell
bestatigt werden, da ein Tacl-GST Fusionsprotein, das die DNA-Bindedomane enthilt, in der
Lage war, an das DRE zu binden [21]. Auch wenn man aufgrund des Zn,Cyss-Motivs eine
N-terminale DNA-Bindedoméne vorhersagen kann, wurden funktionelle Doménen in MRRI
bisher nicht experimentell bestimmt. Gain-of-function Mutationen, die eine konstitutive Aktivi-
tat von Mrrl bewirken, sind in unterschiedlichen Regionen des Transkriptionsfaktors zu finden,
jedoch nicht in vorhergesagten Domanen wie der DNA-Bindedomine und der MHR [28]. Ver-
mutlich beeinflussen sie Aminosaduren, die in Abwesenheit von induzierenden Substanzen den

Transkriptionsfaktor in einer inaktiven Form halten [81].

1.4. weitere Transkriptionsfaktoren

Capl

Capl (C. albicans AP-1), ein bZIP-Protein, ist der erste Transkriptionsfaktor, der mit Multidrug-
Resistenz in C. albicans in Verbindung gebracht wurde [2]. Capl ist hoch homolog zu Yapl
aus S. cerevisiae und wurde isoliert, da es bei Uberexpression in S. cerevisiae den Zellen Re-
sistenz gegen Fluconazol verlieh [1]. Capl ist essentiell fir die HyO,-Toleranz in C. albicans
und ein C-terminal verkiirztes, hyperaktives CAP1 (CAPI-TR) resultierte in einer Resistenz
gegeniiber Fluconazol und einer Uberexpression von MDRI, nicht aber von CDRI [2]. Es
konnte gezeigt werden, dass Capl notwendig ist fiir die die H,O5-induzierte MDRI-Expression

in Fluconazol-resistenten Staimmen und zur Benomyl-induzierten MDRI-Expression beitrdgt



1.5. Zielsetzung der Arbeit 27

[106, 151]. Benomyl verursacht ebenfalls oxidativen Stress und aktiviert in S. cerevisiae das
Capl Homolog Yapl [68]. Capl bindet in vivo an den MDRI-Promotor [151]. Bei Aktivie-
rung akkumuliert Capl im Nukleus, bindet dort an den MDRI-Pomotor und induziert die
MDR1-Expression [151].

Mcm1

Mcm1 ist ein MADS-Box-Transkriptionsfaktor, der sowohl reprimierend als auch aktivierend in
viele zelluldre Prozesse involviert ist, meist indem er co-regulatorische Proteine zu den jeweiligen
Promotoren rekrutiert [139]. Im BRE bzw. dem MDRE im MDRI-Promotor befindet sich
eine Mcm1-Bindestelle [106]. Mutationen in diesem Bereich, die dazu fiihrten, dass Mcm1
nicht mehr binden konnte, resultierten in einer Aufhebung der MDRI-Expression. Das und
die Tatsache, dass auch eine Verringerung der Mcm1-Expression einen Verlust der MDRI-
Aktivierung zu Folge hatte, demonstrierte, dass Mcm1 in die Regulation der MDR1-Expression
durch das MDRE involviert ist [105].

1.5. Zielsetzung der Arbeit

Um eine positive Wirkung der derzeit gegen C. albicans verwendeten Antimykotika zu erhalten,
ist es ein wichtiges Foschungsziel, die Resistenzmechanismen in diesem Hefepilz zu bekdampfen.
Ein vielversprechendes Target, auch fiir die Entwicklung neuer antimykotischer Substanzen,
bieten dabei die Effluxpumpen und deren transkriptionelle Regulatoren.
Zinc-Cluster-Transkriptionsfaktoren spielen eine wichtige Rolle in der Regulation von Genen,
die in die Resistenzentwicklung in C. albicans involviert sind. Bisher ist nicht bekannt, wie
Zinc-Cluster-Transkriptionsfaktoren durch induzierende Substanzen oder gain-of-function Mu-
tationen in einen aktivierten Zustand gelangen. Ein Haupziel der vorliegenden Arbeit war es,
funktionelle Bereiche in Mrrl, der die Expression der MDRI-Effluxpumpe reguliert, zu identi-
fizieren.

Durch Deletionsstudien sollte herausgefunden werden, welche Doménen fiir die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors bei Zugabe der induzierenden Substanz Benomyl verantwortlich sind und
welche Doménen unter nicht induzierenden Bedingungen fiir die Repression der Mrr1-Aktivitat
bendtigt werden. AuBerdem sollte untersucht werden, welche Regionen im N-Terminus notwen-
dig sind, den Transkriptionsfaktor an den Promotor des MDRI-Gens zu dirigieren.

Auch von anderen Transkriptionsfaktoren, wie z.B. Capl und Upc2, wei man, dass sie in
die MDRI1-Regulation verwickelt sind, da sie an den MDRI-Promotor binden [151, 153]. Das
|&sst vermuten, dass Capl und Upc?2 ebenfalls eine wichtige Rolle in der Regulation der MDRI-
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Expression spielen und dass eventuell aktivieremde Mutationen auch in diesen Transkriptions-
faktoren die Ursache fur MDRI-abhingige Resistenz sein konnten. Auch die Tatsache, dass
Mrrl und Capl zum Teil dieselben Tagets zu kontrollieren scheinen [82, 151], ldsst vermuten,
dass die beiden Transkriptionsfaktoren miteinander kooperieren. Um einen ersten Einblick in
das regulatorische Netzwerk der MDRI1-Expression und die Resistenz in C. albicans zu bekom-
men, sollte in dieser Arbeit untersucht werden, inwiefern die Aktivitat von Mrrl von Capl
und Upc2 abhidngt und ob wiederum Capl und Upc2 unabhidngig von Mrrl eine MDRI-
Hochregulierung und eine Resistenz verursachen kdnnen.

Da neben der MDRI1-Eflluxpumpe noch weitere Mrrl-regulierte Gene zur Fluconazol-Resistenz
in C. albicans beizutragen scheinen [82], sollten durch ChIP-on-chip Experimente und Transkrip-
tionsprofile Gene identifiziert werden, die in vivo von Mrrl gebunden und auch hochreguliert
werden. Ob die Abwesenheit von Capl dabei eine Rolle spielt, sollte in diesem Zusammen-
hang ebenfalls untersucht werden. Die Analyse der ChIP-on-chip Daten, d.h. der von Mrrl
gebundenen Sequenzen, sollte Aufschluss iiber ein mégliches Mrrl-Bindemotiv geben.
Zusammenfassend war es Ziel der vorliegenden Arbeit, mit der funktionellen Analyse des Zinc-
Cluster-Transkriptionsfaktors MRRI einen erheblichen Beitrag zum Verstandnis der Entwick-
lung der Multidrug-Resistenz in C. albicans zu leisten. Wie Mrrl in Anwesenheit von induzie-
renden Substanzen aktiviert wird, wie gain-of-function Mutationen den Transkriptionsfaktor
konstitutiv aktivieren und inwiefern Mrrl mit weiteren MDRI-Regulatoren, insbesondere Capl,

die Expression seiner Zielgene induziert, sollte im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden.
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2.1. Gain-of-function Mutationen in MRR1 aus

Candida dubliniensis

Die konstitutive Uberexpression der Effluxpumpen CDRI, CDR2 und MDRI ist die Haupt-
ursache fiir eine Resistenz gegen Fluconazol und andere toxische Substanzen in C. albicans
[80, 94, 113]. In C. dubliniensis konnten zwar Homologe zu diesen Genen identifiziert werden
[78], da aber CDR1I in den meisten C. dubliniensis-Stammen durch eine Punktmutation inaktiv
ist und CDR2 nur gering exprimiert wird, ist hauptsichlich die MDRI-Uberexpression fiir die
Fluconazol-Resistenz in C. dubliniensis verantwortlich [77, 94, 147]. In C. albicans reguliert der
Transkriptionsfaktor Mrr1 die Expression der MDRI-Effluxpumpe und vermittelt eine Resistenz
gegen unterschiedliche antimykotische Substanzen [82]. In allen bisher untersuchten klinischen
und in vitro generierten MDRI-liberexprimierenden Fluconazol-resistenten Isolaten bewirken
gain-of-function Mutationen in MRR1 eine konstitutive Aktivitdt des Transkriptionsfaktors
[28]. Eine Fluconazol-Resistenz in C. dubliniensis-Stammen ist leicht in vitro in Anwesenheit
des Antimykotiums zu induzieren [79]. Daher stellte sich die Frage, ob C. dubliniensis iiber
zusitzliche Mechanismen verfiigt, schnell eine MDRI-Uberexpression zu induzieren oder die
Hefe ein Ortholog des Transkriptionsfaktors CaMRRI exprimiert und wenn ja, ob ebenfalls

Mutationen in diesem Faktor fiir die MDRI1-Uberexpression verantwortlich sind.

2.1.1. ldentifikation eines CaMRR1-Orthologs in C. dubliniensis

Die BLAST-Suche in der Genomsequenz von C. dubliniensis (http://www.sanger.ac.uk/sequen-
cing/Candida/dubliniensis/) identifizierte einen ORF (Cd36 85850), dessen 1100 Aminos3u-
ren lange Sequenz zu 91 % mit der 1108 Aminosauren langen Mrrl-Sequenz aus C. albicans
ubereinstimmte. Um zunachst zu untersuchen, ob es sich bei diesem CdMRR1I-Gen um ein
Ortholog zu CaMRR1 handelt, wurde die entsprechende codierende Region aus dem Fluconazol-
sensitiven C. dubliniensis-Stammes CM1 mit den spezifischen Primern CdAMRR1-1 und CdAMRR1-
2 amplifiziert und iiber die Schnittstellen Xhol und Bglll in das Plasmid pADH1E1 kloniert
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(Abb. 2.1). Die Sequenz des PCR-Produktes stimmte mit der Sequenz des CAMRRI aus der

Genomdatenbank iiberein.

Apal Xhol BglII Sacll
Pok1 CdMRR1 Tacrs caSAT1  3'ADH1
oder
CaMRR1

Abbildung 2.1.: Konstrukt fiir die Expression der CAMRR1- und CaMRR1-Allele. Die Expressionskas-
sette enthdlt MRRI1, was iiber die Schnittstellen Xhol und Bglll eingefiigt wurde, unter der Kontrolle des
ADH1I1-Promotors sowie die Transkriptionsterminations-Sequenz des ACT1-Gens T actz. Das Apal-Sacll Frag-
ment wurde iiber homologe Rekombination der flankierenden ADH-Sequenzen, der Promotorregion P apy;
und der 3’ADHI1-Region, in den C. albicans ADHI1-Locus integriert. Die Selektion positiver Kolonien erfolgte
tiber den Resistenzmarker caSAT1.

Uber homologe Rekombination wurde das Apal-Sacll Fragment aus dem pADH1E1-Derivat in
den ADHI1-Locus der C.albicans mrr1 A Mutante CAG48ZCF36M4B, die eine Pypri- GFP-
Reporterfusion enthélt, integriert. Die ldentifikation positiver Transformanten erfolgte iiber die
Selektion auf Nourseothricin-haltigen Agarplatten. Die erfolgreiche Integration der Expressions-
kassette wurde mit einem Southern Blot iiberpriift (nicht gezeigt). Nach der Restriktionsspal-

tung der genomischen DNA mit Nsil, konnte ein spezifisches Bandenmuster mit der 5’ADH1-
bzw. der 3’ADHI-Sonde detektiert werden (siehe Abbildung 2.3).

120 Abbildung 2.2.: CdMRR1 komplemen-
—s : tiert C. albicans mrrl A Mutante.
100 B cenomyi Fluoreszenz von jeweils zwei unabhangi-

gen C. albicans mrr1A Mutanten, die eine
P nipri-GFP-Reporterfusion enthalten und
CaMRR1 bzw. CdAMRRI unter der Kontrolle
des ADHI1-Promotors exprimieren. Der Aus-
gangsstamm CAG48MRRIM4B (mrr1A)
und der Wildtypstamm SC5314 ohne ein
GFP-Reportergen als Kontrolle fiir die Hin-
tergrundfluoreszenz dienten als Referenz. Die
Stdmme wuchsen in An- und Abwesenheit

& PS4 von Benomyl und die Fluoreszenz der Zellen
§ § wurde mittels FACS-Analyse bestimmt.
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Ob das CdMRR1-Allel, das unter der Kontrolle des ADHI-Promotors exprimiert wurde, in der
Lage war, die Mutante zu komplementieren und den MDRI1-Promotor zu aktivieren, wurde mit-
tels Durchflusszytometrie bestimmt. Wie in Abbildung 2.2 zu sehen ist, konnte CAMRRI mit
der selben Effizienz wie CaMRRI die Benomyl-induzierte MDRI Expression in der C. albicans
mrrl1 A Mutante aktivieren. Somit konnte gezeigt werden, dass CdAMRRI ebenfalls die Ex-
pression der MDRI-Effluxpumpe reguliert und es sich daher um ein Ortholog zu MRRI1 aus
C. albicans handelt.
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2.1.2. Sequenzanalyse der CAMRRI1-Allele

In Fluconazol-resistenten C. albicans-Stammen sind Mutationen in MRRI fiir die Uberexpres-
sion der MDRI-Effluxpumpe verantwortlich [28]. Um zu untersuchen, ob ebenfalls Mutatio-
nen in CAMRR1 die MDRI-Uberexpression in Fluconazol-resistenten C. dubliniensis-Stammen
verursachen, wurden MRR1-Allele aus MDRI1-iiberexprimieren Fluconazol-resistenten Isolaten
kloniert und sequenziert. Zur Verfiigung standen ein Fluconazol-resistentes klinisches Isolat
(CM2), welches aus dem selben Patienten isoliert wurde wie der parentale Fluconazol-seneitive
Stamm CM1, und vier Stdmme (CD57A und CD57B, CD51-1IA und CD52-11B), die in vitro
aus zwei Fluconazol-sensitiven klinischen Stammen (CD57 bzw. CD51-11) durch serielle Kul-
tivierung auf YPD-Agar mit ansteigenden Fluconazolkonzentrationen generiert wurden (siehe
Tabelle 4.3) [78, 79].

Die CdAMRRI1-Allele wurden, wie bereits unter 2.1.1 beschrieben, mit den Primern CdMRR1-1
und CAMRR1-2 amplifiziert, in das Plasmid pADH1E1 (Abb. 2.1) kloniert und sequenziert.
Wie schon erwihnt entsprach die MRRI Sequenz des Fluconazol-sensitiven Stammes CM1 der
des MRRI1-Allels aus der C. dubliniensis-Genomsequenz. Das MRR1-Allel aus dem Fluconazol-
resistenten Stamm CM2 war bis auf einen G-A Austausch an Position 2597, was einen Amino-
saureaustausch von Cystein zu Tyrosin an Position 866 im Mrrl-Protein zur Folge hatte, mit
dem MRRI1 aus dem verwandten Stamm CM1 identisch.

Die MRRI1-Sequenz des Fluconazol-sensitiven Isolates CD57 wies einige Unterschiede zum
MRRI1-Allel aus der C.dubliniensis-Genomsequenz  auf: drei stille Mutationen
(G933A, G1419A, A2721G) und zwei Mutationen (G223A, T2503A), die in einem Aminosau-
reaustausch im Mrrl-Protein (G75R, S835T) resultieren. In den aus CD57 in vitro generierten
Fluconazol-resistenten Isolaten CD57A und CD57B konnte dasselbe MRRI-Allel nachgewiesen
werden. Jedoch wies MRR1 aus CD57A zusatzlich eine C1784A- und MRR1 aus CD57B eine
C1121T-Substitution auf, die im Protein einen S595Y- bzw. einen T374l-Aminosaureaustausch
zur Folge hatten.

Das MRR1-Allel aus dem Fluconazol-sensitiven Isolat CD51-11 war identisch mit MRR1 aus
CML1. Dasselbe Allel konnte auch aus den aus CD51-Il in vitro generierten resistenten Stammen
CD51-1IA und CD51-ll isoliert werden, jedoch wiesen diese zusatzlich noch kleine In-frame-
Deletionen auf. Im MRRI-Allel aus CD51-11A fehlten die 36 Nukleotide von Position 2959
bis 2994, die fiir die Aminosduren D987 bis 1998 codieren, und im MRRI1-Allel aus CD51-11B
waren die drei Nukleotide von Position 2952 bis 2954 deletiert, was im Fehlen der Aminosaure
T985 in Mrrl resultierte.

Durch direktes Sequenzieren der PCR-Produkte konnte festgestellt werden, dass die resistenten

Stamme alle homozygot fiir die beschrieben Mutationen waren und diese Mutationen in den
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sensitiven parentalen Stammen nicht vorkamen. Es wurde gezeigt, dass in allen untersuchten
Fluconazol-resistenten C. dubliniensis-Stammen, die MDR1 {iberexprimieren, Mutationen in
MRR1 vorhanden waren.

2.1.3. Einfluss der Mutationen in CAMRRI1 auf die
MDR1-Expression und die Resistenz

Das Auftreten der unter 2.1.2 beschriebenen MRRI-Mutationen in Fluconazol-resistenten
MDR1-iiberexprimierenden C. dubliniensis-1solaten, lieR vermuten, dass diese Mutationen eine
konstitutive Aktivitdt des Transkriptionsfaktors bewirken. Um das zu bestatigen, wurden die
oben genannten CdMRRI1-Allele wie in Abschnitt 2.1.1 beschrieben unter der Kontrolle des
ADHI-Promotors in einer C.albicans mrr1 A Mutante, die eine Pypr;- GFP-Reporterfusion

enthadlt, exprimiert und die positiven Transformanten selektiert.

)
Ns‘iI CaADH1 Ns‘iI Wildtyp . .
‘ i Abbildung 2.3.: Integration der
Nsil CaADHI” it CdMRR1-Allele in den C. albicans
ADH1-Locus. Im ADH1-Locus befin-
~4,2 kb . -
den sich an den Positionen
Apal P CdMRR1 Turi  caSATI 3'ADH1  Sacll -2501 bzw. bei +1601 in BeZUg

auf das Startcodon Nsil-Schnittstellen.
S e st Nach dem Restriktionsverdau l3sst
B g sich sowohl mit der 5~ als auch

1\\\‘ homologe / o

Ty, feemnen mit der 3’ADHI1-Sonde eine Ban-
I I Integration der de bei ca. 4,2kb detektieren. Die

Nsil CaADH1 Nsil Kassette in den . .
‘ — ADH1-Locus Apal-Sacll geschnittenen Expressions-
Nsit CaADHI™  nsit kassetten aus den pADHI1E1l Deri-
vaten, die ein CdMRRI-Allel mit
SADH1 3aDH zwei weiteren Nsil-Schnittstellen und
— camRRL e casaT Ao sac den caSATl—S"eIektlonsmarker enthal-
ten, wurden iiber homologe Rekom-
Nsil Nsil Nsil Nsil bination in den C.albicans ADHI-
B —_ rransformant Locus integriert. Mit der 5’ADHI-

- - ransformanten . . .
sote 330 Sonde konnte dann ein zusitzliches
onde Sonde Fragment von ca. 3,6 kb und mit der
i m— 3ADH1—Sonfie ein Fragment von ca.

Nsil Nsil 3,3 kb detektiert werden.

~4,2kb

Die Transformation wurde mit einem Southern Blot iiberpriift (nicht gezeigt). Wie in Abbilung
2.3 zu sehen ist, weist CAMRRI im Gegensatz zu CaMRR1 zwei Nsil-Schnittstellen auf. Das
hatte zur Folge, dass durch den Nsil-Verdau der genomischen DNA der Transformanten, die
das CAMRRI-Allel enthalten, mit der 3’ADH1-Sonde zusatzlich zum wildtypischen 4,2kb
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Fragment ein Fragment von ca. 3,3kb und fiir Transformanten mit dem CaMRRI1-Allel ein
zusatzliches Fragment von ca. 8,6 kb detektiert werden konnte.

Die CdAMRRI1-Allele wurden auf ihre Fahigkeit, den MDRI-Promotor zu aktivieren, mittels
FACS-Analyse untersucht. Da sich die MRRI-Allele aus den Fluconazol-sensitiven Stdimmen
CM1 und CD51-1l in der Sequenz nicht unterschieden, wurde CAMRR1 aus CM1 auch als Kon-
trolle fiir die Allele aus den Stammen CD51-11A und CD51-1IB verwendet. AuBerdem wurden
zum Vergleich das wildtypische MRRI-Allel und das konstitutiv aktive MRRI-Allel mit einer
P683S-Mutation aus C. albicans [82] exprimiert und ein Stamm, in dem MRRI deletiert war
als Kontrolle hinzugezogen. Wie Abbildung 2.4 zeigt, waren alle mutierten CdMRRI1-Allele
(CAMRR1I™2 CdMRR1P5A CdAMRR1<P5"8 CdMRR1<PS1A  CdMRR1P5B) in der La-
ge, den MDRI1-Promotor konstitutiv zu aktivieren. Die nicht mutierten Allele aus den paren-
talen Stammen (CAMRRIM!, CdAMRR1P%") induzierten die MDRI-Expression nicht. Dieser
Versuch belegte, dass es sich bei den Mutationen in den CdMRRI-Allelen aus Fluconazol-
resistenten MDRI-iiberexprimierenden Isolaten um gain-of-function Mutationen handelte, die

die konstitutive Aktivitat des Transkriptionsfaktors bewirkten.

160
Abbildung 2.4.: Mutationen in
CdMRR1 bewirken  konstitutive
Aktivitit des MDRI1-Promotors. Die
gezeigten CaMRRI1- und CdMRRI-Allele
wurden in einer C.albicans mrr1A Mu-
tante, die GFP unter der Kontrolle des
MDRI1-Promotors enthilt, exprimiert.
Die Fluoreszenz wurde jeweils in zwei
unabhingigen Transformanten mittels
Durchflusszytometrie gemessen.

@ Fluoreszenz

Um zu untersuchen, ob die Mutationen in den CdMRRI-Allelen nicht nur fur die konstitutive
Aktivierung des MDRI-Promotors sondern auch fiir die Resistenz verantwortlich sind, wur-
den die oben beschriebenen Allele in eine C. albicans mrr1 A Mutante des Wildtypstammes
SC5314 eingebracht. Die positiven Transformanten wurden wie oben beschrieben im Southern
Blot identifiziert. Die Sensitivitat der Transformanten gegeniiber Fluconazol, Cerulenin und
Brefeldin A wurde in einem MHK-Test bestimmt.
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Abbildung 2.5.: Mutationen
in CdMRR1 verursachen
Multidrug-Resistenz. MHK (in
pg/ml) von Fluconazol, Cerulenin
und Brefeldin A fiir den Wildtyp-
stamm SC5314, zwei unabhangige
homozygote mrrIA Mutanten
und jeweils zwei unabhingige
Transformanten, die die angege-
benen MRRI-Allele unter der
Kontrolle des ADHI-Promotors
exprimieren.

Wie Abbildung 2.5 zeigt, resultierte die Expression der mutierten Allele in einem 4- bis 8- fa-

chen Anstieg der Resistenz gegen Fluconazol, einem 4- bis 16- fachen Anstieg der Resistenz

gegen Cerulenin und in einem 2- bis 8- fachen Anstieg der Resistenz gegen Brefeldin A. Die

entsprechenden nicht-mutierten Allele der parentalen Stamme hatten keinen Einfluss auf die

Empfindlichkeit gegeniiber den untersuchten Medikamenten. Dieser MHK-Test zeigte, dass mu-

tierte CAMRRI1-Allele, wenn sie in C. albicans exprimiert werden, eine Resistenz verursachen,

was dafiir spricht, dass diese Allele ebenso fiir die Resistenz in den MDRI1-iiberexprimierenden

C dubliniensis-Stammen verantwortlich sind. Mutationen in MRR1 konnten als die Hauptursa-

che der MDRI1-Uberexpression in C. dubliniensis identifiziert werden, was bestitigte, dass der

Transkriptionsfaktor Mrrl in C. dubliniensis, wie bereits in C. albicans gezeigt werden konnte

[28, 82], eine zentrale Rolle in der Entwicklung der Resistenz spielt.
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T3741 S595Y Cc866Y T985A [D987-1998]A

0 — [ [ C

I 1 L N—

K328 Q343 T353 T374 P676 N795 R865 G870 A872 W885 T888 G989 L990
(K335N)(Q350L)(T360I)(T381I)(P683S)(N803D)(R873T)(G878E)(A880E)(W893R)(T896I)(G997V)(L998F)
(P683H)

Abbildung 2.6.: Positionen der gain-of-function Mutationen in CdMrrl. Das Mrrl-Protein wird durch
einen linearen Balken dargestellt. Der schwarze Bereich reprasentiert die N-terminale DNA-Bindedoméne. Die
Mutationen, die wihrend dieser Arbeit in den MRRI1-Allelen Fluconazol-resistenter C. dublinensis-lsolate iden-
tifiziert wurden, sind iiberhalb des Balkens zu finden. Gain-of-function Mutationen, die bereits aus MRRI-
Allelen Fluconazol-resistenter C. albicans-Stamme bekannt sind, sind unterhalb des Balkens angezeigt. Die
entsprechenden Positionen im C. albicans Mrrl stehen in Klammern darunter.

Abbildung 2.6 zeigt die in dieser Arbeit identifizierten gain-of-function Mutationen in CdAMRR],
die in Fluconazol-resistenten C. dubliniensis-Stimmen eine MDRI-Uberexpression bewirken,
und die bisher bekannten aktvierenden Mutationen aus MRR1 aus C. albicans. Es fallt auf,
dass die Mutationen in einigen Bereichen, den sogenannten Hotspots, hiufiger auftreten als
in anderen. Um zu untersuchen, welche Rolle diese Regionen fiir die Funktionalitdt von Mrrl

spielen, wurde in dieser Arbeit CaMRRI funktionell analysiert.
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2.2. Funktionelle Analyse des Transkriptionsfaktors
MRR1 mittels Deletionsstudien

Ein Hauptziel dieser Arbeit war, funktionelle Domanen des Transkriptionsfaktors Mrrl zu iden-
tifizieren, um Einblicke zu bekommen, wie dessen Aktivitdt reguliert wird. Dazu wurden in
unterschiedlichen Versuchen C- und N-terminale Bereiche von MRR1 deletiert sowie interne
Deletionen eingefiigt und die transkriptionelle Aktivitdt des verkiirzten Transkriptionsfaktors
bestimmt.

2.2.1. Analyse von Mrrl-Proteinen mit C-terminalen und internen
Deletionen

Um Regionen zu identifizieren, die notwendig fiir die Aktivitdt des Transkriptionsfaktors Mrrl

sind, wurden Mrrl-Proteine mit seriellen C-terminalen Verkiirzungen bzw. kleinen internen

Deletionen in Bereichen, in denen aktivierende Mutationen haufig auftreten (Hotspots), auf
ihre Fahigkeit untersucht, den MDRI1-Promotor zu aktivieren.

Sacl 1 kb BglII Apal

Purr1 MRR1 Tacr: caSAT1 3'MRR1

Abbildung 2.7.: Aufbau des Inserts aus dem Plasmid pZCF36K2. Das Plasmid pZCF36K2 enthilt das
wildtypische MRRI-Allel und diente sowohl als Template als auch als Expressionsvektor fiir MRRI1-Allele mit
C-terminalen bzw. internen Deletionen. Das Konstrukt enthilt ausserdem den Transkriptionsterminator T sc7;
und den Selektionsmarker caSAT1. Uber homologe Rekombination der MRRI-Promotorregion (Pprg;) und
der 3'MRR1-Region wurde das Sacl-Apal Fragment in den MRRI-Locus eingebacht.

Die MRRI1-Allelfragmente wurden mit spezifischen Primern und dem wildtypischen MRRI
aus dem Plasmid pZCF36K2 als Template amplifiziert, mit dem entsprechend gespaltenen
pZCF36K2 ligiert und in E. coli exprimiert. Uber die Schnittstellen Sacl und Apal wurden die
Expressionskassetten aus den Plasmiden herausgeschnitten und tiber homologe Rekombination
in den MRR1-Locus der C. albicans mrr1 A Mutante integriert.

Die positiven Transformanten wurden mittels Southern Blot identifiziert (nicht gezeigt). Bei
erfolgreicher Integration des Sacl-Apal Fragmentes in den MRRI-Locus, konnte nach dem
Restriktionsverdau der genomischen DNA mit Nsil mit der 3'MRR1- bzw. der 5'MRRI-Sonde
Fragmente von bestimmter GréRe detektiert werden (siehe Integrationsschema 2.8).

Die Fahigkeit der modifizierten Allele, die Pppri-caGFP-Reporterfusion in Anwesenheit von
Benomyl zu aktivieren, wurde mittels FACS-Analyse bestimmt (sieche Abb. 2.9). Keine der
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Abbildung 2.8.: Integration der ver-
kiirzten MRR1-Allele in den MRR1-
Locus. Im MRRI-Locus befinden sich
Nsil-Schnittstellen an den Positionen -
1132 und +3842 in Bezug auf das Start-
codon, so dass sich nach einem Restrikti-
onsverdau ein Fragment von ca. 5kb, so-
wohl mit der 5~ als auch mit der 3’MRRI-
Sonde, detektieren ldsst. In der mrrl A
Mutante hat das Nsil-Fragment eine Gro-
Re von ca. 1,6 kb. Bei erfolgreicher Inte-
gration der Expressionskassette (hier als
Beispiel mit dem vollstandigen MRRI-
Allel) kommt es zu einem Shift und ei-
ne im Vergleich zum Wildtypsignal grole-
res Fragment erscheint auf dem Southern
Blot. Da die Expressionskassette nur in
eines der beiden MRRI-Allele integriert,
ist bei den Transformanten zusitzlich das
mrrl A Fragment detektierbar.

Deletionsmutanten wies eine konstitutive Aktivitit auf, da der MDRI-Promotor nur in An-
wesenheit von Benomyl induziert wurde. Das Entfernen der letzten 42 (AC1066) bis 93

(AC1015) Aminosauren resultierte in einer geringeren Mrrl-Aktivitat, die verkiirzten Prote-

ine waren aber dennoch gut mit Benomyl induzierbar. Als kaum noch induzierbar erwies sich

das Mrrl-Protein, dessen 107 C-terminale Aminosauren deletiert wurden (AC1001), wohin-

gegen Mrrl, dem zusatzlich noch 46 C-terminale Aminosduren mehr fehlten (AC955), die
Aktivitit eines wildtypischen Mrrl aufwies. Das MRR1~%46_Allel verlieh ebenfalls fast noch

vollstindige Promotoraktivitdt, wohingegen das Entfernen von zwei weiteren Aminosauren die
MDR1-Induktion vollstandig aufhob (AC944). Alle kiirzeren Mrr1-Derivate, die in diesem Ver-
such getestet wurden, waren nicht mehr induzierbar. Kleine interne Deletionen der Hotspots
(A342-381 und A873-896) resultierten in einem inaktiven Protein.
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Abbildung 2.9.: MDRI1-Promotoraktivitdt in Abhdngigkeit verkiirzter Mrrl-Proteine. Die dargestellten
Mrr1-Proteine mit seriellen C-terminalen Verkiirzungen bzw. kleinen internen Deletionen wurden im Reporter-
stamm CAG48MRR1M4B exprimiert und die MDRI1-Promotoraktivitdt in zwei unabhingigen Transformanten
(B1,B2) in An- und Abwesenheit von Benomyl (50 ug/ml) mittels Durchflusszytometrie quantifiziert. Die pa-
rentale mrr1 A Mutante diente als Kontrolle. Die durchschnittliche Fluoreszenz und die Standardabweichung
fir die Stdmme mit C-terminal verkiirztem MRRI1 wurde aus den Ergebnissen von drei unabhéngigen Experi-
menten ermittelt. Stimme, die MRR1 mit internen Deletionen exprimieren, wurden nur einmal gemessen und
weisen daher keine Standardabweichung auf.
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Interessanterweise waren also Mrrl-Derivate, die noch einen grolen Teil des C-Terminus auf-
wiesen (AC1001 bis AC1066), weniger aktiv als einige wesentlich kiirzere Proteine (AC946
bis AC955). Das deutete darauf hin, dass der Bereich zwischen Aminosdure 956 und 1001
einen inhibitorischen Effekt auf die Mrr1-Aktivitat hat. Die Ergebnisse lieBen vermuten, dass
die C-terminalen 107 Aminosduren von Mrrl eine Aktivierungsdomane beinhalten, die notwen-
dig fiir die effiziente Induktion durch Benomyl ist. Diese Region scheint jedoch verzichtbar zu
sein, wenn die Aminosauren 955 bis 1001 fehlen. Da die ersten 948 Aminosauren fir eine voll-
standige Aktivitat des Transkriptionsfaktors ausreichten, miissen sie zusatzliche aktivierende

und regulatorische Dom&nen umfassen.

2.2.2. Transkriptionelle Aktivitdt von TetR-Mrrl Fusionsproteinen

Um die minimale Lange des Transkriptionsfaktors weiterhin einzugrenzen, die fir die Mrrl-
Aktivitat notwendig ist, wurden zusatzlich zu den Proteinen mit C-terminalen und internen
Deletionen (Kapitel 2.2.1) auch N-terminal verkiirzte und interne Mrrl-Fragmente auf die F&-
higkeit, die Transkription zu aktivieren, untersucht. Das in der Einleitung beschriebene Tet-On-
System wurde fiir diesen Versuch in einer abgewandelten Form verwendet. Um zu untersuchen,
ob Mrrl in der Lage ist, einem heterolog exprimierten DNA-Bindeprotein transkriptionelle
Aktivitdt zu verleihen, wurden Mrrl-Fragmente ohne DNA-Bindedomane mit einem Candi-
da-adaptierten tetR-Gen (catetR) fusioniert und unter der Kontrolle des ADHI-Promotors
exprimiert. Die Aktivitat des Fusionsproteins wurde durch die Expression von caGFP unter der

Kontrolle eines TetR-abhingigen Promotors (Pyet) quantifiziert.

Sacll Xhol BgIII Apal
Papn:  catetR Tyery caSAT1 Tacr: caGFP P 3'ADH1

Abbildung 2.10.: Aufbau des Inserts aus dem Plasmid pTET52. Das Plasmid pTET52 enthilt das
catetR-Gen unter der Kontrolle des ADHI-Promotors und das caGFP-Reportergen unter der Kontrolle des
TetR-abhingigen Promotors (Pie;). Fusionen mit catetR wurden konstruiert, indem interne und N-terminal
verkiirzte MRR1-Fragmente bzw. die GAL4AD iiber die Schnittstellen Xhol und Bglll in pTET52 integriert
wurden. Uber homologe Rekombination der flankierenden ADHI-Sequenzen konnten die Sacll-Apal Fragmente
in den ADH1-Locus integrieren.

Die Sacll-Apal Fragmente aus den pTET52-Derivaten wurden in den ADHI1-Locus des C. albi-
cans Wildtypstamm SC5314 integriert. Die Identifikation der positiven Transformanten erfolgte
mittels Southern Blot (sieche Schema 2.11). Nach dem Verdau der genomischen DNA mit Spel
konnte sowohl mit der 3’ADH1-Sonde als auch mit der 5’ADHI1-Sonde bei den Transformanten
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Abbildung 2.11.: Integration der Sacll-
Apal Fragmente aus den pTETb52-
Derivaten in den C. albicans ADH1-
Locus. Im ADHI-Locus befinden sich
Spel-Schnittstellen an den Positionen
-1129 und +2181 in Bezug auf das Start-
codon, sodass bei einem Restriktionsver-
dau ein ca. 3,3kb grolles Fragment ent-
steht, das sich sowohl mit der 5™- als auch
mit der 3’ADHI1-Sonde detektieren l3sst.
Bei erfolgreicher Integration der Expressi-
onskassette (hier als Beispiel mit dem ca-
tetR als Insert) entsteht ein groReres Frag-
ment von ca. 6,8 kb. Da die Expressions-
kassette nur in eines der beiden MRRI-
Allele integriert, ist bei den Transforman-
ten zusatzlich die wildtypische ADHI-
Fragment vorhanden.

eine zusatzliches Fragment detektiert werden, das groler als das Wildtyp-Fragment mit einer

Grole von ca. 3,3 kb war.

Die FACS-Daten zeigen, dass das Fusionsprotein, was bis auf die DNA-Bindedomane das gesam-
te Mrrl-Protein enthielt (67-1108), im Wildtypstamm SC5314 den TetR-abhéngigen Promo-
tor aktivieren konnte (Abb. 2.12), was belegt, dass Mrrl, wenn die eigene DNA-Bindedoméne

durch TetR ersetzt wird, seine Aktivitdt behdlt und immer noch mit Benomyl induziert werden

kann. Ein Stamm, der nur TetR exprimierte, diente als Negativkontrolle und war demnach

nicht in der Lage, die caGFP-Expression zu aktivieren. Ein weiterer Stamm, der ein Fusions-

protein mit der Gal4-Aktivierungsdoméane exprimierte, wurde als Positivkontrolle verwendet.

Die TetR-Gal4AD Fusion war konstitutiv aktiv, induzierte also die Tet-Promotoraktivitat in

An- und Abwesenheit von Benomyl.

Mit der Idee, die fir die Aktivitat des Transkriptionsfaktors relevanten Bereiche vorerst grob ein-

zugrenzen, wurden drei iiberlappende Mrrl-Fragmente (Aminosduren 67-526, 269-812 und 524-
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Abbildung 2.12.: MDRI1-Promotoraktivitit in Abhdngigkeit von TetR-Mrrl Fusionsproteinen. Die
angegebenen TetR-Mrrl Fusionsproteine, die interne und N-terminal verkiirzte Mrrl-Fragmente beinhalten,
wurden zusammen mit caGFP, das unter der Kontrolle eines TetR-abhingigen Promotors steht, im C. albicans
Stamm SC5314 exprimiert. Die MDRI-Promotoraktivitdt wurde in zwei unabhangigen Transformanten (A, B)
in An- und Abwesenheit von Benomyl (50 pg/ml) mittels Durchflusszytometrie quantifiziert. Stamme, die ein
TetR-Gal4AD Fusionsprotein bzw. unfusioniertes TetR exprimieren, dienten als Positiv- bzw. Negativkontrol-
le. Die durchschnittliche Fluoreszenz und die Standardabweichung fiir die Stimme, die die Fusionsproteine
exprimieren, wurden aus den Ergebnissen von drei unabhdngigen Experimenten ermittelt.

1108) exprimiert und die resultierenden Fusionsproteine auf ihre Fihigkeit, die Transkription
zu induzieren, untersucht. Es war jedoch keines dieser Derivate in der Lage, den Tet-Promotor
in Anwesenheit von Benomyl zu aktivieren. Daher wurden weitere TetR-Mrrl Fusionsproteine

konstruiert, deren Mrrl1-Fragmente sequenziell N-terminal verkiirzt wurden.

Nur Fusionsproteine, die fast das komplette Mrr1-Protein beinhalteten, konnten in Anwesenheit
von Benomyl die Transkription induzieren. Die Deletion der ersten 143 Aminosduren des N-
Terminus von Mrrl resultierte in einer deutlich geringeren Aktivierung des Tet-Promotors und
fir Hypridproteine, in dessen Mrrl-Teil die ersten 167 Aminosauren fehlten, war kaum noch
Aktivitdt zu beobachten. Fusionsproteine, denen die ersten 268 Mrrl Aminosduren fehlten,
waren komplett inaktiv (Abb. 2.12).
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2.2.3. Eingrenzung der DNA-Bindedomane

Wie die meisten anderen Zinc-Cluster-Proteine weist Mrrl in der N-terminalen Region eine
vorhergesagte DNA-Bindedomane auf, die die Aminosduren 31 bis 59 umfasst. Ob die DNA-
Bindedomane ausreicht, den Transkriptionsfaktor an den MDRI-Promotor zu fiihren oder ob

weitere Mrrl-Regionen dafiir notwendig sind, wurde in diesem Experiment untersucht.

Apal Xhol Narl BamHI 1 kb Sacll
P T I 3'ADH1
AP MRR1DB-caGAL4AD-3xHA T caSAT1

Abbildung 2.13.: Aufbau des Inserts aus dem Plasmid pZCF36DBH2. Die DNA-Bindedomane aus MRR1
(MRR1BD) wurde mit der 3xHA-markieren GAL4AD fusionert. Die fiir Ligation der Fragmente und die Exzision
der Kassette relevanten Restriktionsschnittstellen sind im oberen Bereich der Grafik angegeben. Das Insert
umfasst aullerdem den Transkriptionsterminator T zsc7; und den Selektionsmarker caSAT1. Die flankierenden
ADH1-Sequenzen, der ADH1-Promotor (Pappz) und die 3’ADHI-Region, dienten zur Integration der Apal-
Sacll Kassette in den ADHI-Locus.

Zuerst wurden die 128 N-terminalen Aminosduren aus Mrrl mit der Gal4-Aktivierungsdomane
aus S. cerevisiae fusioniert und unter der Kontrolle des ADHI-Promotors in dem Reporter-
stamm CAG48MRR1M4B exprimiert. Durch homologe Rekombination wurde das Apal-Sacll
Fragment aus dem Plasmid pZCF26DBH2 (Abb. 2.13) in den ADHI-Locus der mrr1 A Mutan-
te integriert. Die positiven Transformanten wurden auf Nourseothricin-Platten selektiert und

wie unter 2.2.2 beschrieben im Southern Blot iiberpriift.

250
Abbildung 2.14.: Aktivierung des MDRI1-
N 200 ILJ[ Promotors durch Mrr1DB-Gal4AD Fusions-
S proteine. Die Promotoraktivitdt in mrr1 A Re-
g 150 porterstimmen, die die angezeigten Mrr1DB-
5 Gal4AD Fusionen exprimieren, wurde mittels
Z 100 Durchflusszytometrie quantifiziert. Als Kontrol-
Q le dienten die mrr1/A Mutante und Stimme,
50 die das wildtypische Mrrl bzw. hyperaktives HA-
gekoppeltes Mrrl enthielten. Die durchschnitt-
ol= == liche Fluoreszenz und die Standardabweichung
gv é? ;23- ,5 ;IY ;ZY ;lY wurden fiir jeweils zwei unabhidngige Transfor-
& § §9 §9 §9 § manten .(Bl,B2) in drei Versuchsdurchfiihrun-

(§>/ Ié;/ é;/ G;/ gen bestimmt.
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Die Fahigkeit des Fusionsproteins, die P pri- GFP-Reporterfusion zu aktivieren, wurde per
FACS-Analyse untersucht. Die mrrlI A Mutante und die Reporterstimme, die Mrrl in gesamter
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Lange bzw. HA-fusioniertes, hyperaktives Mrrl exprimieren, wurden zum Vergleich hinzuge-
zogen. Aus eigenen Experimenten (siehe Kapitel 2.4) und anderen Verdffentlichungen [153]
ist bekannt, dass ein HA-Tag am C-Terminus des Transkriptionsfaktors diesem einen gain-of-
function Effekt verleiht. Da das gleiche Fusionsprotein ohne HA-Epitop ebenfalls den MDRI-
Promotor aktivierte (nicht gezeigt), ist in diesem Versuch das HA-Tag nicht fiir die konstitutive
Aktivitat des Proteins verantwortlich. Wie in Abbildung 2.14 zu sehen ist, war das wildtypi-
sche Mrrl nicht in der Lage, in Abwesenheit induzierender Substanzen den MDRI-Promotor
zu aktivieren, wahrend das hyperaktive HA-markierte Mrrl den MDRI-Promotor konstitutiv
aktivierte. Auch das Fusionsprotein Mrr1DB-Gal4AD konnte den MDRI-Promotor induzieren,
was zeigt, dass die ersten 128 N-terminalen Aminosduren von Mrrl, die die DNA-Bindedomane
beinhalten, ausreichen, den Transkriptionsfaktor zum MDRI-Promotor zu dirigieren.

Um die DNA-Bindedomane, die fiir die Erkennung des MDRI-Promotors notwendig ist, weiter
einzugrenzen, wurde der N-terminale Bereich von Mrrl weiter sequenziell am C-Terminus ver-
kiirzt und die Apal-Sacll Fragmente aus den pZCF36DBH2-Derivaten wie oben beschrieben
ins Genom der mrrl1 A Mutante integriert und exprimiert. Es wurde getestet, ob diese kiir-
zeren Mrrl-Fragmente ebenfalls ausreichen, das Mrr1DB-Gal4AD Fusionsprotein zum MDRI-
Promotor zu dirigieren. Das Hybridprotein mit den ersten 121 N-terminalen Mrrl-Aminosduren
aktivierte den MDRI-Promotor mit annihernd derselben Effizienz wie die Mrr1-128-Gal4AD
Fusion, wahrend die ersten 106 N-terminalen Aminosduren den MDRI-Promotor mit einer
deutlich geringeren Intensitdt aktivierten. Die ersten 90 Aminosduren von Mrrl reichten nicht

mehr aus, die MDRI-Expression signifikant zu induzieren.

— 1,56 . .
IS Abbildung 2.15.: MHK von Fluconazol fiir je-
S weils zwei unabhangige Transformanten (A, B)
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Die gleichen Fusionsproteine wurden zusatzlich in der mrrIA Mutante (SCMRR1MA4A und

-B) exprimiert und deren Fahigkeit, den Zellen Resistenz gegen Fluconazol zu verleihen, in
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einem MHK-Test bestimmt. Die Ergebnisse des MHK-Tests korrelierten weitestgehend mit
den Daten aus der FACS-Analyse. Allerdings wiesen die Zellen, die das kiirzeste Fusionsprotein
(Mrr1*%-Gal4AD) exprimierten, eine leicht erhdhte Resistenz gegen Fluconazol auf. Die ersten
90 N-terminalen Aminosduren aus Mrrl scheinen also auszureichen, Mrrl Targets zu aktivieren,
die zur Fluconazol-Resistenz beitragen.

Als Fazit dieses Versuchs lasst sich sagen, dass die ersten 106 Aminosduren des N-Terminus

von Mrrl ausreichen, den Transkriptionsfaktor zum MDRI-Promotor zu dirigieren.
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2.3. Interaktion von Mrrl mit Capl und Upc2

Verschiedene Studien beschreiben weitere Transkriptionsfaktoren, die in die MDRI-Regulation
involviert sind. So bindet beispielsweise Capl, der bZIP-Transkriptionsfaktor, der in C. albicans
die Antwort auf oxidativen Stress reguliert [2, 149], in vivo an den MDRI-Promotor [151]. Zwar
fiihrte die Deletion von CAPI in MDRI1-iiberexprimierenden Stammen nicht zu einer Abnahme
der MDRI-Expression, die Expression eines C-terminal verkiirzten, hyperaktiven CAPI-Allels
jedoch resultierte in einer MDRI-Uberexpression und in einer Resistenz [2].

Der Zinc-Cluster-Transkriptionsfaktor Upc2, der die Expression der ERG-Gene reguliert und
bei Ergosterolmangel deren Expression induziert [70, 124], bindet ebenfalls an den MDRI-
Promotor [153]. Je nach Wachstumsbedingungen agiert er dort als Aktivator oder Repressor
[153] und gain-of-function Mutationen in Upc2 (z.B. ein Aminosédureaustausch an Position
648 von Glycin zu Asparaginsdure) bewirken eine konstitutive Hochregulierung der ERG-Gene
und ein erhdhtes MDRI-mRNA-Level [29, 153].

Es stellte sich die Frage, ob Capl und Upc2 neben Mrrl ebenfalls wichtige Regulatoren der
MDR1-Expression sind und ob aktivierende Mutationen in diesen Transkriptionsfaktoren mégli-
cherweise auch ein Grund fiir die MDR1-vermittelte Resistenz in klinischen C. albicans-Isolaten
sein kdnnten. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob diese Transkriptionsfaktoren eventuell bei
der Expression der MDRI-Effluxpumpe und der Resistenzentwicklung miteinander interagie-
ren. In unterschiedlichen Versuchen wurde ermittelt, ob Mrr1 nur unter Anwesenheit von Capl
bzw. Upc2 in der Lage ist, die MDRI-Expression zu aktivieren, und ob Capl und Upc2 auch

in Abwesenheit von Mrrl eine MDRI1-Hochregulierung und eine Resistenz bewirken kénnen.

2.3.1. Herstellung der capl A Mutante
2.3.1.1. Herstellung der SAT1-Flipperkassette fiir die Deletion von CAP1

Die Upstream-Region des CAPI-Gens (-427 bis +62) wurde mit den Primern CAP1-5 und
CAP1-6 amplifiziert und iiber die Restriktionsschnittstellen Sacl und Sacll in das Plasmid
pSFS4 kloniert. Das entstandene Plasmid pCAP1M1 enthélt neben der 5'CAPI-Region das
caSAT1-Resistenzgen, die FLP-Rekombinase caFLP mit der Terminationssequenz des ACT1-
Gens unter der Kontrolle des Maltose-induzierbaren Promotors P 4.2 sowie die flankierenden
FRT-sites. Fiir die Konstruktion des Plasmids pCAP1M2 wurde die Downstream-Region des
CAP1-Gens (+1460 bis +1910) mit den Primer CAP1-7 und CAP1-8 ampflifiziert, mit Xhol

und Apal verdaut und in das Xhol/Apal gespaltene Plasmid pCAP1ML1 kloniert (siehe Abb.
7).
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Sacl Sacll FRT 1 kb FRT Xhol Apal
~ O
5'CAP1 caSAT1 Tacrs cafFLP  P,,, 3'CAP1

Abbildung 2.16.: Kassette aus pCAP1M2 fiir die Deletion von CAPI1. Die Flipperkassette aus dem
Plasmid CAP1M2 enthilt den caSATI1-Resistenzmarker, die FLP-Rekombinase caFLP mit der Terminations-
sequenz T acrs unter der Kontrolle eines Maltose-induzierbaren Promotors Ppja;». Uber homologe Rekom-
bination flankierenden Sequenzen (5'CAPI und 3'CAP1) wurde das Sacl-Apal Fragment in den C. albicans
CAPI1-Locus integriert. Die fiir die Konstruktion des Plasmids relevanten Schnittstellen sind angegeben.

2.3.1.2. Deletion der CAP1-Allele im Wildtypstamm SC5314

Fiir die Herstellung der capI A Mutante wurde die in der Einleitung beschriebene SAT1-Flipper-
Methode angewendet. Die codierende Region eines der beiden CAPI-Allele im Stamm SC5314
wurde durch die Sacl-Apal Deletionskassette aus dem Plasmid pCAP1M2 ersetzt. Durch die
Maltose-induzierte FLP-vermittelte Deletion der Kassette wurden die heterozygoten CAPI
Mutanten erhalten und nach einer weiteren Runde der Integration und Exzision die homozygo-
ten CAP1 Mutanten. Die Abbildung 2.18 beschreibt die Schritte der CAPI-Deletion mit der
SATI1-Flipper-Methode.

Abbildung 2.17.: Uberpriifung der caplA Tranformanten.
Die genomische DNA von jeweils zwei unabhangigen hetero- und

\§$ SCCAPL homozygoten capl A Mutanten des Wildstammes SC5314 (M1-

Kb N SAE A RNy M4) sowie de§ Ausgangsstammes wurde mit Bglll gespalten upd
die Banden mit der 5’CAPI-Sonde detektiert. Allel CAPI-1 weist

7— 0 upstream der codierenden Region einen Bglll-Polymorphismus
6~ - g auf, weswegen im Wildtypstamm eine Doppelbande zu sehen ist.
5 —W Die erste Integration der Deletionskassette (M1) erfolgte in einer
4 —m Transformante in das Allel CAPI-1, in der der zweiten Transfor-

mante in das Allel CAPI1-2. Da der Maltose-abhdngige Promotor

3 4‘ in Abwesenheit von Maltose nicht komplett reprimiert ist, wurde
g die Kassette in den Mutanten M1 und M3 bei der Inkubation der

Stamme zur Isolierung der genomischen DNA zum Teil aus dem

2 — “M Genom herausgeschnitten. Das erkldrt die zusatzlichen Banden
- bei ca. 2kb bzw. 1,7 kb, die normalerweise erst bei den Mutanten

M2 und M4 nach der Exzision der Kassette erscheinen, und das

Verschwinden der ca. 6 kb groRen Bande bei M3. Nicht relevante
Spuren wurden aus dem Bild herausgeschnitten.

Die Transformanten wurden nach jedem Integrations- und Exzisionsschritt im Southern Blot
tiberpriift. Der Blot in Abbildung 2.17 zeigt die Spaltung aller Transformanten bis zum Erhalten
der capl A Mutanten. Nach der Spaltung mit Bglll konnte mit der 3'- bzw. der 5’CAP1-Sonde

ein spezifisches Bandenmuster detektiert werden.
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Abbildung 2.18.: Herstellung der capl A Mutante mit der SATI1-Flipper-Methode. Die codierende
CAPI1-Region des C. albicans-Stammes SC5314 wurde durch homologe Rekombination mit der Sacl-Apal
Deletionskassette aus pCAP1M2 ersetzt. Das Allel CAPI-1 weist upstream der codierenden Region einen
Bglll-Polymorphismus auf. Durch Ausschneiden und eine weitere Runde der Integration und Exzision wurden
die homozygoten capl A Mutanten erhalten. Die fiir die ldentifikation der positiven Transformanten relevanten
Bglll-Schnittstellen sowie die GroRen der mit der 3'- und der 5’CAPI1-Sonde detektierbaren Fragmente sind

angegeben.
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Da eines der beiden CAP1-Allele (hier Allel 1 genannt) upstream der codierenden CAPI-Region
einen Bglll-Polymorphismus aufweist, wurde bei der Erstellung zweier unabhéngiger heterozy-
goter Transformanten darauf geachtet, dass die Deletionskassette in einer Transformante in

Allel 1 und der anderen Transformante in Allel 2 integriert.

YPD  5mM H,0,
SC5314 l \‘4 Abbildung 2.19.: Wachstum der capl A Mutanten auf H,0,.

N PPN Spottest von jeweils zwei unabhingigen hetero- (M2) bzw. homozy-
SCCAPLM2 { \ Pyl goten (M4) caplA Mutanten und deren Ausgangsstamm SC5314.
- Bei der homozygoten capl A Mutante SCCAP1M4 ist kein Wachs-

SCCAP1M4 { tum mehr auf YPD-Medium mit 5 mM H>0O, zu beobachten.

Ein Spottest zeigte, dass die heterozygote capl A Mutante ebenso gut wie der Ausgangsstamm

auf 5mM H,O, wachsen konnte, die homozygote Mutante war jedoch komplett sensitiv ge-
geniiber H,O,. Die upc2 A Mutante wurde nicht im Rahmen dieser Arbeit hergestellt, sondern

von Clemens Heilmann wahrend seiner Diplomarbeit angefertigt [41].

2.3.2. Die Rolle von Capl in der MDR1-Expression und der

Mdrl-vermittelten Resistenz

Wie schon erwahnt ist neben MRR1 auch ein hyperaktives, C-terminal verkiirztes CAP1-Allel
in der Lage, den MDRI1-Promotor konstitutiv zu aktivierten und in eine Resistenz hervorzuru-
fen [2]. Daher war es Ziel dieser Arbeit zu untersuchen, ob ein hyperaktives CAPI1-Allel fiir
seine Aktivitdt die Anwesenheit von Mrrl benétigt bzw. hyperaktives MRRI von der Anwe-
senheit von Capl abhangig ist. Dafiir wurden eins bzw. beide CAP1-Allele im Wildtypstamm
SC5314 sowie einer mrrl A Mutante durch C-terminal verkiirzte, hyperaktive CAPI-Allele
(CAP1AC%3) ersetzt. Ebenso wurde hyperaktives MRR1 im Wildtypstamm und der capl A

Mutante exprimiert.
SI Bg SII FRT 1 kb FRT Xh A

5'CAPI1AC333 T, ., caSAT1 Tacrt caFLP P, 3'CAPI

Abbildung 2.20.: Aufbau der Deletionskassette fiir das Ersetzen des CAP1-Allels durch CAP14¢333,
Die Abbildung zeigt den SATI-Flipper aus Plasmid pCAP1R1. Zur homologen Rekombination in den CAPI-
Locus dienen die flankierenden Sequenzen, im 5'-Bereich der C-terminale Teil des verkiirzten CAPI-Allels
(CAP12%333) und die 3'CAPI-Region. Die fiir die Konstruktion des Plasmids wichtigen Schnittstellen sind
angegeben: Sacl (SI), Sacll (SIl), Xhol (Xh) und Apal (A). Die Bglll-Schnittstelle (Bg) ist relevant fiir die
Identifikation positiver Transformanten im Southern Blot.
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Die Herstellung der Mutanten, in denen eins oder beide endogene CAPI-Allele durch das hy-
peraktive CAP12%333_Allel ersetzt wurden, erfolge nach demselben Schema, wie es bereits in
Abbildung 2.18 beschrieben wurde. Durch zweimalige Integration und Exzision der Kassette aus
pCAP1R1 (Abb. 2.20) in den CAPI-Locus wurden die homozygoten CAP1233% Mutanten er-
halten, entweder im Wildtyp-Hintergrund (SCCAP1R11 bis -R14) oder im mrr1 A-Hintergrund
(Amrr1CAP1R1 bis -R14). Das integrierte Sacl-Apal Fragment aus dem Plasmid pCAP1R1
dhnelt dem Fragment aus pCAP1M2 (Abb. 2.16), weist aber anstelle der 5’'CAP1-Region den
C-Terminus des verkiirzten CAPI-Allels mit einem Aktinterminator auf. Die zusitzliche einge-
fiigte Bglll-site, iiber die das 5'CAP12%333-Fragment mit dem Aktinterminator ligiert wurde,
resultierte allerdings in einem anderen Bandenmuster. Anstelle der 5'CAP1-Sonde wurde fiir
die Hybridisierung die spezifische 5’CAP1IR1-Sonde verwendet, die aus dem Sacl-Bglll Frag-
ment aus pCAP1R1 besteht.

FRT FRT
Sacl 1 kb BglII Nsil XholI Apal
MRR 176835 Tacr: caSAT1 Tacr: caFLP Pmaz  3'MRR1
‘\ homologe Rekombination e
Nsil MRR1 Nsil
-1101 +3873

Abbildung 2.21.: Aufbau der Deletionskassette aus pMRR1R3. Die Abbildung zeigt den SATI-Flipper
aus dem Plasmid pMRR1R3 mit dem caSATI-Resistenzmarker sowie der FLP-Rekombinase caFLP unter
der Kontrolle des Maltose-induzierbaren Promotors Pya; und der Transkriptionsterminationssequenz T ac7i.
Zur homologen Rekombination des Sacl-Apal Fragmentes in den wildtypischen MRRI-Locus (unten) dienen
die flankierenden Sequenzen, im 5'-Bereich das mutierte MRRI-Allel (MRR17%%35) und die 3'MRR1-Region.
Zusétzliche fiir die Konstruktion des Plasmids relevanten Schnittstellen (Bglll und Xhol) sind angegeben.
Die Nsil-Schnittstellen bei -1101 bp und +3873 bp in Bezug auf das MRRI-Startcodon sowie im P4, sind
relevant fiir die Identifikation positiver Transformanten im Southern Blot. Der kurze schwarze Balken markiert
die Bindestelle der 3'MRR1-Sonde.

Die Stamme SCMRR1R32 und -R34, in denen eines bzw. beide endogenen MRR1-Allele durch
hyperaktives MRR1 (MRR17%83%) ersetzt wurden, wurden von Franziska Dierolf im Rahmen
ihrer Diplomarbeit konstruiert. Die Integration der hyperaktiven MRRI-Allele in die caplA
Mutante SCCAP1M4 erfolgte in dieser Arbeit ebenfalls wie oben beschrieben mit der SAT1-
Flipper-Methode. Durch wiederholte Integration und Exzision des Sacl-Apal Fragments aus
pMRR1R3 (Abb. 2.21, von F. Dierolf), was als flankierende Sequenzen fiir die homologe Re-
kombination das mutierte MRRI-Allel (MRR1783%) und die 3'MRR1-Region enthielt, wurden
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die homozygoten MRR1P%®35 Transformanten hergestellt (AcapI MRR1R31 bis -R34). Die
Identifikation der positiven Transformanten erfolgte durch die Spaltung der genomischen DNA
mit Nsil und anschlieBender Detektion der Fragmente im Southern Blot mit der 3'MRRI-
Sonde (nicht gezeigt). In der MRR1-Region befindet sich eine Nsil-site bei ca. -1100 bp und
eine bei ca. +3880 in Bezug auf das Startcodon (siehe Abb. 2.21). Das wildtypische Nisil-
Fragment weist daher eine Grole von ca. 5kb auf. Bei Integration der Deletionskassette aus
pMRR1R3 konnte aufgrund einer Nsil-site im P4, ein zusatzliches Fragment von ca. 700 bp
detektiert werden. Das Ausschneiden des SATI-Flippers an den FRT-sites bewirkte einen
Shift der ~0,7 kb Bande auf ca. 5,5 kb, was dem wildtypischen Fragment plus Aktintermini-
nator und FRT-sites entsprach. Das Ersetzen des zweiten MRRI-Allels durch die hyperaktive
Form erfolgte auf dieselbe Weise. Die Mutanten und deren Kontrollstimme wurden in einem
MHK-Test auf ihre Empfindlichkeit gegeniiber Fluconazol und Cerulenin gestestet (Abb. 2.24).

In den Wildtyp SC5314 und die mrr1 A bzw. capl A Mutanten, die hyperaktive CAPI- bzw.
MRR1-Allele exprimieren, sowie deren Kontrollstimme wurde iiber homologe Rekombination in
den ACTI-Locus eine Reporterfusion eingebracht. Das Kpnl-Sacll Fragment aus dem Plasmid
pMPG2S enthélt GFP unter der Kontrolle des MDRI-Promotors (Abb. 2.22). Die positiven
Transformanten wurden nach Spaltung der genomischen DNA mit EcoRIl im Southern Blot
iberpriift. Bei erfolgreicher Integration der Fragmente war mit eine ACT1-spezifischen Sonde,
die aus dem Kpnl-Xhol Fragment aus dem Plasmid pMPG2S besteht (siehe Abb. 2.22), zusétz-
lich zum wildtypischen ~ 4,2 kb Fragment ein weiteres Fragment von ~ 8,4 kb detektierbar. Per
Durchflusszytometrie wurde die Fihigkeit der hyperaktiven Transkriptionsfaktoren Mrrl und
Capl, in An- und Abwesenheit des jeweils anderen Transkriptionsfaktors den MDRI-Promotor

zu aktivieren, quantifiziert.

KpnI Xhol 1 kb Sacll

3'ACT1  Puypg; GFP T,y  CaSATI1 Pacr
homologe Rekombination ”/,«::111';'4'"”““

EcoRI ACT1 EcoRI
+2856 -1371

Abbildung 2.22.: Konstrukt aus dem Plasmid pMPG2S. Das Kpnl-Sacll Fragment aus pMPG2S wurde
verwendet, um die Pypri-GFP-Reporterfusion iiber homologe Rekombination der ACT1-Promotorregion und
der 3’ACT1-Region in den C. albicans ACTI1-Locus zu integrieren. Die Kassette enthalt auBerdem den caSATI1-
Selektionsmarker und die Terminationssequenz des ACT1-Gens. Zur Uberpriifung der Transformanten wurde
die genomische DNA an den EcoRI-Schnittstellen, die sich an den Positionen -1371 und +2856 in Bezug
auf das ACTI1-Startcodon befinden, gespalten und die Fragmente mit der ACTI-spezifischen Sonde (Kpnl-
Xhol Fragment, schwarzer Balken) detektiert. Bei erfolgreicher Integration der Fragmente enstand durch den
EcoRI-Verdau neben dem wildtypischen ~ 4,2 kb groRen Fragment eine weiteres von ca. 8,4 kb.
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Abbildung 2.23.: Aktivierung des MDRI1-Promotors durch hyperaktive CAPI1- und MRRI1-
Allele. In C. albicans-Stammen, die eine Pppri-GFP-Reporterfusion tragen, wurde die Fluoreszenz und
die Standardabweichung aus drei Experimenten von je zwei unabhingigen Transformanten (B1,B2)
folgender Stimme bestimmt: SCMPG2 (Wildtyp), SCMRR1IM4MPG2 (mrr1A), SCCAP1M4MPG2
(cap1A), SCCAP1IR2MPG2 und SCCAP1R4MPG2 (hetero- und homozygote CAPI2¢333 Mutante),
Amrr1CAP1R2MPG2 und Amrr1 CAP1R4MPG2 (hetero- und homozygote CAP14C333 Mutante im mrrl A-
Hintergrund), SCMRR1R32MPG2 und SCMRR1M34MPG2 (hetero- und homozygote MRR1P%83S Mutan-
te), AcapI MRR1R32MPG2 und AcapI MRR1IM34MPG2 (hetero- und homozygote MRR1P%835 Mutante im
CAP14%333_Hintergrund). Die Hintergrundfluoreszenzen der Ausgangsstimme, die keine Reporterfusion ent-
halten, sind als schwarzer Balken am FuR jeden Balkens dargestellt (eine Messung).

Wie in Abbildung 2.23 zu sehen ist, wird MDRI unter normalen Wachstumsbedingungen kaum
nachweisbar exprimiert. Auch die mrr1A und die capI A Mutante weisen nur Hintergrund-
fluoreszenz auf. Das Ersetzen der beiden wildtypischen CAPI-Allele durch die hyperaktive,
C-terminal verkiirzte Form fiihrte zu einer Aktivierung des MDRI-Promotors, wihrend in der
heterozygoten CAP14%33% Mutante nur wenig Expression zu beobachten war. Auch in den
mrrl1 A Mutanten waren die CAP12333_Allele in der Lage, MDRI zu aktivieren, allerdings
mit geringerer Effizienz als im Wildtyp-Hintergrund. Die FACS-Daten zeigen, dass die Indukti-
on des MDRI-Promotors durch hyperaktive CAP14%333_Allele nur teilweise Abhingig ist von
Mrrl. Zwei hyperaktive MRR1-Allele (MRR1P®83%) aktivierten den MDRI-Promotor stérker
als die verkiirzten CAPI-Allele, wihrend ein MRR1P%®S eine im Vergleich geringe MDRI-
Expression bewirkte. Die hyperaktiven MRRIP6835_Allele aktivierten die MDRI-Expression in
der capl A Mutante mit dhnlicher Effizienz wie im Wildtypstamm SC5314, was beweist, dass
die Mrrl-vermittelte MDRI1-Expression nicht von der Anwesenheit von Capl abhangt.

Der Effekt hyperaktiver MRR1- und CAPI-Allele auf die Resistenz im Wildtyp und der capl A
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bzw. der mrr1 A Mutanten wurde in einem MHK-Test bestimmt (sieche Abb. 2.24). Das Er-
setzen eines der endogenen CAPI-Allele durch das hyperaktive CAP12333_Allel resultierte in
einem leichten Anstieg der Resistenz gegen Fluconazol, wihrend zwei hyperaktive CAP14¢333.
Allele die Fluconazol-Resistenz noch erhdhten. In der mrrl A Mutante hingegen resultierte das
Erstzen eines endogenen CAPI-Allels durch das CAP14<333Allel nicht in einem Anstieg der
MDRI1-Expression und die Integration zweier CAPI12333Allele bewirkte eine geringere Akti-
vierung des MDRI-Promotors als im Wildtyp-Hintergrund. Das belegt, dass CAP14¢333 fiir die
Vermittlung der Fluconazol-Resistenz zumindest teilweise die Anwesenheit von Mrrl bendtigt.
Im Gegensatz dazu war eine Resistenz gegen Cerulenin erst in der homozygozen CAP14%333
Mutante zu beobachten und dieselben Ergebnisse wurden in der mrrI A Mutante abgelesen.
Die Fahigkeit der hyperaktiven CAPI-Allele, Resistenz gegen das Mdr1-Substrat Cerulenin zu
verleihen, ist demnach nicht von einem funktionellen MRR1-Gen abhingig. Ein hyperaktives
MRR1P5835_Allel war in der Lage, eine leichte Resistenz gegen Fluconazol und Cerulenin zu
verursachen, wihrend in der homozygoten MRR1P®835 Mutante ein Anstieg der Resistenz um
das 16-fache zu beobachten war. Die selben Werte wurden in der capl A Mutante erreicht, was
belegt, dass hyperaktives MRRI die Anwesenheit eines intakten CAPI-Genes nicht benétigt,

um Resistenz gegen Fluconzazol und Cerulenin zu vermitteln.

Insgesamt zeigten diese FACS-Analyse und der MHK-Test, dass hyperaktive CAPI- und MRR1-
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Allele unabhangig voneinander Resistenz vermitteln kdnnen.

2.3.3. Kooperation zwischen Mrrl und Capl in der
MDR1-Expression

Da sowohl hyperaktive MRR1-Allele als auch hyperaktive CAPI-Allele den MDRI-Promotor
aktivieren, wurde untersucht, ob die gemeinsame Expression der hyperaktiven Formen der Tran-
skriptionsfaktoren eventuell einen additiven oder sogar synergistischen Effekt auf die MDRI-
Promotoraktivitdt und die Resistenz hat. Dazu wurden zuerst die beiden endogenen CAPI-
Allele in einem Stamm, der bereits zwei hyperaktive MRR1P%835_Allele enthielt, durch die hype-
raktiven CAP123%_Allele ersetzt. Das Sacl-Apal Fragment aus dem Plasmid pCAP1R1 (Abb.
2.20) wurde iiber homologe Rekombination in den CAPI-Locus der homozygoten MRR1P®835
Mutante integriert (siehe Integrationsschema 2.18). Nach der Spaltung der genomischen DNA
mit Bglll wurde das spezifische Bandemuster mit der 3'CAP1-Sonde im Southern Blot visuali-
siert. Die Empfindlichkeit der Doppelmutanten gegeniiber Fluconazol und Cerulenin wurde in
einem MHK-Test ermittelt (Abb. 2.25).

6,25 Fluconazol Abbildung 2.25.: Effekt hyperaktiver MRRI- und CAP1-
T 33 1 I Allele auf die Resistenz. Gezeigt sind die MHK von Flu-
3 156 [ I conazol und Cerulenin fiir den Wildtypstamm SC5314 sowie
Z 078 | I 1 die Mutanten, in denen die wildtypischen MRRI- und/oder
£ 030 I S CAPI-Allele durch die jeweiligen hyperaktiven MRRIP683S.

0.2 11 I I und CAPIAC333_Allele ersetzt wurden. Die MHK wurde fiir
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Um in den gleichen Stdmmen die Auswirkungen der gleichzeitigen Expression hyperaktiver
CAPI- und MRRI-Allele auf die Aktivitit des MDRI-Promotors zu bestimmen, wurde das
Kpnl-Sacll Fragment mit der Pppgri-GFP-Reporterfusion aus dem Plasmid pMPG2S (siehe
Abb. 2.22) in deren Genom integriert. Die Aktivitit des MDRI-Promotors in den CAP14<3%3
MRR1P®835 Doppelmutanten wurde mittels Durchflusszytometrie gemessen und mit der Ak-
tivitit des MDRI-Promotors in Stammen, die nur CAPI2%333_ bzw. MRRI1P®3S_Allele expri-
mieren, verglichen (Abb. 2.26).
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1000 Abbildung 2.26.: Effekt hyperaktiver MRRI1- und

CAP1-Allele auf die MDRI1-Promotoraktivitdt.
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liche Fluoreszenz und die Standardabweichung
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Hintergrundfluoreszenz der Ausgangsstimme ohne
GFP ist als schwarzer Bereich am FuR der Balken
angegeben (ein Messwert).
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Wie in Abbildung 2.25 zu sehen ist, stieg die Resistenz gegen Fluconazol und Cerulenin in
den Stimmen, die beide hyperaktiven Formen der Transkriptionsfaktoren, MRR1P%835 und
CAP14C333 exprimieren, gegeniiber Stimmen, die nur einen konstitutiv aktiven Transkripti-
onsfaktor exprimieren, weiter an. Auch die MDR1-Expression war erhoht, wenn beide Transkrip-
tionsfaktoren in konstitutiv aktiver Form vorlagen (Abb. 2.26). Diese Ergebnisse zeigen, dass
aktivierende Mutationen in Mrrl und Capl einen additiven Effekt auf die MDRI-Expression

und die Resistenz haben.

2.3.4. Die Rolle von Upc2 in der MDR1-Expression und der

Mdrl-vermittelten Resistenz

Dass die Aktivitdt eines hyperaktiven CAPI-Allels teilweise abhdngig von der Anwesenheit
eines intakten MRRI-Allels ist, konnte in Abschnitt 2.3.2 demonstriert werden. Auf dieselbe
Weise wurde in dieser Arbeit auch die gegenseitige Abhangigkeit von Mrrl und Upc2 bei der
MDRI-Expression und der Vermittlung der Resistenz untersucht. Die upc2/A Mutante wurde
von Nico Dunkel hergestellt [29]. Die wildtypischen Stamme, die integrierte UPC2-Allele tragen,
wurden von Clemens Heilmann und Sabrina Schneider angefertigt [41]. Die mrr1 A Mutanten
mit integrierten UPC2-Allelen wurden fiir diese Arbeit von Sabrina Schneider konstruiert.

In diesem Versuch wurde untersucht, ob hyperaktives Upc2 in der Lage ist, die MDRI-
Expression zu induzieren und ob dessen Aktivitdt abhangig von der Anwesenheit von Mrrl ist.
In die SC5314- und mrr1 A-Derivate, in denen eins oder beide endogene UP(C2-Allele durch das
konstitutiv aktive UPC2%84P_Allel ersetzt wurden, wurde eine Pypri- GFP-Reporterfusion in-
tegriert und die Fahigkeit der Allele, den MDRI1-Promotor zu aktivieren, in einer FACS-Analyse

ermittelt.
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300 Abbildung 2.27.: Aktivierung des
%% MDRI1-Promotors durch hyperakti-
2500 ve UPC2- und MRRI1-Allele. Ange-
200l - zeigt sind nur die relevanten Genotypen
der jeweiligen Stimme, die Stammna-
men sind der Tabelle 4.2 zu entneh-
ioof - men. Die Stimme tragen eine Pppgri-
GFP-Reporterfusion, die durchschnittli-
che Fluoreszenz und die Standardabwei-
chung wurden aus drei Experimenten
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Wie die Abbildung 2.27 zeigt, wies die heterozygote UPC2%%84P Mutante nur Hintergrundfluo-
reszenz auf. In der homozygoten UPC2%%84D Mutante konnte ein ca. 2,5-facher Anstieg der
Fluoreszenz iiber dem Hintergrund beobachtet werden, was belegt, dass hyperaktives UPC2 die
MDR1-Expression aktivieren kann. Diese Upc2-Aktivitat scheint abhdngig von der Anwesenheit
eines intakten MRRI zu sein, denn in der mrrI A Mutante konnte keine UPC2%684P_vermittelte
MDRI1-Expression detektiert werden.

Die Upc2-vermittelte MDRI1-Expression ist jedoch im Vergleich zur MDRI-Expression, die
durch hyperaktives MRR1 induziert wird, fast vernachldssigbar. Stamme, die ein konstitutiv
aktives MRRIP®83S_Allel exprimieren, besonders aber die homozygoten MRR1P%835 Transfor-
manten, wiesen eine starke Pypr;- GFP-Aktivierung auf. Das Fehlen der funktionellen UPC2-
Allele hatte keinen Einfluss auf die MDRI-Expression in diesen Mutanten, was belegt, dass
Upc? fiir die MRRIP®835_yermittelte MDRI-Expression nicht notwendig ist. Die FACS-Daten
zeigen, dass Upc2 bei der Regulation der Mdrl-Effluxpumpe nur eine untergeordnete Rolle

spielt, Mrrl hingegen ein wichtiger Regulator der MDR1-Expression ist.

Es wurde bereits gezeigt, dass die Resistenz gegen Fluconazol in Stdmmen mit einer G684D-
Mutation in einem UPC2-Allel gegeniiber dem wildtypischen Ausgangsstamm um das 4-fache
erhsht ist, in homozygoten UPC2%%%4P Stimmen sogar um das 8-fache [41]. Im MHK-Test der
vorliegenden Arbeit mit den selben Stimmen wurden die selben Werte nicht nur im Wildtyp-
Hintergrund sondern auch im mrrl1 A-Hintergrund abgelesen (siehe 2.28). Hyperaktives Upc2
erhohte demnach die Fluconazol-Resistenz in An- und Abwesenheit von Mrrl gleichermalen.
Das und die Tatsache, dass es im Gegensatz zu hyperaktivem Mrrl die MDRI-Expression
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Widyp - mmih - Widtyp - upc2h Abbildung 2.28.: MHK von Fluconazol und Cerule-
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nur minimal aktivierte (siche Abb. 2.27), zeigt, dass die Fluconazol-Resistenz in UPC2¢584D_

MHK Cerulenin [pg/ml]

exprimierenden Stimmen auf die Uberexpression von ERGI1 und anderen Upc2-Targets zuriick-
zufiihren ist und nicht auf eine erhdhte MDRI-Expression. Die Empfindlichkeit gegeniiber Ce-
rulenin, welches ein Substrat der Mdr1-Effluxpumpe ist, wurde weder im Wildtyp-Hintergrund
noch im mrrl A-Hintergrund von der Anwesenheit eines oder zweier UPC2%%84P_Allele beein-

flusst.

In C. albicans-Stimmen, die ein hyperaktives MRR1P%835_Allel exprimieren, wurde ein 2-facher
Anstieg der Cerulenin-Resistenz beobachtet und in homozygoten MRR1P%835_Stimmen so-
gar ein 16-facher Anstieg (Abb. 2.28). Wie schon bei der Aktivierung des MDRI-Promotors
beobachtet werden konnte (Abb. 2.27), hatte auch in Hinsicht auf die Cerulenin-Resistenz
die Abwesenheit von UPC2 keinen Einfluss auf die MRR1P583S_Aktivitat. Obwohl upc2A
Mutanten hypersensitiv gegeniiber Fluconazol waren [29], konnte hier gezeigt werden, dass
MRR1P%835 in der upc2A Mutante in gleichem MaRe Resistenz gegen Fluconazol verursacht
wie im Wildtyp-Hintergrund. In Stimmen, in denen beide MRRI-Allele durch die hyperaktive
Form ersetzt wurden, stieg die Fluconazol-Resistenz um das 16-fache. Mit den MHK-Tests
konnte belegt werden, dass hyperaktives Mrrl unabhdngig von Upc2 in der Lage ist, eine

Resistenz in C. albicans zu verursachen.
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2.3.5. Induzierbarkeit des MDR1-Promotors in mrrl1 A, capl A
und upc2A Mutanten

Die Expression von MDRI kann durch toxische Substanzen, wie z.B. Benomyl oder H,O,, in-
duziert werden [82, 105]. Um zu klaren, in welchen MaRe Mrrl, Capl und Upc2 an der Induzier-
barkeit von MDR1 durch diese Substanzen beteiligt sind, wurde die MDRI-Promotoraktivitat
in An- und Abwesenheit von Benomyl und H,O, im Wildtyp-Hintergrund und den Deletions-

mutanten quantifiziert.
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Abbildung 2.29.: Induzierbarkeit des MDRI-Promotors durch 50png/ml Benomyl und 0,005 % H205 im Wild-
typ und den mrr1 A, capl A und upc2 A Mutanten. Gezeigt sind die Durchschnittsfluoreszenz und die Standard-

abweichung aus drei Experimenten von jeweils zwei unabhédngigen Transformanten (A, B) der unbehandelten
und der induzierten Stimme. Verwendete Stimme: SCMPG2 (Wildtyp), SCMRR1IM4MPG2 (mrr1A), SC-
CAPIM4MPG2 (cap1A) und SCUPC2MAMPG2 (upc2A).

Wie aus Abbildung 2.29 zu entnehmen ist, lieB sich die MDRI-Expression im Wildtyp-Hinter-
grund durch Benomyl und durch Hy;O, induzieren. Wie bereits in einer friitheren Verdffentli-
chung berichtet wurde [82], war auch in diesem Versuch die Induktion des MDRI-Promotors
in der mrrI A Mutante aufgehoben. Das beweist, dass Mrrl bei der Akivierung des MDRI-
Promotors durch die beiden induzierenden Substanzen unverzichtbar ist. Die Anwesenheit
von Upc2 hingegen scheint fiir die MDRI-Expression in Reaktion auf Benomyl und H,O,
nicht notwendig zu sein, da die Deletion von UPC2 keinen Effekt auf die Induzierbarkeit des
MDR1-Promotors hatte. Die Benomyl-induzierte MDRI-Expression war in der caplA Mu-
tante deutlich geringer als im Wildtyp-Hintergrund, wihrend eine H,Op-induzierte Aktivitat
des MDRI1-Promotors nicht mehr detektierbar war. Daraus ist zu schlieBen, dass Capl zur
MDRI-Induktion durch Benomyl beitragt und essentiell ist fiir die MDRI-Induktion durch
H,0,.
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2.3.6. Anteil der Mdr1 Effluxpumpe an Mrrl-, Capl- und Upc2-

vermittelter Resistenz

Ziel dieses Versuches war es herauszufinden, zu welchem Anteil die Fluconazol- und die
Cerulenin-Resistenz, die durch hyperaktives Mrrl, Capl und Upc2 verursacht werden, zuriick-
zufiihren sind auf die Expression der Mdr1-Effluxpumpe. Dazu wurden die konstitutiv aktiven
MRRIP683S. CAP14333_ und UPC2¢%%4P_Allele im Wildtyp SC5314 und der mdrl A Mutan-
te exprimiert und deren F3higkeit, Resistenz in An- und Abwesenheit von Mdrl zu verleihen,
untersucht.

Dazu mussten vorerst die mdr1 A Stamme, die die hyperaktiven MRR1- und CAPI-Allele expri-
mieren, hergestellt werden. Die Sacl-Apal Fragmente aus pCAP1R1 (Abb. 2.20) und pMRR1R3
(Abb. 2.21) wurden wie unter 2.3.2 beschrieben in die mdrI A Mutante integriert und im
Southern Blot tiberpriift (nicht gezeigt). Die mdr1 A Mutante wurde von Nico Dunkel angefer-
tigt und fiir diesen Versuch verwendet. Die Integration der konstitutiv aktiven UPC2%684P_Allele
in die mdrI A Mutante (Stamm Amdr1UPC2R14) wurde von Sabrina Schneider iibernommen.

wt mdriA wt mdriA wt mdriA
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Abbildung 2.30 zeigt die Ergebnisse des MHK-Tests fiir Fluconazol und Cerulenin von Stam-
men, die die konstitutiv aktiven MRR1P%835. CAP12C333_ ynd UPC2%684D_Allele in An- und
Abwesenheit von Mdr1 exprimieren. Die MRR1P®835_vermittelte Fluconazol-Resistenz sank von
einem 16-fachen Anstieg im Wildtyp-Hintergrund auf einen nur 4- bis 8-fachen Anstieg (Abb.
2.30 zeigt nur den 4-fachen Anstieg) in der mdrl A Mutante. Das bedeutet, dass neben
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MDRI1 noch weitere Mrrl-Targets zur Fluconazol-Resistenz in Stimmen mit Mutationen in
MRRI1 beitragen. Im Gegensatz dazu sank in Abwesenheit von Mdrl die Cerulenin-Resistenz
in diesen Stammen vom 16- auf das nur 2-fache, was darlegt, dass die Mrrl vermittelte
Cerulenin-Resistenz fast ausschliellich auf die Aktivitdt der Mdrl-Effluxpumpe zuriickzufiih-
ren ist. Die Fluconazol-Resistenz in Stimmen, die das hyperaktive CAPI12%333_Allel exprimie-
ren, war in der mdrl A Mutante mit einem 2-fachen Anstieg etwas geringer als mit einem
4-fachen Anstieg im Wildtyp-Hintergrund. Daraus lasst sich schlieBen, dass Mdrl nur zum
Teil zur Capl-vermittelten Fluconazol-Resistenz beitrdgt und weitere Capl-Targets involviert
sind. Capl-vermittelte Cerulenin-Resistenz, die ohnehin nur sehr gering ist, scheint hingegen
abhingig zu sein von einem intakten MDRI-Allel, da in der mdr1 A Mutante, die die hy-
peraktiven CAPI12333_Allel trigt, keine Cerulenin-Resistenz mehr zu beobachten war. Das
hyperaktive UPC2%%84P yerursachte im Wildtyp und der mdr1 A Mutante einen Anstieg der
Fluconazol-Resistenz um das 8-fache, war also nicht abhingig von der Anwesenheit von Mdr1.
Das belegt, dass die Upc2-vermittelte Fluconazol-Resistenz durch die Hochregulierung von
ERG-Genen und moglicherweise noch weiteren Upc2-Targets verursacht wird. Ein Anstieg der

Cerulenin-Resistenz wurde weder im Wildtyp noch in der mdr1 A Mutante beobachtet.



60 2. Ergebnisse

2.4. ldentifizierung direkter Zielgene von Mrrl

Die Ergebnisse in Abschnitt 2.3.6 zeigten, dass die von den aktivierten MRRIP%%35. ynd
CAP12%333_Allelen verliehene Fluconazol-Resistenz in C. albicans nicht allein auf die Uber-
expression der Mdr1-Effluxpumpe zuriickzufiihren ist und demnach vermutlich weitere Targets
der Transkriptionsfaktoren in die Resistenzentwicklung involviert sind. AuBerdem beeinfluss-
te die Deletion von MRRI in klinischen resistenten Isolaten die Fluconazol-Resistenz starker
als die Deletion der MDRI-Effluxpumpe selbst, was ebenfalls vermuten lieR, dass Mrrl die
Expression weiterer Gene reguliert, die zur Fluconazol-Resistenz in C. albicans beitragen [82].
Morschhauser et al. identifizierten in einer Genom-weiten Expressionsanalyse bereits einige Ge-
ne, die von MRR1P®85 reguliert werden [82]. Vergleicht man diese Gene mit Genen, die von
Capl gebunden und reguliert werden [151], stellt man fest, dass Mrrl und Capl neben MDRI
einige Targets teilen, wie z.B. OYE23 und orf19.251.

Um Bindestellen von Mrrl in vivo zu identifizieren, wurden in Kooperation mit der Arbeitsgrup-
pe von Martine Raymond (IRIC, Montreal, Kanada) ChIP-on-chip Experimente durchgefiihrt.
Diese Methode vereint Chromatin-Immunoprazipitation mit der Hybridisierung auf Microar-
rays, die das gesamte C. albicans Genom in kurzen Oligonukleotiden abdecken. Ob das Fehlen
von Capl einen Einfluss auf das in vivo-Bindeprofil von Mrrl hat, wurde ebenfalls in diesen
ChIP-on-chip Versuchen untersucht.

Zusatzlich wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von David Rogers (Memphis, USA)
Transkriptionsprofile erstellt, um herauszufinden, ob die von Mrrl gebunden Gene auch von
Mrrl reguliert werden und ob die Abwesenheit von Capl das Transkriptionsprofil von Mrrl

beeinflusst.

2.4.1. ChlP-on-chip: Vorversuche

Wie bereits in Chip-on-chip Studien von Capl, Upc2 und Tacl beschrieben [66, 151, 153]
wurde fiir die Immunopréazipitation mit einem anti-HA-Antikdrper Mrrl mit einem C-terminalen
HA-Tag versehen.

Zuerst wurde der Effekt des HA-Tags auf die Aktivitdt des wildtypischen und des hyperaktiven
Mrrl-Proteins getestet, die sowohl unter der Kontrolle des endogenen MRRI1-Promotors als
auch unter der Kontrolle des konstitutiv aktiven ADHI-Promotors exprimiert wurden.

Fiir die Konstruktion der Expressionskassetten aus den Plasmiden pZCF36H2 und pZCF36H3
wurde das 3xHA-ACTIT Fragment aus pYML127HAT zusammen mit dem 5°caSATI Frag-
ment aus pSAT1 in die BamHI/Clal-gespaltenen Vektoren pZCF36G2 und pZCF36G3, die das
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Abbildung 2.31.: Konstrukt aus den Plasmiden pZCF36H2 und pZCF36H3. Das Sacl-Apal Fragment
enthilt das wildtypische (pZCF36H2) bzw. das hyperaktive MRRI-Allel (pZCF36H3) mit einem C-terminalen
HA-Tag, den Aktinterminator T ac7; und den caSATI-Resistenzmarker. Relevante Schnittstellen (EcoRlI, Bglll,
Sall (S), Xhol (X) und Clal) sind angegeben. Durch deren Fusion gingen die Sall- und die Xhol-Schnittstelle
verloren. Das Sacl-Apal Fragment wurde iiber homologe Rekombination der 5°- und der 3’'MRRI1-Region in den
C. albicans MRRI-Locus der mrr1 A Mutanten integriert (unten). Uber den Verdau mit Nsil und anschlieRende
Hybridisierung der Fragmente im Southern Blot wurde die Transformation iiberpriift. Der kurze schwarze Balken
markiert die Bindestelle der 3’'MRR1-Sonde.

wildtypische MRRI- bzw. das mutierte MRR1P®335_Allel enthalten, kloniert (Abb. 2.31). Uber
homologe Rekombination wurden die Sacl-Apal Fragmente aus pZCF36H2 und pZCF36H3 in
den MRRI-Locus der mrrlA Mutante, sowohl des Wildtypstammes (SCMRR1M4) als auch
des Stammes mit der Pyprs-GFP-Reporterfusion (CAG48MRR1M4), integriert. Die Trans-
formation wurde durch eine Nsil-Spaltung der genomischen DNA von jeweils zwei unabhin-
gigen Transformanten und anschlieBender Detektion der Fragmente mit der 5’MRR1-Sonde
im Southern Blot iberpriift (nicht gezeigt). Integrierte das Fragment in den MRRI-Locus
der mrr1 A Mutante, war zusatzlich zum ~ 1,7 kb Fragment des Ausgangsstammes (mrrl1A
Mutante) ein ca. ~7,5kb groBes Fragment zu erkennen.
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PaoH1 MRR1d -3xHA Tacrs caSAT1 3'ADH1
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Abbildung 2.32.: Konstrukt aus den Plasmiden pZCF36EH2 und pZCF36EH3. Das Apal-Sacll Frag-
ment enth3dlt das wildtypische (pZCF36EH2) bzw. das hyperaktive MRRI-Allel (pZCF36EH3) mit einem
C-terminalen HA-Tag, den Aktinterminator T zsc1; und den caSATI-Resistenzmarker. Zu homologen Rekom-
bination in den ADH1-Locus von C. albicans (unten) ist die Kassette flankiert von der ADHI-Promotorregion
und der 3’ADH1-Region. Die fiir die Konstruktion der Plasmide relevanten Schnittstellen EcoRI und Clal sind
angegeben. Uber den Verdau mit Nsil und anschlieRende Hybridisierung der Fragmente im Southern Blot wurde
die Transformation iiberpriift. Der kurze schwarze Balken markiert die Bindestelle der 5’ADH1-Sonde.
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Zusatzlich wurden die 3'MRRI-3xHA-ACTIT Fragmente aus pZCF36H2 und pZCF36H3 (Abb.
2.31) tiber EcoRI und Clal in das Plasmid pZCF36E2 kloniert. Die erhaltenen Plasmide mit HA-
fusioniertem MRRI (wildtypisches und aktiviertes) unter der Kontrolle des ADHI-Promotors
wurden pZCF36EH2 bzw. pZCF36EH3 genannt (siehe Abb. 2.32). Die Apal-Sacll Fragmente
aus diesen Plasmiden wurden in den ADHI-Locus der mrr1 A Mutanten SCMRR1M4 und
CAG48MRR1M4, das die Reporterfusion enthélt, integriert. Zur Kontrolle der Transformation
wurde die genomische DNA von jeweils zwei unabhangigen Transformanten mit Nsil gespalten
und im Southern Blot mit der 5’ADHI1-Sonde hybridisiert (nicht gezeigt). Bei erfolgreicher
Integration der Fragmente in den ADHI-Locus der mrrl1 A Mutante, war zusatzlich zum wild-
typischen ~ 4,2 kb Fragment ein ~9,5kb Fragment zu beobachten.

Die Fahigkeit der wildtypischen und hyperaktiven MRRI-Allele (mit und ohne HA-Epitop),
die unter der Kontrolle des eigenen MRRI-Promotors und des konstitutiv aktiven ADHI-
Promotors exprimiert werden, den MDRI-Promotor zu aktivieren, wurde mittels Durchflusszy-

tometrie quantifiziert.

250 Abbildung 2.33.: Aktivitit des MDRI-Promotors
in C.albicans mrr1A Mutanten, die das wildtypi-
sche MRRI1-Allel oder das MRRI1P%835 mit und
ohne HA-Tag entweder unter der Kontrolle des
endogenen MRRI1-Promotors oder des starken
ADHI-Promotors exprimieren. Die durchschnittliche
Fluoreszenz und die Standardabweichung wurde aus
drei Experimenten von jeweils zwei unabhingigen
Transformanten (B1, B2) folgender Stdmme ermittelt
(Abb. v.l.n.r.): CAG48MRR1IM4B (nur eine Transfor-
mante), CAG48MRR1M4K2, CAG48MRR1M4K3,
CAG48Amrr1MH2, CAG48Amrr1 MH3,
CAG48AmrrIME2, CAG48Amrr1MES3,
CAG48AmrrIMEH2, CAG48Amrr1 MEH3.
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Wie in Abbildung 2.33 zu sehen ist, ist die Aktivitat des MDRI-Promotors in Stammen, die HA-
fusioniertes wildtypisches MRRI eprimieren, hochreguliert. Das Anhingen eines HA-Epitops
bewirkte demnach eine konstitutive Aktivitdt des wildtypischen MRRI-Allels, die vergleichbar
mit der Aktivitit des hyperaktiven MRRIP®3S war. Solch ein aktivierender Effekt eines C-
terminalen HA-Tags wurde bereits bei Upc2 beobachtet [153] und ist méglicherweise auf das
Aufdecken einer Aktivierungsdoméane des Transkriptionsfaktors zuriickzufiihren.

Die Expression derselben Konstrukte unter der Kontrolle des starken ADHI-Promotors fiihr-

te zu einer noch stirken Aktivierung des MDRI-Promotors, wihrend die Uberexpression des
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S 156 C.albicans mrr1 A Mutanten, die das wildtypische
= MRRI-Allel oder das MRRI1P83S_Allel mit und
§ 0,78 e - ohne HA-Epitop entweder unter der Kontrolle des
5 endogenen MRRI-Promotors oder des starken ADHI-
5039 O B (N — U Promotors exprimieren. Die MHK wurde fiir jeweils
< zwei unabhingige Transformanten (A,B) folgender
z O’ZJI HH H Stamme bestimmt (Abb. v..nr.): SCMRR1M4,
SCMRR1M4K?2, SCMRR1M4K3,SCAmrr1 MH2,
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wildtypischen unmarkierten MRRI-Allels keinen Effekt auf die MDRI-Promotoraktivitat hatte
(siche Abb. 2.33).

Die Daten des MHK-Tests (Abb. 2.34) mit Fluconazol fiir die mrr1 A Mutanten, in die die-
selben Konstrukte integriert wurden, unterstreichen die Ergebnisse der FACS-Analyse . Das
Anfiigen eines HA-Epitops an an den C-Terminus von Mrrl resultierte in einem Anstieg der
Fluconazol-Resistenz, woraus zu schlieRen ist, dass es dem Mrrl-Protein konstitutive Aktivitat
verleiht. Vergleichbar mit dem Anstieg der MDR1-Promotoraktivitat stieg auch die Fluconazol-
Resistenz weiter an, wenn die HA-fusionierten MRR1-Allele und der Kontrolle des konstitutiv

aktiven ADHI-Promotors anstelle des endogenen MDRI-Promotors exprimiert wurden.

— Abbildung 2.35.: Western Blot zum Vergleich der Expression der MRRI-
‘ HA- bzw. der MRRI1P%%35_HA-Fusion hinter dem endogenen MRRI-
Promotor (schwache Banden) und dem starken ADHI-Promotor (starke

F ¥ ¥ ¥ , ) : .
& o g S & Banden) in den C. albicans mrrIA Mutanten. Als Kontrolle diente die
é\@' § £ & ¢ mrrl1 A Mutante (keine Bande), die das MRRI1P%35_Allel ohne HA-Tag ex-
ég‘z" § primiert. Gezeigt ist nur jeweils eine Transformante (B) je Stamm. Nicht

relevante Spuren wurden aus dem Bild herausgeschnitten.

Aufgrund der starkeren Aktivitdt (s.o0.) und der stirkeren Expression, wie dem Western Blot
aus Abbildung 2.35 zu entnehmen ist, wurden die Chip-on-chip Versuche mit dem Stamm
durchgefiihrt, der das HA-markierte MRR1P%85 unter der Kontrolle des ADHI-Promotors
anstelle des eigenen MRRI-Promotors tragt.
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MRR1P683S-HA MRR 1P683S

‘ > ) Abbildung 2.36.: Western Blot zum Vergleich der Expression der
| ————— | MRRIP835_HA Fusion in der C.albicans mrr1A und der mrr1 A
L X ¥ 2 2 32 capI A Mutante. Als Negativkontrolle dienten der Wildtypstamm
g @«"N c§§’ éi\ & éi* &é SC5314 und die mrr1 A Mutante, die das MRR1P%835_Allel ohne HA-
vy yYy vy Tag exprimiert (mrr1 A A und B). Gezeigt sind jeweils zwei Transfor-
éé @’5 manten (A,B) je Stamm.
< <

Um in Abwesenheit von Capl ein in vivo-Bindeprofil von Mrrl erstellen zu kénnen, wurde das
Apal-Sacll Fragment aus pZCF36EH3 (Abb. 2.32) zusatzlich in die mrr1 A capl A Doppelmu-

tante integriert und die positiven Transformanten wie oben beschrieben identifiziert.

Um vergleichbare Ergebnisse bei den ChIP-on-chip Versuchen in der mrr1 A Singlemutante und
der mrr1 A capl A Doppelmutante zu bekommen, ist eine etwa gleichstarke Expression der
Mrr1-Proteine in den Mutanten notwendig. Die Expression in den Mutanten wurde iiberpriift,
indem die Proteine der jeweiligen Stamme isoliert und jeweils die gleiche Menge Gesamtprotein
auf einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt wurde. Die Detektion der Proteine mit dem anti-
HA-Antikérper lieB in allen Spuren eine Bande gleicher Stirke sichtbar werden (siehe Abb.
2.36), was belegt, dass Mrr1P®35 in beiden unabhingigen Transformanten sowohl der mrr1 A

Singlemutante als auch der mrr1 A capl A Doppelmutante in gleicher Menge exprimiert wird.

2.4.2. ChlP-on-chip: Durchfithrung und Ergebnisse

Die Chip-on-chip Versuche wurden mit jeweils einer mrr1 A und einer mrrl A capl A Mu-
tante durchgefiihrt, die das hyperaktive HA-fusionierte MRR1P%835 unter der Kontrolle des
ADH1-Promotors exprimieren. Als Vergleichsstamm wurde der Stamm, der das unmarkierte
MRR1P®835 unter dem ADHI1-Promotor trigt, verwendet.

Die genaue Versuchsdurchfiihrung ist im Kapitel Material und Methoden unter 4.7.16 im Detail
beschrieben, an dieser Stelle werden nur einige wichtige Zwischenschritte erwdhnt. Es wurden
je Stamm drei unabhingige Kulturen verwendet. Die Proteine wurden mit der DNA vernetzt
(Crosslink), die DNA extrahiert und zerschnitten. Nach der Immunoprézipitation mit dem anti-
HA-Antikérper wurden die DNA-Fragmente amplifiziert und gleichzeitig fiir das Labeling mit
Cy3 bzw. Cy5 mit AA-dUTP Gruppen versehen. Abbildung 2.37 zeigt die DNA-Fragmente
jedes Stammes vor und nach der PCR.

Die Fragmente der HA-markierten Stimme wurden mit dem Farbstoff Cy3 und die des Kon-
trollstammes mit Cy5 gelabelt, vermischt und mit dem C. albicans Whole Genome Tiling Ar-
ray (NimbleGen) hybridisiert, der das gesamte C. albicans-Genom abdeckt. Die Chips wurden

gescannt und mittels der NimbleScan Software so prozessiert, dass die Cy3- und Cy5-Werte
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Abbildung 2.37.: Uberpriifung der Amplifikation der immuno-
prazipitierten DNA-Fragmente. Die nach der Immunopréizipitation
aufgereinigten DNA-Fragmente wurden in einer PCR amplifiziert. Die
500bp Abbildung zeigt Aliquots der Fragmente aus jeweils drei unabhangi-
1iiii gen Ansétzen folgender Stimme vor und nach (P) der PCR (v.l.n.r.):
MRRIFS®S-HA  MRRIPSS3 SCAmrr1EH3 und SCAmrr1 CAPIM4MEH3 (MRR1P%835_-HA in der

Amrrl Mutante bzw. der Amrrl Acapl Mutante), SCAmrrlE3
(MRR1P%835 in Amrr1Mutante).
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von jedem unabhangigen Replikat mit dem Programm Tilescope [149] weiterverarbeitet werden
konnten. Die Daten der jeweils drei unabhangigen Replikate wurden normalisiert und mitein-
ander kombiniert. Die so erlangte Datenflut konnte mit Hilfe der Candida albicans Montreal

Database (MCDB; https://www.candida-montreal.ca/) visualisiert und ausgewertet werden.

162.5K 163.75K 165.0K 166.25K

Abbildung 2.38.: Visualisierung der ChlP-on-chip

ooy MDR1 g 05 Daten in der Candida albicans Montreal Databa-
se. Die kleinen Balken reprdsentieren die Bindeinten-

N sitit der ChIP-on-chip Fragmente an jedes einzelne

Capl-CSE e | T 33 50mer-Oligo auf dem Microarray. Dargestellt ist die
il . Bindung von C-terminal verkiirztem Capl im Wildtyp-

N Hintergrund (Capl-CSE; Daten von S.Znaidi [151])

Mrr1fesss in mrrid 4,0+ und von Mrr1P%835 in der mrrIA und der mrrlA

S ||| 111" e— capIA Mutante an die MDRI-Region. Die Pfeile ste-
N hen fiir die ORFs und der obere Balken zeigt die Po-
4,11 sition des ORFs auf dem jeweiligen Contig aus dem
C. albicans Assembly 19 an (hier Contig19-10230).

Mrr1P683s in mrriAcapl A

Abbilung 2.38 zeigt am Beispiel der Bindung von Mrr1P%835 an die Region des orf19.5605
(MDR1), wie eine Visualisierung der Daten in der Candida albicans Montreal Database aussieht.
Die Bindung der ChIP-on-chip Fragmente kann entweder als einzelner Peak (hit list; nicht
gezeigt) oder als Balken fiir jedes einzelne 50mer- bzw. 70mer-Oligo (signal map; Abb. 2.38)
dargestellt werden. Mit einem Mausklick auf den Pfeil, der das ORF reprdsentiert, konnte
somit Name und Funktion des gebundenen Gens (bzw. des Gens in dessen Promotorregion
Mrrl gebunden hat) abgelesen werden, sofern diese bereits bekannt waren. Zusitzlich zur
Bindung des Mrr1P®35_Proteins im wildtypischen Hintergrund wurde auch dessen Bindung in
der capl A Mutante dargestellt, um zu untersuchen, ob es einen Unterschied im Bindeprofil
von Mrr1P®83S gibt wenn Capl nicht vorhanden ist. AuBerdem konnten die Daten des ChIP-
on-chip Versuches mit hyperaktivem Cap1-CSE (von S. Znaidi [151]) mit hochgeladen werden,
um gemeinsame Zielgene von Mrrl und Capl zu identifizieren.

Die Auswertung der Daten ergab 710 Mrr1-Bindestellen, die bei einem P-Value < 0,01 mit einer

mindestens zweifachen Intensitit gebunden wurden (siehe auch Tabelle S3 in supplemental
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material in Schubert et al. (2011) [120]). Davon wurden 608 ebenfalls als Hits in der capI A
Mutante identifiziert, was zeigte, dass Mrrl die meisten seiner Zielgene unabhingig von Capl
bindet.

Eine detaillierte Analyse der Daten ergab, dass 490 dieser Bindestellen einem spezifischen ORF
zugeordnet werden konnten. Davon wiesen 453 einen und 31 mehr als einen Bindingpeak auf,
sodass insgesamt 484 ORF charakterisiert werden konnten, die von Mrrl gebunden wurden.
Einundsiebzig Bindestellen schienen zu mehr als einem ORF zu gehdren, wahrend 149 Hits
hingegen nicht in der Ndhe eines ORF zu finden waren.

Auch das MDRI1-Gen konnte als Target von Mrrl identifiziert werden sowie auch alle weiteren
der 19 Gene, die von Morschhauser et al. (2007) als von Mrrl reguliert beschrieben wurden

[82]. AuBerdem scheint Mrrl sich selbst zu regulieren, da es auch an seinen eigenen Promotor

bindet.

2.4.3. Mrrl-Transkriptionsprofil

Wie schon oben erwdhnt, haben Morschhauser et al. bei einem Vergleich der Transkriptionspro-
file eines Stammes, der wildtypisches MRR1, und eines Stammes, der hyperaktives MRR1P6835
exprimiert, gezeigt, dass neben MDRI noch 18 weitere Gene von Mrrl signifikant hochreguliert
werden, die moglicherweise zur Fluconazol-Resistenz beitragen [82]. Die ChlP-on-chip Expe-
rimente zeigten, dass diese 19 von Mrrl regulierten Gene auch von Mrrl gebunden werden.
Die Experimente von Morschhauser et al. wurden allerdings mit einem Stamm durchgefiihrt,
der nur eine Kopie des MRR1P%835_Allels tragt. Aufgrund des stirkeren Effekts zweier Kopien
des MRR1P%%35_Allels auf die MDRI-Expression (siehe Abb. 2.23 und Abb. 2.27) wurden fiir
diese Arbeit in Kooperation mit David Rogers’ Labor in Memphis (USA) Expressionsprofile
erstellt mit Stdmmen, die homozygot fiir die P683S-Mutation (SCMRR1R34) sind. Um zu un-
tersuchen, ob Mrrl auch in Abwesenheit von Capl seine Zielgene aktivieren kann, wurden die
Expressionsprofile der homozygoten MRR1P%835 Mutante nicht nur im Wildtyp-Hintergrund
sondern auch im capl A-Hintergrund erstellt und diese miteinander verglichen.

Es wurden 83 Gene identifiziert, die in zwei unabhingigen homozygoten MRR1P%83> Transfor-
manten im Vergleich zum Wildtypstamm SC5314 reproduzierbar (in zwei unabhingigen Expe-
rimenten) hochreguliert waren (siehe auch Tabelle S2 in supplemental material in Schubert et
al. (2011) [120]). Von den 83 Genen konnten 67 in der capI A Mutante als hochreguliert iden-
tifiziert werden, davon allerdings nur 25 signifikant (> 2-fach), wihrend 27 nicht signifikant
(< 2-fach) hochreguliert waren. Fiir 15 Gene war die Hochregulierung in einem Versuch gerin-
ger als 2-fach, in der anderen Durchfiihrung héher als 2-fach. Fast alle Gene (21 von 27), die

in der capl A Mutante weniger als 2-fach hochreguliert waren, waren im Wildtyp-Hintergrund
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ebenfalls nur gering (< 3-fach) hochreguliert. Von den 31 Genen, die im Wildtyp stark (> 4-
fach) hochreguliert waren, war allerdings in der capI A Mutante nur eins reproduzierbar nicht
hochreguliert, namlich OYE23.

2.4.4. Vergleich der von aktiviertem Mrrl gebundenen Gene mit

den von Mrrl regulierten Genen

Vergleicht man die ChIP-on-chip Ergebnisse mit den Daten aus der Expressionsanalyse stellt
man fest, dass 40 der von Mrrl gebundenen Gene auch hochreguliert werden in C. albicans-
Stammen, die hyperaktives Mrr1P%835 exprimieren. Diese 40 von Mrrl gebundenen und hoch-
regulierten Gene scheinen also direkte Targets von Mrrl zu sein, unter ihnen die MDRI-
Effluxpumpe und MRRI1 selbst. Tabelle 2.1 zeigt eine Zusammenfassung der Daten und ei-
ne Beschreibung der Funktion der von aktiviertem Mrrl gebundenen und hochregulierten
Gene. Auffillig ist das hdufige Auftreten von putativen Oxidoreduktasen (z.B. Arylalkohol-
Dehydrogenasen), die eventuell bendtigt werden, die durch Fluconazol entstandene Zellscha-
digung zu beheben. Neun der von Mrrl gebundenen Gene waren in der Expressionsanalyse
herunterreguliert (nicht gezeigt), was aber wahrscheinlich auf einen indirekten Effekt zuriick-

zufiihren ist.
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Tabelle 2.1.: von Mrrl hochregulierte und gebundenen Gene.

ORF Gen  molekulare Funktion Ho\?&_lr_egulzr;lni W'?mdzgﬁlA
orf19.4476 Arylalkohol-Dehydrogenase 154244 2019,7 45 4,0
orf19.1048  IFD6  Arylalkohol-Dehydrogenase 778,0 4229 41 3,9
orf19.271 ADH4  Coenzym-A-Reduktase 269,6 90,4 46 4,9
orf19.5604 MDRI1 Multidrug-Effluxpumpe 263,1 8295 55 4,6
orf19.629 IFD6  Arylalkohol-Dehydrogenase 222,0 260,3 3,6
orf19.4477  CSH1  Arylalkohol-Dehydrogenase 203,3 202,1 3,7 4,0
orf19.7306 unbekannt 81,8 839 27 4,3
orf19.4309 GRP2  Oxidoreduktase 34,5 328 51 41
orf19.251 unbekannt 27,1 51,8 50 4,3
orf19.3131  OYE32 NADPH-Dehydrogenase 16,6 92 37 3,7
ofr19.7166 unbekannt 12,7 17,8 46 3,8
orf19.7042 unbekannt 11,5 16,1 58 7.2
orf19.4505 ADH3  Alkohol-Dehydrogenase 8,1 47 4,8
orf19.5862 Aginase 7.7 2,7 31
orf19.1449 unbekannt 6,5 154 33 4,0
orf19.3433  OYE23 NADPH-Dehydrogenase 6,1 54 3,7
orf19.6993  GAP2  Polyamin-Transmembrantransporter 5.9 3.0 31
orf19.7204 unbekannt 54 299 39 5,6
orf19.3668 HGT2  Glucose-Transmembrantransporter 51 2,1
orf19.780 DURI1,2 Allophanat-Hydrolase, 5,0 4,3 2,7 2,8
Harnstoff-Carboxylase

orf19.6311 unbekannt 4,6 36 36 33
orf19.1523 FMOQO1 unbekannt 4,4 2.3 2.1
orf19.86 Gluthathion-Peroxidase 4,3 6,0 34 3.2
orf19.5741  ALS1  Zelladh&sionsmolekiil 4,2 2,8 3,0
orf19.111 CAN2  Aginin-Transmembrantransporter 4,0 25 2.7
orf19.1240 unbekannt 3,0 46 53 6,0
orf19.742 ALD6  Aldehyd-Dehydrogenase 2,9 2.7 2,4
orf19.2726 unbekannt 2,8 2,7 35 35
orf19.918 CDR11 Xenobiontischer ATPase-Transporter 2,7 43 4,1
orf19.789 PYC2  Pyruvat-Carboxylase 2,7 2,5
orf19.5911 CMK1 Calmodulin-abh. Proteinkinase 2,6 3,0 3,0
orf19.7148  TPO2 Drug-Transmembrantransporter 2,6 58 5.1
orf19.4056  GAT2  Transkriptionsfaktor 25 2.7 2,8
orf19.6586 unbekannt 2,4 2,8 42 35
orf19.4527 HGT1 Glucose-Transmembrantransporter 2.4 3,0 2,1
orf19.5713  YMX6 NADH-Dehydrogenase 2.4 2,8 42 47
orf19.3364 unbekannt 2,4 29 3,7
orf19.7372  MRR1I RNA-Pol. Il Transkriptionsfaktor 2,3 2,7 37 4,0
orf19.4778  LYS142 Transkriptionsfaktor 23 37 4,0
orf19.5282 unbekannt 2,2 36 4,0
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2.4.5. ldentifikation eines potentiellen Mrrl-Bindemotivs

Es konnte bereits gezeigt werden, dass Bindemotive von Transkriptionsfaktoren sich in ChIP-
on-chip Fragmenten in der Nihe des Peakmaximums befinden [17]. Fiir die Identifikation eines
potentiellen Mrr1-Bindemotivs wurden daher aus allen 710 Hits aus den ChIP-on-chip Daten die
Sequenzen der 500 bp up- und downstream des Peakmaximums aus der C. albicans Assembly
19 Sequenz extrahiert. In Kooperation mit Bioinformatikern aus dem Institute for Research
in Immunology and Cancer in Montreal wurden mit Hilfe des Programmes SCOPE (Suite
for Computational Identification of Promoter Elements; http://genie.dartmouth.edu/scope/
[16]) die 100 Sequenzen analysiert, die die stirkste Mrrl-Bindeintensitét (> 4-fach) aufwiesen.
Die 1000 bp um die Spitze des Peaks der 100 von Mrrl am starksten gebundenen Sequenzen
wurden mit drei unterschiedlichen Algorithmen auf Motive mit hoher Haufigkeit (significance)

und Verteilung (coverage) analysiert [149].

A B. 2
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Abbildung 2.39.: ldenitifikation moglicher Mrrl-Bindemotive mit SCOPE. A. Drei mogliche Mrrl-
Bindemotive, die innerhalb der 100 untersuchten Sequenzen hiufig (significance) und mit einer hohen Vertei-
lung (coverage) vorkommen. D kann Aminos3ure A, T oder G sein, S Aminosdure C oder G und H Aminoséure
A, T oder C. B. Weblogo des Motivs DCSGHD.

Die Motive in Abbildung 2.39 A waren die drei am hiufigsten vorkommenden Motive mit
der besten Verteilung innerhalb der 100 untersuchten Sequenzen. Das Motiv DCSGHD (Abb.
2.39B war 668 mal und zwar in 100% der Sequenzen vorhanden. Vergleicht man das Vor-
kommen dieses Motivs in den 710 Bindestellen von Mrrl mit dem Vorkommen in 710 zufallig
ausgewahlten Promotorsequenzen, war es in den 710 ChlIP-on-chip Hits signifikant haufiger
vertreten (Abb. 2.40 A). Auch in der Sequenz der 40 von Mrrl hochregulierten Gene wurde
das DCSGHD-Motiv wesentlich hiufiger gefunden als in den Promotorregionen aller anderen
Gene (Abb. 2.40B).

Wie schon in der Einleitung beschrieben weilf man von einigen Zinc-Cluster-Transkriptions-
faktoren, dass sie hdufig als Dimere an CGG-Triplets mit unterschiedlicher Orientierung und
unterschiedlichen Abstanden binden [71]. In dieser Arbeit konnten mit dem Programm SCO-
PE keine spezifischen CSG-Motive identifiziert werden. Allerdings konnte gezeigt werden, dass
Mrr1l wahrscheinlich an einzelne CGG-Triplets bindet, die von AT-reichen Sequenzen flankiert
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Abbildung 2.40.: Anreicherung des DCSGHD-Motivs. A. Vorkommen des DCSGHD-Motivs in den 710
ChlIP-on-chip Sequenzen (ausgefiillte Kreise) im Vergleich zum Vorkommen in 710 zufillig ausgewahlten Se-
quenzen (offene Kreise). Die maximale Anreicherung des Motivs wurde mit einem 3,5-fachen Vorkommen in der
Mitte der 1 kb Sequenzen beobachtet. B. Vorkommen des DCSGHD-Motivs in den Sequenzen der 40 Gene, die
von Mrrl gebunden und hochreguliert wurden (ausgefiillte Kreise) im Vergleich zum Vorkommen in allen ande-
ren Genen (offene Kreise). Der P-Value von 5.E-06 beschreibt die Wahrscheinlichkeit, diese Motiv-Verteilung

in einem zufilligen Datenset zu beobachten.

sind (sieche Motiv DCSGHD in Abb. 2.39B), eventuell auch als Monomer, wie es bereits

fiir einige Zinc-Cluster-Transkriptionsfaktoren gezeigt werden konnte [13]. Die Tatsache, dass

das DCSGHD-Motiv innerhalb einer Promotorregion mehrfach vorhanden ist, lasst jedoch ver-

muten, dass Mrrl mehr als eine Bindestelle benutzt, um die Transkription der Targets zu

aktivieren.
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3.1. Gain-of-function Mutationen in CdMRR1
verursachen MDR1-Uberexpression und

Fluconazol-Resistenz

Der Zinc-Cluster-Transkriptionsfaktor Mrr1 ist ein wichtiger Regulator der MDR1-Effluxpumpe
in C. albicans. Alle bisher untersuchten klinischen und in vitro generierten Fluconazol-resistenten
C. albicans-1solate, die die MDRI-Effluxpumpe {iberexprimieren, weisen aktivierende Mutatio-
nen in MRRI auf, was die konstitutive Hochregulierung von MDR1 verursacht [28, 82]. In
C. albicans wird eine Resistenz haufig auch durch die Hochregulierung der ABC-Transporter
CDRI und CDR2 verursacht [94]. In C. dubliniensis hingegen, einer Spezies, die mit C. albicans
nahe verwandt ist, ist die Resistenz in fast allen resistenten Stimmen auf die MDRI-Uberex-
pression zuriickzufithren, da CDRI in vielen Stammen eine Nonsense-Mutation tragt und CDR2
nur gering exprimiert wird [97]. Es stellte sich die Frage, ob C. dublinensis ein Ortholog zu
MRR1 aus C. albicans enthilt und ob ebenfalls aktivierende Mutationen in diesem Transkrip-
tionsfaktor fiir die Uberexpression der MDRI-Effluxpumpe und die Resistenz in C. dubliniensis
verantwortlich sind. Es konnte das zu CaMRR1 homologe CdMRR1 identifiziert werden, das
in der Lage war, die Benomyl-induzierte MDRI1-Expression in C. albicans mrrl1 A Mutanten
wieder herzustellen. In allen fiinf zur Verfligung stehenden MDRI-iiberexprimierenden Stam-
men, einem klinischen Isolat und vier in vitro generierten Stammen (beschrieben in Moran et
al. [78, 79]), wurden Mutationen in CAMRRI entdeckt, die die MDRI-Uberexpression (siehe
Abb. 2.4) und eine Resistenz (siche Abb. 2.5) bewirkten. Das lasst vermuten, dass Mutatio-
nen in MRRI1 nicht nur in C. albicans sondern auch in C. dubliniensis die Hauptursache und
eventuell sogar die einzige Ursache fiir die Uberexpression von MDRI sind.

Abbildung 3.1 zeigt die Positionen der in dieser Arbeit entdeckten Mutationen im CdMrrl-
Protein mit entsprechenden Positionen im CaMrrl-Protein (oben) und die Positionen der
gain-of-function Mutationen, die bereits in Fluconazol-resistenten C. albicans-Stammen be-
schrieben wurden (unten). Vier der fiinf CdMrrl gain-of-function Mutationen (T374l aus dem
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Stamm CD57B , C866Y aus CM2, T985A und [D987-1998]A aus CD51-1IA bzw. CD51-1IB)
befanden sich in den Hotspot-Regionen, in denen Mutationen in CaMrrl h3ufig auftreten
und die T374] Mutation entsprach sogar genau der T381l Mutation in CaMrrl eines MDRI-
iiberexprimierenden C. albicans-Stammes. Nur die S595Y-Mutation aus dem Stamm CD57A
wurde in einer Region gefunden, in der bisher keine aktivierenden Mutationen in C. albicans
beschrieben wurden und befindet sich im Gegensatz zu den anderen vier Mutationen in ei-
nem Bereich, dem durch Sequenzanalysen eine regulatorische Funktion vorausgesagt werden
konnte, der MHR. Noch ist nicht bekannt, wie die gain-of-function Mutationen CdMrrl und
auch CaMrrl aktivieren und welche Rolle die Lokalisation der aktivierenden Mutationen spielt.
Daher war es auch Ziel dieser Arbeit, Mrrl funktionell zu analysieren, was in 3.2 diskutiert

wird.

In fritheren Veroffentlichungen konnte gezeigt werden, dass ein aktiviertes MRRI-Allel zwar
in Anwesenheit eines nicht-mutierten MRR1-Allels eine MDRI1-Expression und eine Resistenz
vermitteln kann, dass aber die Anwesenheit des wildtypischen MRRI-Allels einen geringen
negativen Effekt auf die Aktivitit des MRRI-Allels mit einer gain-of-function Mutation hat
[28, 82]. Die meisten bisher untersuchten MDRI-iiberexprimierenden C. albicans-Stamme wa-
ren homozygot fiir das mutierte MRR1-Allel und die Deletion eines der beiden mutierten Allele
resultierte in einer geringeren MDRI-Expression und einem teilweisen Verlust der Fluconazol-
Resistenz. Die Ergebnisse zeigten, dass der Verlust der Heterozygositat in einer erhdhten Resis-
tenz resultierte, sobald eine gain-of-function Mutation in MRRI vorhanden war. Auch in der
vorliegenden Arbeit konnte in allen fiinf MDRI-iiberexprimierenden Stammen nur das jeweilige
mutierte CAMRRI-Allel gefunden werden. Weder in den parentalen noch in den zugehdrigen
Fluconazol-resistenten Stammen wurden Polymorphismen in den direkten PCR-Produkten der
MRRI1-Allele festgestellt. Geht man davon aus, dass die Stimme nicht noch ein MRRI-Allel
beinhalten, das von den Primern nicht erfasst wurde, kann man aus den Sequenzierungen
schlieRen, dass wie in C. albicans auch in C. dubliniensis bei Anwesenheit von Fluconazol die

Ausbildung der Homozygositat mutierter MRR1-Allele einen Selektionsvorteil darstellt.

Interessanterweise sind zwei der in dieser Arbeit entdeckten aktivierenden Mutationen in
CdMRRI1 keine Punktmutationen, wie alle bisher dokumentierten CaMRRI und die anderen
CdMRR1 gain-of-function Mutationen. Es handelt sich im Stamm CD51-I1A und CD51-11B, die
in vitro unabhangig voneinander aus dem Stamm CD51-11 kultiviert wurden, um kleine In-frame-
Deletionen, wie sie schon aus Tacl bekannt sind, dem Zinc-Cluster-Transkriptionsfaktor, der in
C. albicans die Expression der Effluxpumpen CDRI und CDR2 reguliert [19]. Mdglicherweise
ist in diesen Stimmen haufiger das Einfiigen von In-frame-Deletionen als von Punktmutationen

ein Mechanismus zur genetischen Adaption und zur Ausprdgung genetischer Diversitat. Wei-



3.2. Identifikation funktioneller Mrr1-Domanen 73

tere Untersuchungen an solchen Stammen kénnen dazu beitragen, mehr iiber die molekulare

Basis genetischer Adaptionsmechanismen in Candida-Spezies zu erfahren.

3.2. ldentifikation funktioneller Domanen in
C. albicans Mrrl

Wie bereits erwdhnt ist bisher nicht bekannt, wie Zinc-Cluster-Transkriptionsfaktoren durch
die Anwesenheit induzierender Substanzen oder durch gain-of-function Mutationen aktiviert
werden. Um zu verstehen, wie die Aktivitdt von Mrrl in C. albicans reguliert wird, wurden in
dieser Arbeit Deletionsstudien durchgefiihrt, um funktionelle Bereiche in Mrrl zu identifizieren,
die dazu notwendig sind, den Transkriptionsfaktor zum Promotor der MDRI-Effluxpumpe zu
dirigieren, bei Zugabe von Benomyl die Transkription zu aktivieren und dessen Aktivitat unter
nicht-induzierenden Bedingungen zu reprimieren.

Es wurde gezeigt, dass die N-terminale DNA-Bindedoméne von Mrrl (Aminosduren 1 bis 106)
in Fusion mit der Gal4-Aktivierungsdomane in der Lage ist, den MDRI-Promotor zu aktivieren
(siche Abb. 2.14), was belegt, dass die 106 N-terminalen Aminosduren von Mrrl ausreichen,
den Transkriptionsfaktor zum MDRI-Promotor zu dirigieren. Die 900 C-terminalen Aminosau-
ren sind also fiir die Bindung an den MDRI-Promotor verzichtbar. Mdglicherweise interagiert
aber die DNA-Bindedoméane mit anderen Proteinen, die die Bindung an den MDRI-Promotor
begtinstigen. Das Hybridprotein mit den ersten 90 N-terminalen Aminosduren konnte zwar den
MDRI-Promotor nicht mehr signifikant aktivierten, aber noch immer eine leichte Fluconazol-
Resistenz verursachen, was dafiir spricht, dass es noch immer in der Lage war, andere Gene zu
aktivieren, die in die Fluconazol-Resiszenz involviert sind. Welche Gene wann aktiviert werden,
hangt daher moglicherweise mit der Interaktion von Mrrl mit anderen Faktoren zusammen,
die abhangig von bestimmten Bedingungen ist. Dieser Aspekt wird spater in der Diskussion
noch einmal aufgegriffen.

Aktivierende Domanen befinden sich in Zinc-Cluster-Transkriptionsfaktoren hiufig in der C-
terminalen Region [71]. Diese kdnnen im Gegensatz zur DNA-Bindedoméne und der MHR, die
durch Sequenzanalysen vorhergesagt werden kdnnen, nicht (iber definierte Sequenzen aufge-
deckt werden, sondern miissen experimentell bestimmt werden. Dazu wurden in dieser Arbeit
serielle C-terminal verkiirzte Mrrl-Proteine auf ihre Fahigkeit untersucht, in An- und Abwesen-
heit von Benomyl den MDRI1-Promotor zu aktivieren (siehe Abb. 2.9). Auf diese Weise konnte
eine C-terminale Aktivierungsdomane (AD1) zwischen Aminosdure 1001 und 1108 identifiziert
werden sowie eine inhibierenden Doméne (ID1) zwischen AD1 und Aminosaure 955. Eine wei-

tere Aktivierungsdomdne (AD2) muss sich innerhalb der ersten 948 Aminoséduren befinden,
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da das Mrrl Protein, dem die letzten 160 C-terminalen Aminosauren fehlen, in Anwesenheit
von Benomyl den MDRI1-Promotor vollstindig aktivierte. Nachdem die Deletionen der Hots-
pots (Aminosdure 342-381 und 873-896), in nicht-funktionellen Mrrl-Proteinen resultierten,
bestdtigten Versuche mit Mrrl-Proteinen mit internen Deletionen, die von Christina Popp
durchgefiihrt wurden, das Vorkommen von AD1 und ID1 [121]. Fiinfzig Aminosduren lange
Deletionen zwischen den Aminosduren 251 und 950, ausgenommen der A601-650, bei der
der MDRI1-Promotor leicht induziert war, resultierten in einem inaktiven Protein. Die Dele-
tionen der Aminosauren 951 bis 1000 und 1001 bis 1050 hingegen bewirkten ein konstitutiv
aktives Protein, das den MDRI-Promotor auch in Abwesenheit von Benomyl aktivierte. Das
Entfernen der ganzen Region (A951-1051) hob zwar die konstitutive Mrr1-Aktivitat auf, die
durch Benomyl-induzierte Aktivitdt jedoch blieb. Die Ergebnisse zeigten, dass es sich bei den
Aminosauren 951 bis 1050 um einen Teil einer inhibierenden Domane handelt, die den Tran-
skriptionsfaktor in Abwesenheit einer induzierenden Substanz in einem inaktiven Zustand hilt.
Die letzten 108 C-terminalen Aminosduren beinhalten also die aktivierende Domine (AD1),
die nur dann konstitutive Aktivitdt verleiht, wenn die inhibierende Region zwischen Aminosau-
re 951 und 1000 fehlt. Zwar war Mrrl nach Deletion der letzten 108 Aminosauren (AC1001)
noch aktiv (Abb. 2.9), die Fusion mit den letzten 58 Aminosduren jedoch, verliech dem Tran-
skriptionsfaktor konstitutive Aktivitat, was darauf hinweist, dass sich die AD1 zwischen den
Aminosauren 1051 und 1108 befindet. Die Tatsache, dass in den von Christina Popp durchge-
filhrten Experimenten auch die Fusion der letzten 58 Aminosiuren mit der DNA-Bindedoméne
und auch mit dem TetR-Repressor in konstitutiver Aktivitat resultierte, belegte, dass die 58
C-terminalen Aminosduren von Mrrl die AD1 beinhaltet [121].

Interessanterweise waren Fusionsproteine, die sowohl die AD1 als auch die ID1 beinhalten
(Mrr1168-1108 = \1pr1209-1108 © \]pp1524-1108) " picht in der Lage, die Transkription zu aktivieren,
wenn sie mit dem TetR-Repressor fusioniert waren (Abb. 2.12). Das weist daraufhin, dass die
C-terminale Aktivierungsdomane (AD1) in Anwesenheit der Inhibierungsdomane (ID1) fiir die
Aktivierung der Transkription weitere N-terminale Regionen aus Mrrl benétigt. Dafiir spricht
auch, dass alle Deletionen zwischen Aminosaure 250 und 950 die induzierte Mrrl-Aktivitat
aufheben [121], was wahrscheinlich auf eine daraus resultierende inaktive Konformation oder
ein unstabiles Protein zuriickzufiihren ist. Ein weiterer Hinweis darauf, dass Mrrl weitere regu-
latorische Doménen beinhalten muss, ist, dass ein Mrrl-Protein ohne ID1 und AD1 (AC955
bis AC946) in Anwesenheit von Benomyl den MDR1-Promotor aktivieren kann (Abb. 2.9). Da
das Mrrl Protein, das bei Aminosiure 948 endet, mit derselben Effizienz den MDRI1-Promotor
aktivierte wie das wildtypische Protein, zeigt, dass AD1 bei Abwesenheit der ID1 fiir die volle

Mrr1-Aktivitdt nicht notwendig ist. Zwar wies das Verkiirzen von Mrrl um vier weitere Amino-
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sauren, was die Mrr1-Aktivitdt komplett aufhob, darauf hin, dass sich nahe Aminosiure 948
eine weitere Aktivierungsdomane befindet, diese konnte jedoch in diesen Deletionsstudien nicht

genauer lokalisiert werden.

(T3741) (S595Y) (C866Y)  (T985A) ([D987-1998]A)
T381I S602Y C874Y T993A [D995-11006]A

DBD T Yib1 AD1
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K335N Q350L T360I T381I P683S N803D R873T G878E A880E WS893R T8961 G997V L998F
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Abbildung 3.1.: Positionen der gain-of-function Mutationen und der identifizierten funktionellen Do-
manen in Mrrl. Das Mrrl-Protein ist durch einen linearen Balken dargestellt. Der hellgraue Bereich re-
prasentiert die DNA-Bindedomine (DBD) mit den Aminosduren 1 bis 106, die notwendig waren, um den
MDRI-Promotor zu aktivieren und enthilt das Zinc-Cluter-Motiv von Aminosdure 31 bis 59 (schwarzer Be-
reich). Der dunkelgraue Bereich im C-Terminus konnte als Aktivierungsdoméne (AD1) identifiziert werden und
umfasst die Aminosduren 1051 bis 1108. Der weile Bereich (Aminosdure 951 bis 1050) stellt eine inhibito-
rische Doméne (ID1) dar. Gain-of-function Mutationen, die bereits aus MRRI-Allelen Fluconazol-resistenter
C. albicans-Stamme bekannt sind, sind unterhalb des Balkens angezeigt. Die Mutationen, die wihrend dieser
Arbeit in den MRRI-Allelen Fluconazol-resistenter C. dublinensis-lsolate identifiziert wurden, sind iiberhalb
des Balkens in Klammern angegeben und die entsprechenden Positionen im CaMrr1-Protein stehen darunter.

Vergleicht man die in dieser Arbeit identifizierten regulatorischen Domanen aus Mrrl mit
Hotspots der gain-of-function Mutationen, stellt man fest, dass vier der bisher gefundenen
Mutationen aus C. albicans und C. dubliniensis sich in der ID1 zwischen den Aminosduren 993
und 1005 befinden. Diese Aminosauren scheinen wichtig fiir die Funktionalitat der inhibierenden
Domane zu sein, da deren Mutationen (G997V, L998F und die aus CdMRRI entsprechenden
T993A und [T995-11006]A) den selben Effekt wie die Deletion der ID1 haben. Im Gegensatz
dazu befinden sich die anderen bisher bekannten aktivierenden Mutationen in Bereichen, deren
Deletionen in einem inaktiven Protein resultieren [28, 121]. Das weist darauf hin, dass sie
sich in Regionen befinden, die fiir die transkriptionelle Aktivierung wichtig sind, aber auch
Aminosauren beinhalten, die dafiir verantwortlich sind, dass Mrrl in Abwesenheit induzierender
Substanzen sich in einem inaktiven Zustand befindet.

Die MHR umfasst in Mrrl die Aminosduren 560 bis 664 [114]. Von einigen Transkriptions-
faktoren weil man, dass die MHR die transkriptionelle Aktivitdt kontrolliert. Deletionen in
der MHR von Hapl oder Leu3 aus S. cerevisiae resultieren in einer konstitutiven Aktivitat
der Transkriptionsfaktoren [36, 96] und aktivierende Mutationen in Pdrl aus C. glabrata sind
haufig in der MHR aufzufinden [32]. Interessanterweise bewirkte keine der 50 Aminosduren
langen Deletionen in der MHR von Mrrl eine konstitutive Aktivitdt. Im Gegenteil, die Proteine
waren nicht in der Lage, den MDRI-Promotor effizient zu aktivieren [121]. Allerdings fiihrte
die S595Y-Mutation in der MHR von Mrrl aus C. dubliniensis zu einer konstitutiven Aktivitat
des Transkriptionsfaktors. Uber die genaue Funktion der MHR von Mrrl kann daher bisher
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keine Aussage gemacht werden, sie scheint jedoch sowohl fiir die Funktionalitit als auch fiir
die Regulation der Aktivitat des Transkriptionsfaktors eine Rolle zu spielen.

In der C-terminalen Aktivierungsdomane (AD1) wurden bisher keine gain-of-function Muta-
tionen in C. albicans beschrieben. Fiir die Transkriptionsfaktoren Tacl aus C. albicans, Pdrl
aus C. glabrata sowie fiir Pdrl und Pdr3 aus S. cerevisiae existieren allerdings einige solcher
Mutationen in der bestdtigten oder moglichen C-terminalen Aktivierungsdomane [114]. Mog-
licherweise sorgen die Mutationen dafiir, dass die Transkriptionsfaktoren durch inhibierende
Domanen nicht im inaktiven Zustand gehalten werden kénnen. Es ist nicht auszuschlieRen,

dass es C. albicans Stamme gibt, die eine gain-of-function Mutation in der AD1 tragen.

3.3. Regulation der MDR1-Uberexpression und der
Resistenz durch Mrrl, Capl und Upc2 und die

Identifikation eines Mrrl-Bindemotivs

Auch von weiteren Transkriptionsfaktoren weill man, dass sie in die MDRI1-Regulation verwi-
ckelt sind, da sie an den MDRI1-Promotor binden. Es konnte gezeigt werden, dass Capl den
MDR1-Promotor in vivo bindet [151] und die Expression eines hyperaktiven CAPI-Allels in ei-
ner Hochregulierung der MDRI-Effluxpumpe und in einer Resistenz resultiert [2]. Upc2 bindet
ebenfalls an den MDRI-Promotor und aktiviert oder reprimiert abhangig von den Wachstums-
bedingungen die Expression [153]. Sowohl fiir Cap1 als auch fiir Upc2 wurden bereits ebenfalls
gain-of-function Mutationen beschrieben, die eine konstitutive Aktivitdt der Transkriptionsfak-
toren bewirkten [2, 29, 41]. Die Vermutung liegt nahe, dass Capl und Upc2 ebenfalls eine
wichtige Rolle in der Regulation der MDRI1-Expression spielen und dass eventuell aktivierende
Mutationen in diesen Transkriptionsfaktoren die Ursache fur MDRI-abhangige Resistenz sein
konnten. Auch die Tatsache, dass Mrrl und Capl zum Teil dieselben Zielgene zu kontrollieren
scheinen [82, 151], lasst vermuten, dass die beiden Transkriptionsfaktoren miteinander koope-
rieren. In dieser Arbeit wurde untersucht, welche Rolle Cap1 und Upc2 in der MDR1-Expression
spielen.

Die Ergebnisse zeigten, dass die Anwesenheit von Upc2 fiir eine Benomyl- und H,O;- induzier-
te MDRI-Expression nicht notwendig war (sieche Abb. 2.29). Bisher wurden in Fluconazol-
resistenten C. albicans-lsolaten drei gain-of-function Mutationen in Upc2 beschrieben, die
fiir die konstitutive Aktivitdt des Transkriptionsfaktors und die daraus resultierende ERGI11-
Uberexpression verantwortlich waren, nimlich G648D [29], A643T [41] und A643V [46]. Die
G648D-Mutation hat den starksten Effekt auf die ERGI1I-Expression und die Fluconazol-
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Resistenz, verursacht aber, sogar wenn sie in beiden UPC2-Allelen vorhanden ist, nur eine
geringe MDRI-Expression, die keine Erhdhung der Fluconazol-Resistenz bewirkt [29]. Dem-
nach haben aktivierende Mutationen in Upc2 scheinbar keinen Einfluss auf die Mdrl-vermittelte

Resistenz in C. albicans.

Capl hingegen war essentiell fiir die HyO,-vermittelte MDRI-Expression (sieche Abb. 2.29).
Zwar nicht essentiell aber dennoch beteiligt war Capl auch an der MDRI-Expression als
Antwort auf Benomly, denn eine volle Benomyl-vermittelte MDRI-Induktion war nur in An-
wesenheit von Capl moglich. Eine Beteiligung von Capl an der Benomyl-induzierten MDRI1-
Expression konnten auch Znaidi et al. zeigen, da in Anwesenheit von Benomyl das Level der
MDR1-Transkripte in der capI A Mutante im Vergleich zum Wildtyp um das vierfache re-
duziert war [151]. Rognon et al. berichteten bereits in einer friiheren Verdffentlichung, dass
Cap1 notwendig ist fiir die HyO,-induzierte MDRI-Expression [106]. Sie konnten jedoch nicht
feststellen, dass Cap1 auch in die Benomyl-induzierte MDRI1-Expression involviert ist, was den

Ergebnissen dieser Arbeit widerspricht.

Da Mrrl essentiell fiir die MDRI-Hochregulierung durch Benomyl und H,O, ist (Abb. 2.29),
scheint Mrrl beziiglich der MDR1-Induktion mit Capl zu interagieren, nicht aber mit Upc2.

Obwohl Capl nur in Anwesenheit von Mrrl die MDRI-Expression, die durch Benomyl und
H,0O, induziert wird, aktivieren kann, war ein hyperaktives, C-terminal verkiirztes CAPI-Allel
in der Lage, auch in Abwesenheit von Mrrl die MDRI-Expression und eine Resistenz zu ver-
ursachen (Abb. 2.24, Abb. 2.23). Ebenso kdnnten auch aktivierende Mutationen in Capl fiir
die MDRI1-Uberexpression und die Resistenz klinischer C. albicans-Isolate verantwortlich sein.
Wie auch in dieser Arbeit wurden bisher allerdings als Ursache fiir die Uberexpression von
MDR1 in Fluconazol-resistenten Isolaten aus Patienten nur gain-of-function Mutationen in
Mrrl identifiziert [28, 82]. Die Ursache dafiir kdnnte sein, dass hyperaktive MRRI-Allele ei-
ne stirkere Fluconazol-Resistenz verleihen als das C-terminal verkiirzte Capl oder dass die
C-terminale Verkiirzung fiir eine eingeschrankte Capl-Funktion sorgt. Fiir letzteres spricht
auch, dass ein mutiertes Capl nicht in der Lage war, die HyO,-Hypersensitivitat einer capl A
Mutante zu komplementieren [2]. Eventuell haben Stimme mit einem mutierten CAPI-Allel,
dessen Funktion eingeschrankt ist, in vivo im Falle einer Fluconazol-Resistenz auch einen Se-
lektionsnachteil. Interessant ware zu wissen, ob es aktivierende Capl-Mutationen gibt, die den

Transkriptionsfaktor bei der Induktion der Expression all seiner Zielgene nicht beeintrachtigen.

Es wurde bereits in fritheren Verdffentlichungen gezeigt, dass in Fluconazol-resistenten Stam-
men die Resistenz nach der Deletion von MRR1 geringer war als nach der Deletion der MDR1-
Effluxpumpe selbst [82]. Das stimmt iiberein mit den Ergebnissen dieser Arbeit, die zeigen,

dass die Fluconazol-Resistenz in Stimmen, die hyperaktives Mrrl exprimieren nicht vollstan-
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dig aufgehoben sondern nur reduziert war, wenn MDR1 deletiert wurde (siche Abb. 2.30).
Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass neben MDRI1 noch weitere Gene, die durch Mrrl
hochreguliert werden, zur Fluconazol-Resistenz in C. albicans beitragen. Die Tatsache dass die
von hyperaktivem Mrrl vermittelte Fluconazol-Resistenz, die im Wildtyp-Hintergrund um das
16-fache erhoht war, in Abwesenheit von Mdrl noch immer 4- bis 8-fach erhoht ist (siehe
Abb. 2.30), spricht dafiir, dass die andere Mrr1-Targets sogar mehr als MDRI zur Fluconazol-
Resistenz beitragen. Welche Mrrl-Targets das sind, ist bisher nicht bekannt, aber mit groler
Wahrscheinlichkeit sind es Gene, die von Mrrl unabhangig von Capl gebunden und hochre-
guliert werden, da die Resistenz, die von hyperaktivem Mrrl verursacht wird, nicht von der
Anwesenheit eines intakten CAPI-Allels abhingt (siehe Abb. 2.24). In dieser Arbeit konnten
40 Gene identifiziert werden, die von Mrrl gebunden und hochreguliert werden und 19 davon
wurden bereits zuvor von Morschh&user et al. als von Mrrl hochreguliert beschrieben [82]. Ei-
nige der 40 Mrrl Targets codieren fiir putative Oxidoreduktasen (siehe Abb. 2.1), die eventuell

eine durch Fluconazol verursachte Zellschadigung beheben.

Dass auch die Fluconazol-Resistenz, die durch hyperaktives Capl verursacht wurde, nicht
vollstandig aufgehoben war, wenn MDRI deletiert wurde (Abb. 2.30), spricht dafir, dass
auch Capl neben MDRI noch weitere Gene aktiviert, die in die Entwicklung der Fluconazol-
Resistenz in C. albicans involviert sind. Da Capl auch unabhingig von Mrrl Fluconazol-
Resistenz verursachen kann (Abb. 2.24), sind fiir den Capl-abhéngigen Fluconazol-resistenten
Phanotyp eventuell die Capl-Targets verantwortlich, die nicht als von Mrrl hochreguliert iden-
tifiziert werden konnten. Dazu gehéren z.B. das Phosphatidylinositol-Transportprotein PDR16
[109, 151], der MFS-Transporter FLUI [14] und die putative Flippase RTA2 [51], die auch

schon vorher mit Fluconazol-Resistenz in Verbindung gebracht wurden.

Wie schon erwahnt wurden 40 der 83 Gene, die von hyperaktivem Mrrl reproduzierbar hochre-
guliert wurden, auch von Mrrl in vivo gebunden (Abb. 2.4.4). Die meisten davon konnte Mrrl
auch in Abwesenheit von Capl binden, darunter auch die Capl-Targets OYE32 (0rf19.3131),
eine NADPH-Dehydrogenase, sowie die ORFs orf19.251, orf19.7042 und orf19.6586 mit bis-
her unbekannter Funktion [151]. Auch falls Mrrl mit Capl bei der Induktion der Expression
gemeinsamer Targets kooperiert, scheinen aktivierende Mutationen in Mrrl jedoch dafiir zu
sorgen, dass der Transkriptionsfaktor unabhdngig von Capl agiert. Fiir die transkriptionelle
Hochregulierung mancher Gene, wie z.B. OYEZ23, scheint hyperaktives Mrrl jedoch die Anwe-
senheit von Capl zu bendtigen, denn diese Gene wurden in Abwesenheit von Capl zwar von
hyperaktivem Mrrl gebunden aber nicht hochreguliert.

Nur 40 der 710 Bindestellen von Mrrl konnten auch Genen zugeordnet werden, die auch

von aktiviertem Mrrl hochreguliert wurden. Grund dafiir kdnnte sein, dass das hyperaktive
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HA-fusionierte Mrrl einige Bindestellen unspezifisch gebunden hat oder dass es zwar an die
Targets bindet, deren Expression aber nur in Kooperation mit anderen Regulatoren, die unter

den Wachstumsbedingungen des Assays nicht aktiv sind, induzieren kann.

3.4. ldentifikation eines Mrrl-Bindemotivs

Eine Analyse der in vivo identifizierten Mrrl-Bindestellen ergab ein potentielles Mrr1-Binde-
motiv, was innerhalb der untersuchten Sequenzen hiufig und mit einer 100%-igen Verteilung
zu finden war. Wie schon in 1.3.1 beschrieben konnten Hiller et al. in einer friiheren Veroffent-
lichung zeigen, dass unterschiedliche Regionen im MDRI-Promotor MDRI-Uberexpression
vermitteln kdnnen [44]. Das hdufige Vorkommen des DCSGHD-Motivs im MDRI-Promotor,
was auch in Promotorregionen anderer Mrrl-Targets beobachtet wurde, stiitzt die Ergebnisse
von Hiller et al., dass keine einzelne Promotorregion fiir die konstitutive MDRI-Expression in

Stammen, die gain-of-function Mutationen in Mrrl tragen, absolut notwendig ist.

Um zu untersuchen, ob Mrrl tatsichlich an diese Motive im MDRI-Promotor bindet, wurden
in dieser Arbeit erste Gel Shift Assays durchgefiihrt. Fiir Tacl konnte bereits mit Band Shift
Assays gezeigt werden, dass ein Fusionsprotein aus der N-terminalen DNA-Bindedoméane mit
GST (Glutathion S-Transferase) an das DRE sowohl im CDRI- als auch im CDR2-Promotor
bindet [21]. Auch die DNA-Bindedoméne von Upc2 in Fusion mit GST band in vitro an das
putative SRE (sterol response element) im ERG2-Promotor, was vermuten lieR, dass Upc2
die Expression der ERG-Gene durch direktes Binden an die Promotoren induziert [70]. In
dieser Arbeit wurden die 128 N-terminalen Aminosduren von Mrrl, von denen gezeigt werden
konnte, dass sie in Fusion mit der Gal4-Aktiverungsdoméne den MDRI1-Promotor aktivieren
kénnen (siehe Abschnitt 2.2.3), mit GST fusioniert. Erste Inkubationen des Fusionsproteins mit
einem DNA-Fragment, das aus den 600 Nukleotiden upstream des MDR1-Startcodons bestand
und neben mehreren putativen Mrrl-Bindestellen auch das Bindemotiv von Capl und das
BRE/MDRE mit dem Mcm1-Bindemotiv enthielt, resultierten im Vergleich zur Inkubation von
nur GST mit dem DNA-Fragment in einem Bandshift. Jedoch konnte mit allen weiteren Assays,
die mit Hilfe von EMSA-Kits durchgefiihrt wurden, um wichtige Kontrollen mit einzubeziehen,
im Rahmen dieser Arbeit die Bindung von Mrrl an die putativen Bindestellen im MDRI-

Promotor nicht bestatigt werden.
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3.5. AbschlieBende Worte und Ausblick

Die physiologische Funktion der Mdr1-Effluxpumpe ist bisher nicht bekannt. Unter normalen
Wachstumsbedingungen wird sie nur wenig exprimiert. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass Mrrl und Capl unter bestimmten Bedingungen bei der Induktion des MDRI-Promotors
kooperieren, dass sie aber auch unabhingig voneinander MDR1 hochregulieren, wenn aktivie-
rende Mutationen in den Transkriptionsfaktoren vorhanden sind. Wie auch schon von Morsch-
hiuser et al. gezeigt werden konnte [82], reguliert besonders hyperaktives Mrrl neben der
MDR1-Effluxpumpe noch einige andere Gene, die zur Fluconazol-Resistenz in C. albicans bei-
tragen.

Mcml, ein essentieller MADS-Box-Transkriptionsfaktor, bindet ebenfalls an den MDRI1-Pro-
motor [63] und wird fiir die volle MDRI-Induktion durch Benomyl benétigt [76]. Bei oxida-
tivem Stress kooperiert Mrrl hauptsachlich mit Capl und Mcml ist verzichtbar. Ohne die
Anwesenheit induzierender Substanzen verbleibt Capl im Zytoplasma und hyperaktives Mrrl
benstigt Mcm1, um eine MDRI-Uberexpression zu verursachen. Mogavero et al. konnten zei-
gen, dass Mcm1 zur MDRI-Expression beitrdgt und zwar unabhangig von seiner Bindestelle
im BRE/MDRE. Askew et al. fanden heraus, dass Mcm1 nicht nur direkt an seine bekann-
te Bindestelle bindet sondern auch indirekt via Ahrl (Adhesion and hyphal regulator) an ein
weiteres Bindemotiv. Der Zinc-Cluster-Transkriptionsfaktor Ahrl dirigiert Mcm1 nicht nur an
eine zusatzliche Bindestelle innerhalb eines Promotors, wie es fir den MDRI-Promotor der
Fall ist, sondern auch auch an die Promotoren von Zielgenen, die nicht das (ibliche Mcm1-
Bindemotiv aufweisen. Der Ahr1-Mcm1-Komplex spielt eine wichtige Rolle in der Adhésion,
da er Adhasionsgene direkt aktiviert, und ist in Hyphenwachstum und Virulenz involviert [3].

Mcm1l bindet auch an den MRRI-Promotor, was auch dafir spricht, dass es die MDRI-
Expression indirekt durch die Regulation von MRRI reguliert [139]. Im Gegensatz dazu konn-
te von Morschhduser et al. [82] und auch in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass
hyperaktives Mrrl nicht die Expression von MCM1 oder CAPI beeinflusst und Znaidi et al.
[151] haben gezeigt, dass aktiviertes Capl weder die MCM1I- noch die MRRI- Expressionslevel
beeinfluBt.

Die Tatsache, dass der Transkriptionsfaktor Ndt80 in die Hochregulierung von CDRI und
ERG11 involviert ist und ebenfalls an die Promotoren von CDR2 und MDR1 bindet, lieR ver-
muten, dass er ein wichtiger Regulator von Genen ist, die in die Fluconazol-Resistenz involviert
sind, und eventuell mit Mrrl, Tacl und Upc2 interagiert [123]. Sasse et al. konnten jedoch
kiirzlich zeigen, dass Ndt80 nicht notwendig ist fiir die induzierte MDRI- und die CDR2-
Expression und dass hyperaktive Mrrl-, Tacl- und Upc2-Proteine unabhangig von Ndt80 die
konstitutive Uberexpression ihrer Zielgene MDRI, CDR1/CDR2 und ERGI11 induzieren [118].
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In einer weiteren Verdffentlichung konnte auch gezeigt werden, dass Mrrl und Capl mit
Ada?2 interagieren, um die Transkription zu induzieren [122]. Ada2 ist eine Untereinheit des
SAGA/ADA-Coaktivator-Komplexes, der durch Histon-Acetylierung mehrere zellulire Prozes-
se koordiniert. Die Bindung von Ada2 an die untersuchten Promotoren der Mrrl-Targets war
komplett abhdngig von der Anwesenheit von Mrrl und Ada2 scheint als Coaktivator von Capl
zu agieren [122]. Pdrl und Pdr3 aus S. cerevisiae interagieren mit Untereinheiten des Me-
diatorkomplexes, um die RNA-Polymerase zu ihren Zielgenen zu fiihren [135]. Daher ist es
nicht auszuschlieBen, dass dieser Mechanismus auch in C. albicans zur Hochregulierung der
MDRI-Expression beitragt.

Ein wichtiges Ziel der zukiinftigen Forschung wird sein, weiterhin herauszufinden, wie die unter-
schiedlichen Transkriptionsfaktoren, Mrrl, Capl und Mcm1 und eventuell noch einige weitere
bei der Aktivierung der MDRI-Expression miteinander interagieren. Einige Interaktionen und
Mechanismen sind bereits bekannt oder konnten in dieser Arbeit identifiziert werden. Die gan-
ze Komplexizitdt des Netzwerkes der Transkriptionsfaktoren und anderer Mechanismen, die
eventuell zur Expression der MDRI-Effluxpumpe beitragen, gilt es jedoch in Zukunft weiter-
hin zu analysieren. Regulatoren von Effluxpumpen, wie auch Effluxpumpen selbst, kénnten in
Zukunft ein wichtiges Angriffsziel bei der Entwicklung antimykotischer Substanzen darstellen
bzw. kdnnte die Inhibierung dieser Gene eine erfolgreiche Therapie mit derzeitig verwendeten

Antimykotika unterstiitzen.






4. Material und Methoden

4.1. Verwendete Bakterienstamme und Plasmide

4.1.1. Escherichiacoli K12 Stamm

Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Klonierungsarbeiten wurde der E. coli-Stamm DH5«
(F-, endAl, hsdR17[r.", my’], supE44, thi-1, recAl, gyrA96, relAl, Alarg-lac]U169, X", $80d
lacZAM15) verwendet (Bethesda Research Laboratories, 1986).

4.1.2. Plasmide

Fiir die in dieser Arbeit durch Klonierungen hergestellten Plasmide (Tabelle 4.1) wurde, wenn

nicht anders angegeben, als Klonierungsvektor das Ausgangsplasmid pBluescript KSII+ (Stra-

tagene, Heidelberg, Deutschland) verwendet.

Tabelle 4.1.: In dieser Arbeit verwendeten Plasmide.

Bezeichnung relevante Eigenschaften Referenz

Ausgangs- und Kontrollplasmide

pADH1E1 enthilt Papy; zur Uberexpression einzelner Gene [101]

pGAL4AD?2 enthilt GAL4AD [93]

pMPG2S enthalt Pppri-GFP-Reporterfusion [82]

pSAT1 enthilt caSATI-Marker [102]

pSFS2 enthalt SATI-Flipper-Kassette (mit Ppjar2) [102]

pSFS4 enthalt SATI-Flipper-Kassette (mit Ppjar2), C533A-Austausch  diese Arbeit
im Intron des caSAT1-Markers (Sall-site zerstort)

pZCF36G2 enthélt wildtypisches MRRI mit GFP fusioniert Labor AG

Morschh3user

pZCF36G3 enthalt hyperaktives MRRI mit P683S gain-of-function Labor AG
Mutation mit GFP fusioniert Morschh&user

pZCF36K2 enthalt wildtypisches MRR1 [82]

pZCF36K3 enthilt hyperaktives MRRI mit P683S gain-of-function [82]

Mutation
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Bezeichnung relevante Eigenschaften Referenz
pYML127HAT1 enthilt drei Kopien des HA-Epitops und T acT1 Labor AG

Morschhauser

Plasmide mit MRR1 mit und ohne C-terminalem HA-Epitop unter der Kontrolle von P 4p4;

pZCF36H2
pZCF36H3

pZCF36E1

pZCF36E2
pZCF36EH2

pZCF36E3

pZCF36EH3

enthdlt MRRI mit C-terminalem HA-Epitop
enthalt hyperaktives MRR1 mit P683S gain-of-function
Mutation und C-terminalem HA-Epitop

diese Arbeit
diese Arbeit

enthélt wildtypisches MRRI1 unter der Kontrolle von Papy; im [82]

Vektor pBC

enthilt wildtypisches MRRI unter der Kontrolle von P app;

diese Arbeit

enthdlt MRR1 mit C-terminalem HA-Epitop unter der Kontrolle diese Arbeit

von PADH1

enthalt hyperaktives MRR1 mit P683S gain-of-function
Mutation unter der Kontrolle von P apn1
enthalt hyperaktives MRR1 mit P683S gain-of-function

diese Arbeit

diese Arbeit

Mutation mit C-terminalem HA-Epitop unter der Kontrolle von

PapH:

Plasmide mit C-terminal verkiirztem MRR1 (Ausgangsplasmid pZCF36K2)

pZCF36K2AC1066
pZCF36K2AC1040
pZCF36K2AC1031
pZCF36K2AC1015
pZCF36K2AC1001
pZCF36K2AC955
pZCF36K2AC952
pZCF36K2AC948
pZCF36K2AC947
pZCF36K2AC946
pZCF36K2AC945
pZCF36K2AC944
pZCF36K2AC933
pZCF36K2AC911
pZCF36K2AC812
pZCF36K2AC706
pZCF36K2AC366

pZCF36K2A342-381
pZCF36K2A873-896

codiert fiir Mrrl Aminosauren
codiert fiir Mrrl Aminos3uren
codiert fiir Mrrl Aminosauren
codiert fiir Mrrl Aminosauren
codiert fiir Mrrl Aminosauren
codiert fiir Mrrl Aminosauren
codiert fiir Mrrl Aminosauren
codiert fiir Mrrl Aminosauren
codiert fiir Mrrl Aminosauren
codiert fiir Mrrl Aminosauren
codiert fiir Mrrl Aminosauren
codiert fiir Mrrl Aminosauren
codiert fiir Mrrl Aminos3uren
codiert fiir Mrrl Aminosduren
codiert fiir Mrrl Aminosduren
codiert fiir Mrrl Aminosauren
codiert fiir Mrrl Aminosauren

1-1066
1-1040
1-1031
1-1015
1-1001
1-955
1-952
1-948
1-947
1-946
1-945
1-944
1-933
1-911
1-812
1-706
1-366

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

codiert fur Mrrl mit interner Deletion der Aminosiuren 342-381  diese Arbeit

codiert fur Mrrl mit interner Deletion der Aminosauren 873-896  diese Arbeit
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Bezeichnung relevante Eigenschaften Referenz
Plasmide mit TET-System
pNIM1 enthilt catetR-GAL4AD Fusion unter der Kontrolle von P4pny [93]
und GFP unter der Kontrolle von P, C533A-Austausch im
Intron des caSAT1-Markers (Sall-site zerstort)

pNIM6 wie pNIM1, statt Pact: Prers Labor AG

Morschh3user

pTET17 enthilt tetR [93]

pTET23 enthalt rtetR-GAL4AD unter der Kontrolle von P4py; und Labor AG
ecaFLP unter der Kontrolle von P e Morschhauser

pTET49 enthilt catetR diese Arbeit

pTET50 enthalt catetR mit TacT: diese Arbeit

pTET51 pNIM1 mit Bglll linearisiert, Bglll-site durch Auffiillen zerstort, diese Arbeit
zusitzliche Dam-methylierte Clal-site

pTET52 enthilt catetR unter der Kontrolle von Papy: und GFP unter diese Arbeit
der Kontrolle von Pie;

pTET53 enthalt catetR-GAL4AD Fusion unter der Kontrolle von Papp; diese Arbeit
und GFP unter der Kontrolle von Pt

pZCF3667-1108_.TETR  codiert fiir Mrrl Aminosiuren 67-1108 fusioniert mit TetR diese Arbeit

pZCF36°1- 1108 TETR  codiert fiir Mrrl Aminosiuren 91-1108 fusioniert mit TetR diese Arbeit

pZCF36'0+1108_TETR  codiert fiir Mrrl Aminosiuren 104-1108 fusioniert mit TetR diese Arbeit

pZCF3612>1108_.TETR  codiert fiir Mrrl Aminosiuren 122-1108 fusioniert mit TetR diese Arbeit

pZCF36!4+1108_.TETR  codiert fiir Mrrl Aminosiuren 144-1108 fusioniert mit TetR diese Arbeit

pZCF36%8-1108_TETR  codiert fiir Mrrl Aminosiuren 168-1108 fusioniert mit TetR diese Arbeit

pZCF3626%-1108_ TETR  codiert fiir Mrrl Aminosiuren 269-1108 fusioniert mit TetR diese Arbeit

pZCF3697-526_TETR codiert fiir Mrrl Aminosduren 67-526 fusioniert mit TetR diese Arbeit

pZCF362%9-812.TETR  codiert fiir Mrrl Aminosiuren 269-812 fusioniert mit TetR diese Arbeit

Plasmide mit MRR1DB-GAL4AD Fusionen (unter der Kontrolle von Pspy;)

pZCF36DBH2 codiert fiir Mrrl Aminosduren 1-128 fusioniert mit Gal4AD mit  diese Arbeit
C-terminalem HA-Epitop

pZCF36DBH4 codiert fiir Mrrl Aminosduren 1-121 fusioniert mit Gal4AD mit  diese Arbeit
C-terminalem HA-Epitop

pZCF36DBH5 codiert fiir Mrrl Aminos3uren 1-106 fusioniert mit Gal4AD mit  diese Arbeit
C-terminalem HA-Epitop

pZCF36DBH6 codiert fiir Mrrl Aminosaduren 1-90 fusioniert mit Gal4AD mit diese Arbeit
C-terminalem HA-Epitop

Plasmide zur Deletion von CAP1 und zum Ersetzen der wildtypischen CAPI- und MRRI1-

Allele durch die jeweilige hyperaktive Form

pMRR1R1 enthdlt SATI-Flipper-Kassette (mit Ppjar2), Labor AG
Vorstufe zu pMRR1R3 Morschh&user
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Bezeichnung relevante Eigenschaften Referenz
pMRR1R3 enthalt SATI-Flipper-Kassette (mit Ppjar2) zum Austausch von  diese Arbeit
MRR1 durch hyperaktives MRRI mit P683S gain-of-function
Mutation

pCAP1M1 Vorstufe zu pCAP1M2 diese Arbeit

pCAP1M?2 enthalt SATI-Flipper-Kassette (mit Ppjar2) zur Inaktivierung diese Arbeit
von CAPI

pCAP1R1 enthalt SATI-Flipper-Kassette (mit Ppjar2) zum Austausch von  diese Arbeit
CAP1 durch hyperaktives, C-terminal verkiirztes CAP1
(AC333)

Plasmide mit Candida dubliniensis MRR1 (unter der Kontrolle von Papp1)

pCdMRR1E1 enthidlt CdAMRR1 aus Fluconazol-sensitivem diese Arbeit
C. dubliniensis-lsolat CM1

pCdMRR1E2 enthdlt CAMRRI1 mit G2597A-Austausch aus diese Arbeit
Fluconazol-resistentem Isolat CM2

pCdMRR1E3 enthidlt CdAMRR1 aus Fluconazol-sensitivem diese Arbeit
C. dubliniensis-lsolat CD57

pCdMRR1E4 enthilt CdAMRR1 mit C1784A-Austausch aus diese Arbeit
Fluconazol-resistentem lIsolat CD57A

pCdMRR1E5 enthdlt CAMRRI1 mit C1121T-Austausch aus diese Arbeit
Fluconazol-resistentem Isolat CD57B

pCdMRR1E5 enthidlt CdAMRR1 mit Deletion der Basenpaare 2959-2994 aus diese Arbeit
Fluconazol-resistentem C. dubliniensis-Isolat CD51-11A

pCdMRR1E6 enthdlt CAMRRI1 mit Deletion der Basenpaare 2952-2954 aus diese Arbeit
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4.2. VVerwendete C. albicans-Stamme

Alle in dieser Arbeit verwendeten C. albicans Transformanten, deren Ausgangsstamme sowie

die entsprechenden Genotypen und Referenzen sind in Tabelle 4.2 aufgelistet.

Tabelle 4.2.: In dieser Arbeit verwendeten Candida albicans-Stamme.

Stamm Ausgangsstamm Genotyp Referenz

SC5314

Wildstamm

[37]

Stimme, die ungekoppelte oder 3xHA-gekoppelte MRR1- und MRR1P%835_Allele unter der
Kontrolle des MRR1- oder des ADH1-Promotors exprimieren

SCMRRIM4K2A SCMRR1IM4A mrrIA:FRT /mrr1 A::MRR1-caSAT1 [82]

SCMRR1M4K2B SCMRR1M4B mrrI A:FRT /mrr1 A::MRR1-caSAT1 [82]

SCMRRIM4K3A SCMRR1M4A mrrl A::FRT [ mrrl1 A::MRR1P6835_ [82]
caSAT1

SCMRR1M4K3B SCMRR1M4B mrrl1 A::FRT /mrrl A:: MRR1P5835. [82]
caSAT1

SCAmrr1IMH2B SCMRR1M4B mrrI A:FRT /mrr1 A::MRR1-3xHA- diese Arbeit
caSAT1

SCAmrrIMH3A SCMRR1M4A mrrl1 A::FRT /mrr1 A::MRR1P9835_3xHA-  diese Arbeit
caSAT1

SCAmrrIMH3B SCMRR1M4B mrrl1 A::FRT /mrrI AMRRIP®835_3xHA-  diese Arbeit
caSAT1

SCAmrrIMEH2A SCMRR1M4A mrrlA:FRT [mrr1 A:FRT diese Arbeit
ADH1 /adh1::MRR1-3xHA-caSAT1

SCAmrrIMEH2B SCMRR1M4B mrrl Az FRT /mrrl A:FRT diese Arbeit
ADH1/adh1::MRR1-3xHA-caSAT1

SCAmrrIMEH3A SCMRR1M4A mrrIA:FRT /mrr1 A:FRT diese Arbeit
ADH1 /adhl::MRR1P®35_3x HA-caSAT1

SCAmrr1MEH3B SCMRR1M4B mrrlA:FRT [mrr1 A:FRT diese Arbeit
ADH1 /adh1::MRR1P%835_3x HA-caSAT1

SCAmrrIME2A SCMRR1M4A mrrl Az FRT /mrrl A:FRT diese Arbeit
ADH1/adhl::MRR1-caSAT1

SCAmrr1ME2B SCMRR1M4B mrrlIA:FRT /mrr1 A:FRT diese Arbeit
ADH1/adh1::MRR1-caSAT1

SCAmrrIME3A SCMRR1IM4A mrrl A:FRT [/mrr1 A:FRT diese Arbeit
ADH1 /adhl::MRR1P®835_caSAT1

SCAmrrIME3B SCMRR1M4B mrrlAzFRT /mrrl A:FRT diese Arbeit

ADH1 /adhl::MRR1P®835_caSAT1
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Stamm Ausgangsstamm Genotyp Referenz
SCAmrr1 CAP1M4 SCAmrr1CAP1 mrrlAzFRT /mrrl1 A:FRT diese Arbeit
MEH3A M4A capl A::FRT [capl A::FRT

ADH1 /adh1::P apr;-MRR1PO835_HA-

caSAT1
SCAmrr1 CAP1M4 SCAmrr1CAP1 mrrl Az:FRT /mrrl1 A::FRT diese Arbeit
MEH3B M4B capl A::FRT [capl A::FRT

ADH1 /adh1::P apr;-MRR1P683S_HA-
caSAT1

Stimme, die eine Pppri-GFP-Reporterfusion enthalten und ungekoppelte oder 3xHA-
gekoppelte MRR1- und MRR1P%35_Allele unter der Kontrolle des MRR1- oder des ADHI-

Promotors exprimieren

CAG48MRR136M4B

CAG48MRR1M4K2
B1 und B2
CAG48MRR1M4K3
B1 und B2

CAG48Amrr1MH?2
B1 und B2

CAG48Amrr1MH3
B1 und B2

CAG48AmrrIMEH?2
B1 und B2

CAG48Amrr1MEH3
B1 und B2

CAG48Amrr1ME2
B1 und B2

CAG48Amrr1ME3
B1 und B2

SC5314

CAG48MRR1M4B

CAG48MRR1M4B

CAG438MRR1M4B

CAG48MRR1M4B

CAG48MRR1M4B

CAG48MRR1M4B

CAG438MRR1M4B

CAG48MRR1M4B

MDRI | mdr1::Pypri-GFP-URA [82]

mrrl AFRT /mrrl1 A::FRT

MDRI1 [/ mdr1::Pypri-GFP-URA [82]
mrrlIA:FRT /mrr1 A::MRR1-caSAT1

MDR1 / mdr1::Pypri-GFP-URA [82]

mrrl1 A::FRT /mrrl A:: MRR1P6835.

caSAT1

MDRI1 [/ mdr1::Pypr:-GFP-URA diese Arbeit

mrrl AzFRT /mrrl Ac:
MRR1-3xHA-caSAT1

MDR1 /mdr1::Pypri-GFP-URA diese Arbeit
mrrl1 A::FRT [mrr1 A::MRR1P%835_3x HA-

caSAT1

MDRI1 /mdr1::Pypri-GFP-URA diese Arbeit

mrrl AzFRT /mrrl1 A:FRT
ADH1/adh1::MRR1-3xHA-caSAT]1
MDR1/mdr1::Pppr:-GFP-URA diese Arbeit
mrrIA:FRT [mrrl AFRT

ADH1 /adhl::MRR1P®835_3x HA-caSAT1

MDRI1 [/ mdr1::Pypri-GFP-URA diese Arbeit
mrrl AzFRT /mrrl1 A::FRT
ADH1/adhl::MRR1-caSAT1
MDR1/mdr1::Pppr:-GFP-URA diese Arbeit
mrrl AzFRT /mrrl1 A::FRT

ADH1 /adhl::MRR1P®335_caSAT1



AC933 B1 und B2

mrrl1 A::FRT /mrrl A:: MRR1A933.
caSAT1
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Stamm Ausgangsstamm Genotyp Referenz
mrrl A Mutanten mit reintegrierten, modifizierten MRRI1-Allelen und Pppri-GFP-
Reporterfusionen
CAG48AmrrIMK2 CAG48MRR1M4B MDR1 /mdr1::Pppgr;-GFP-URA diese Arbeit
AC1066 B1 und B2 mrrl1 A::FRT [ mrrl A:: MRR14€1066.

caSATI
CAG48Amrr1MK2 CAG48MRR1M4B  MDRI/mdr1::Puypri-GFP-URA diese Arbeit
AC1040 B1 und B2 mrrl1 A::FRT /mrrl A:: MRR1AC1040.

caSAT1
CAG48AmrrIMK2 CAG48MRR1M4B MDR1 /mdr1::Pppgr;-GFP-URA diese Arbeit
AC1031 B1 und B2 mrrl1 A::FRT [ mrrl A::MRR1AC103L

caSATI
CAG48AmrrIMK2 CAG48MRR1M4B  MDRI/mdrl::Puypri-GFP-URA diese Arbeit
AC1015 B1 und B2 mrrl1 A::FRT /mrrl A:: MRR1AC1015.

caSATI1
CAG48AmrrIMK?2 CAG48MRR1M4B MDR1 /mdr1::Pppri-GFP-URA diese Arbeit
AC1001 B1 und B2 mrrl1 A::FRT [ mrrl A::MRR1AC1001

caSATI
CAG48AmrrIMK2 CAG48MRR1M4B  MDRI/mdrl::Puypri-GFP-URA diese Arbeit
AC955 B1 und B2 mrrl A::FRT [mrrl1 A::MRR14<%55-

caSATI
CAG48AmrrIMK?2 CAG48MRR1M4B MDR1 /mdr1::Pppri-GFP-URA diese Arbeit
AC952 B1 und B2 mrrl A::FRT /mrrl A:: MRR1A9%2.

caSATI
CAG48AmrrIMK2 CAG48MRR1M4B  MDRI/mdrl::Puypri-GFP-URA diese Arbeit
AC948 B1 und B2 mrrl1 A::FRT /mrrl A:: MRR1AC948.

caSATI
CAG48AmrrIMK?2 CAG48MRR1M4B MDR1 /mdr1::Pppri-GFP-URA diese Arbeit
AC947 B1 und B2 mrrl Az FRT /mrrl A:: MRR1AC947-

caSATI
CAG48AmrrIMK2 CAG48MRR1M4B MDR1 [/ mdr1::Pypri-GFP-URA diese Arbeit
AC946 B1 und B2 mrrl1 A::FRT /mrrl A:: MRR1AC946.

caSATI
CAG48AmrrIMK2 CAG48MRR1M4B  MDRI/mdr1::Pppri-GFP-URA diese Arbeit
AC945 B1 und B2 mrrl A::FRT /mrrl A:: MRR1AC945-

caSATI
CAG48AmrrIMK2 CAG48MRR1M4B MDR1 /mdr1::Pppgri-GFP-URA diese Arbeit
AC944 B1 und B2 mrrl1 A::FRT [ mrrl A::MRR14C%44-

caSATI
CAG48AmrrIMK2 CAG48MRR1M4B  MDRI/mdrl::Puypri-GFP-URA diese Arbeit
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Stamm Ausgangsstamm Genotyp Referenz
CAG48AmrriMK2 CAG48MRR1M4B MDR1 /mdr1::Pppri-GFP-URA diese Arbeit
AC911 B1 und B2 mrrl A::FRT [mrrl1 A::MRR1AC011.

caSAT1
CAG48AmrrIMK2 CAG48MRR1M4B  MDRI/mdrl::Pypri-GFP-URA diese Arbeit
AC812 B1 und B2 mrrl A::FRT [mrrl1 A::MRR14C®12.

caSAT1
CAG48AmrriMK2 CAG48MRR1M4B MDR1/mdr1::Pppr:-GFP-URA diese Arbeit
AC706 B1 und B2 mrrl Az FRT /mrrl A:: MRR1AC706.

caSAT1
CAG48AmrrIMK2 CAG48MRR1IM4B  MDRI/mdrl1::Puypri-GFP-URA diese Arbeit
AC366 B1 und B2 mrrl1 A::FRT [mrrl A:: MRR1AC366.

caSAT1
CAG48AmrriMK2 CAG48MRR1M4B MDR1/mdr1::Pppr:-GFP-URA diese Arbeit
A342-381 B1 und B2 mrrl Az FRT /mrrl A:: MRR1A342-381.

caSAT1
CAG48AmrrIMK?2 CAG48MRR1M4B MDR1/mdr1::Pypri-GFP-URA diese Arbeit
AC873-896 mrrl1 A::FRT /mrrl A:: MRR1AC873-896_
B1 und B2 caSAT1

Stamme, die catetR-MRR1 Fusionen unter der Kontrolle von Papy; exprimieren und deren

Kontrollstamme

SCTET 52
SCTET 53

SCMRR167—1108
-TETR A und B
SCMRR191—1108
-TETR A und B
SCMRR1104-1108
-TETR A und B
SCMRR1122—1108
-TETR A und B
SCMRR1144-1108
-TETR A und B
SCMRR1168—1108
-TETR A und B
SCMRR1269—1108
-TETR A und B
SCMRR157-526

-TETR A und B
SCMRR1269—812
-TETR A und B

SC5314
SC5314

SC5314

SC5314

SC5314

SC5314

SC5314

SC5314

SC5314

SC5314

SC5314

ADH1 /adh1::catetR-caSAT1-Pe- GFP
ADH1/adh1::catetR-GAL4AD-caSATI-

Prer-GFP
ADH1/adhl::catetR-MRR157-1108
-caSAT1-Pt-GFP
ADH1/adhl::catetR-MRR1°1-1108
-caSAT1-Py+-GFP

ADH1 /adhl::catetR-MRR]104-1108
-caSAT1-Py-GFP
ADH1/adhl::catetR-MRR122-1108
-caSAT1-Pye-GFP
ADH1/adh1::catetR-MRR144-1108
-caSAT1-Pe-GFP
ADH1/adhl::.catetR-MRR]168-1108
-caSAT1-Py-GFP
ADH1/adhl::catetR-MRR]269-1108
-caSAT1-Pye-GFP
ADH1/adhl::.catetR-MRR157-526
-caSAT1-P;e-GFP
ADH1/adhl::catetR-MRR1269-812
-caSAT1-Pyer-GFP

diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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Stamm

Ausgangsstamm

Genotyp

Referenz

mrrl A Mutanten, die MRR1DB-GAL4AD Fusionen unter der Kontrolle von P 4p1; exprimieren

SCAmrr1MDB1A SCMRR1M4A
SCAmrr1MDB1B SCMRR1M4B
SCAmrr1MDB2A SCMRR1M4A
SCAmrr1MDB2B SCMRR1M4B
SCAmrr1MDBH2A SCMRR1M4A
SCAmrr1MDBH2B SCMRR1M4B
SCAmrr1MDBH4A SCMRR1M4A
SCAmrr1MDBH4B SCMRR1M4B
SCAmrr1MDBH5A SCMRR1M4A
SCAmrr1MDBH5B SCMRR1M4B
SCAmrr1MDBH6A SCMRR1M4A
SCAmrr1MDBH6B SCMRR1M4B

mrrl AzFRT /mrrl A::FRT
ADH1/adhl::MRR1Y128-GAL4AD-
caSAT1

mrrlIA:FRT [mrrl A:FRT

ADH1 /adhl::MRR1Y128_GAL4AD-
caSAT1

mrrl AzFRT /mrrl A::FRT
ADH1/adhl::MRR1>"8-GAL4AD-
caSAT1

mrrIA:FRT [mrrl A:FRT

ADH1 /adh1::MRR1Y"8-GAL4AD-
caSAT1

mrrl AzFRT /mrrl1 A::FRT

ADH1 /adhl::MRRI1128_3xHA-GAL4AD-
caSAT1

mrrIA:FRT [mrrl A:FRT

ADH1 /adhl::MRR1128_3xHA-GAL4AD-
caSAT1

mrrl AFRT /mrrl A::FRT

ADH1 /adhl::MRRI121_3xHA-GAL4AD-
caSAT1

mrrl A:FRT /mrrl A::FRT

ADH1 /adhl::MRR1Y12'-3xHA-GAL4AD-
caSAT1

mrrlA:FRT [mrrl A:FRT

ADH1 /adhl::MRRI1¥190_3xHA-GAL4AD-
caSAT1

mrrl A:FRT /mrrl A::FRT

ADH1 /adhl::MRR1'1%€_3xHA-GAL4AD-
caSAT1

mrrl1A:FRT [mrrl A:FRT

ADH1 /adhl::MRRI1¥-%-3xHA-GAL4AD-
caSAT1

mrrl A:FRT /mrrl A::FRT

ADH1 /adhl::MRR1%°-3xHA-GAL4AD-
caSAT1

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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Stamm Ausgangsstamm Genotyp Referenz
CAG48Amrr1IMDB1 CAG48MRR1M4B MDR1 /mdr1::Pppri-GFP-URA diese Arbeit
B1 und B2 mrrl Az FRT /mrrl1 A:FRT

ADH1 /adhl::MRRI1¥12_GAL4AD-

caSAT1
CAG48AmrrIMDB2 CAG48MRR1M4B MDR1/mdr1::Pppri-GFP-URA diese Arbeit
B1 und B2 mrrlAzFRT /mrrl1 A:FRT

ADH1/adhl::MRR1Y"8-GAL4AD-

caSAT1
CAG48AmrrIMDBH2  CAG48MRR1M4B  MDRI1/mdrl::Pypri-GFP-URA diese Arbeit
B1 und B2 mrrl AzFRT /mrr1 A::FRT

ADH1 /adh1::MRR1Y128_3xHA-GAL4AD-

caSAT1
CAG48AmrriIMDBH4 CAG48MRR1M4B MDR1/mdr1::Pppri-GFP-URA diese Arbeit
B1 und B2 mrrl AFRT /mrrl1 A::FRT

ADH1 /adhl::MRRI1Y121_-3xHA-GAL4AD-

caSAT1
CAG48AmrrIMDBH5 CAG48MRR1M4B MDR1/mdr1::Pppgri-GFP-URA diese Arbeit
B1 und B2 mrrlAzFRT /mrrl1 A:FRT

ADH1 /adhl::MRR1Y196_3xHA-GAL4AD-

caSAT1
CAG48AmrrIMDBH6 ~ CAG48MRR1M4B ~ MDRI1/mdrl::Pypri-GFP-URA diese Arbeit
B1 und B2 mrrl Az FRT /mrrl1 A:FRT

ADH1 /adh1::MRR1¥-%°-3xHA-GAL4AD-

caSAT1
mrrl A, upc2A, caplA mdrl1A und mrrl1A/capl A Mutanten
SCMRR1IM4 A und B SC5314 mrrlAz:FRT /mrrl1 A::FRT [82]
UPC2M4 A und B SC5314 upc2A::FRT Jupc2A::FRT [29]
SCCAPIM1A SC5314 capl-1A::SATI-FLIP/CAPI-2 diese Arbeit
SCCAP1M1B SC5314 CAPI-1/capl-2A::SATI-FLIP diese Arbeit
SCCAP1M2A SCCAP1IM1A capl-1A::FRT /CAPI1-2 diese Arbeit
SCCAP1M2B SCCAP1M1B CAPI1-1/capl-2A::FRT diese Arbeit
SCCAP1IM3A SCCAP1IM2A capl-1A:FRT [capl-2A::SATI-FLIP diese Arbeit
SCCAP1M3B SCCAP1M2B capl-1A::SATI-FLIP/capl-2A::FRT diese Arbeit
SCCAP1IM4A SCCAP1IM3A capl-1A::FRT [capl-2A::FRT diese Arbeit
SCCAP1M4B SCCAP1M3B capl-1A::FRT/capl-2A::FRT diese Arbeit
SCMDR1M4A SCMDR1M3A mdrl1A::FRT /mdrl1A::FRT diese Arbeit
SCMDR1M4B SCMDR1M3B mdrl1A:FRT /mdr1A::FRT diese Arbeit
SCAmrr1CAPIM1A SCMRR1M4A capl-1A::SATI-FLIP/CAP1-2 diese Arbeit

mrrIA:FRT [mrr1 AFRT
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Stamm Ausgangsstamm Genotyp Referenz
SCAmrr1CAP1M1B SCMRR1M4B CAPI1-1/capl-2A::SATI1-FLIP diese Arbeit
mrrlIA:FRT [mrr1 A:FRT

SCAmrr1CAP1M2A SCAmrr1CAP1 capl-1A:FRT /CAPI1-2 diese Arbeit
M1A mrrl AzFRT /mrrl A::FRT

SCAmrr1CAP1M2B SCAmrr1CAP1 CAP1-1/capl-2A::FRT diese Arbeit
M1B mrrl1A:FRT [mrrl A:FRT

SCAmrr1CAP1IM3A SCAmrr1CAP1 capl-1A::FRT [capl-2A::SATI1-FLIP diese Arbeit
M2A mrrl A:FRT /mrrl A::FRT

SCAmrr1CAP1M3B SCAmrr1CAP1 capl-1A::SATI-FLIP/capl-2A::FRT diese Arbeit
M2B mrrl AzFRT /mrrl A::FRT

SCAmrr1 CAP1IM4A SCAmrr1CAP1 capl-1A::FRT [capl-2A::FRT diese Arbeit
M3A mrrl Az FRT /mrrl A:FRT

SCAmrr1CAP1M4B SCAmrr1CAP1 capl-1A::FRT [capl-2A::FRT diese Arbeit
M3B mrrlA:FRT [mrrl A:FRT

Stimme, die hyperaktive MRR1-, UPC2- und CAP1-Allele im Wildtyp-Hintergrund exprimieren

SCMRR1R31 A und B
SCMRR1R32A
SCMRR1R32B
SCMRR1R33A

SCMRR1R33B

SCMRR1R34A
SCMRR1R34B
SCUPC2R12 A und B
SCUPC2R14A
SCUPC2R14B
SCCAP1R11A
SCCAP1R11B
SCCAP1R12A
SCCAP1R12B
SCCAP1R13A

SCCAP1R13B

SCCAP1R14A
SCCAP1R14B

SC5314

SCMRR1R31A
SCMRR1R31B
SCMRR1R32A

SCMRR1R32B

SCMRR1R33A
SCMRR1R33B
SC5314

SCUPC2R12A
SCUPC2R12B
SC5314

SC5314

SCCAP1R11A
SCCAP1R11B
SCCAP1R12A

SCCAP1R12B

SCCAP1R13A
SCCAP1R13B

MRR1/MRR1P%835_SAT1-FLIP
MRR1/MRR1P%3S_FRT
MRR1/MRR1P%3S_FRT
MRR1P®83S_SATI-FLIP/MRR1P683S_
FRT

MRR1P®835_SATI-FLIP/ MRR1P®835_
FRT

MRRIP83S_FRT | MRR1P%%3S_FRT
MRRIP83S_FRT | MRR1P%%3S_FRT
UPC2C%%D_FRT | UP(C2-2
UPC2G%48D_FRT JUPC2C%48D_FRT
UPC2G%48D_FRT JUPC2%%48D_FRT
CAP1AC333_GAT1-FLIP/CAP1-2
CAPI-1/CAP1AC333_SATI-FLIP
CAP1AC33_FRT /CAPI1-2
CAPI-1/CAP1ACB3_FRT
CAP1AC33_FRT | CAP1AC333_GAT1-
FLIP

CAP1AC33_SATI-FLIP | CAP1AC333.
FRT

CAP1ACS3_FRT /CAP1A3_FRT
CAP1AC33_FRT /CAP1AC333_FRT

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit
[41]

[41]

[41]

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit

Stamme, die ein hyperaktive CAP1- und UPC2-Allele im mrrl A-Hintergrund exprimieren

Amrr1IUPC2R12A

AmrrIUPC2R11A

UPC26848D_FRT JUPC2-2
mrrl AzFRT /mrrl1 A::FRT

diese Arbeit



mrrIA:FRT [mrr1 A:FRT
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Stamm Ausgangsstamm Genotyp Referenz
AmrrIUPC2R12B Amrr1UPC2R11B UPC2C%48D_FRT |UPC2-2 diese Arbeit
mrrIA:FRT [mrr1 A:FRT

Amrr1UPC2R14A AmrrlUPC2R13A  UPC28%480_FRT /UPC2¢easn-FRT diese Arbeit
mrrl AzFRT /mrrl1 A::FRT

Amrr1UPC2R14B Amrr1UPC2R13B  UPC2%%48D_FRT JUPC2geasp-FRT diese Arbeit
mrrl1A:FRT [mrr1 A:FRT

Amrr1CAP1R11A SCMRR1M4A CAP1AC333_SATI-FLIP/CAP1-2 diese Arbeit
mrrl AzFRT /mrrl1 A::FRT

Amrr1CAP1R11B SCMRR1M4B CAPI-1/CAP1AC33_SATI-FLIP diese Arbeit
mrrl AzFRT /mrrl1 A::FRT

Amrr1CAP1R12A Amrr1CAP1R11A  CAP14C3%_FRT /CAP1-2 diese Arbeit
mrrIA:FRT [mrrl A:FRT

Amrr1CAP1R12B Amrr1CAP1R11B  CAPI-1/CAPIAC®3FRT diese Arbeit
mrrl AzFRT /mrrl1 A::FRT

Amrr1CAP1R13A Amrr1CAP1R12A  CAPIAC33_FRT /CAP1AC33_SATI-FLIP  diese Arbeit
mrrl Az FRT /mrrl1 A::FRT

Amrr1CAP1R13B Amrr1CAP1R12B  CAP14C333.GATI-FLIP diese Arbeit
/CAP1AC3S3_FRT
mrrl AzFRT /mrrl1 A::FRT

Amrr1CAP1R14A Amrr1CAP1R13A  CAPIAC3_FRT /CAP1A33.FRT diese Arbeit
mrrl AzFRT /mrrl A::FRT

Amrr1CAP1R14B Amrr1CAP1R13B  CAPIAG3B_FRT /CAP1AC33_FRT diese Arbeit

Stimme, die hyperaktive MRR1-, UPC2- und CAP1-Allele im mdrl A-Hintergrund exprimieren

AmdrIMRR1R31A

AmdrIMRR1R31B

AmdrIMRR1R32A

Amdri1MRR1R32B

AmdrIMRR1R33A

AmdrIMRR1R33B

AmdrlMRR1R34A

AmdrIMRR1R34B

SCMDR1M4A

SCMDR1M4B

AmdrIMRR1R31A

Amdr1MRR1R31B

Amdr1MRR1R32A

Amdr1MRR1R32B

AmdrIMRR1R33A

Amdr1MRR1R33B

MRR1/MRR1"®835_SAT1-FLIP
mdrl1A:FRT /mdr1A::FRT
MRR1/MRRI1P®83S_SATI1-FLIP
mdrl1A:FRT /mdr1A::FRT
MRR1/MRRI1P®83S_FRT

mdrIA:FRT /mdr1 A::FRT
MRR1/MRRIP683S_FRT

mdrl1A:FRT /mdr1A::FRT
MRR1P835_SATI-FLIP/MRR1P$83S_FRT
mdrIA:FRT /mdr1A::FRT
MRR1P®83S_SATI-FLIP/MRR1P%83S_FRT
mdrIA:FRT /mdr1 A::FRT
MRR1P835_FRT | MRR1P®35_FRT
mdrl1A:FRT /mdr1A::FRT
MRR1P®83S_FRT | MRR1P83S_FRT
mdrIA:FRT /mdr1A::FRT

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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Stamm Ausgangsstamm Genotyp Referenz
Amdr1UPC2R11A SCMDR1M4A UPC2C%48D_SAT1-FLIP/UPC2-2 diese Arbeit
mdrlA:FRT /mdr1A::FRT

Amdr1UPC2R11B SCMDR1M4B UPC2%48D_SATI-FLIP/UPC2-2 diese Arbeit
mdrl1A:FRT /mdr1 A::FRT

Amdr1UPC2R12A Amdr1UPC2R11A  UPC2%%48D_FRT JUPC2-2 diese Arbeit
mdrl1A:FRT /mdr1A::FRT

Amdr1UPC2R12B AmdrIUPC2R11B  UPC2%%48D_FRT /UPC2-2 diese Arbeit
mdr1A:FRT /mdr1A::FRT

Amdr1UPC2R13A Amdr1UPC2R12A  UPC2C%48D_FRT JUPC2%%48P_SATI-FLIP  diese Arbeit
mdrl1A:FRT /mdr1 A::FRT

Amdr1UPC2R13B Amdr1UPC2R12B  UPC2C%%48D_FRT JUPC2%%48D_SATI-FLIP  diese Arbeit
mdrl1A:FRT /mdr1A::FRT

Amdr1UPC2R14A Amdr1UPC2R13A  UPC2C%48D_FRT JUPC2C%48D_FRT diese Arbeit
mdr1A:FRT /mdr1 A::FRT

Amdr1UPC2R14B Amdr1UPC2R13B  UPC2C%48D_FRT JUPC2C%%48D_FRT diese Arbeit
mdrl1A::FRT /mdr1A::FRT

Amdr1CAP1R11A SCMDR1M4A CAP1AC33_SATI-FLIP/CAP1-2 diese Arbeit
mdrl1A:FRT /mdr1A::FRT

Amdr1CAP1R11B SCMDR1M4B CAPI-1/CAP1AC333_SATI-FLIP diese Arbeit
mdrl1A:FRT /mdr1 A::FRT

Amdr1 CAP1R12A Amdr1CAPIR11A  CAPI~®3%.FRT/CAP1-2 diese Arbeit
mdrl1A::FRT /mdr1A::FRT

Amdr1CAP1R12B Amdr1CAP1R11B  CAPI-1/CAPI1AC3_FRT diese Arbeit
mdrl1A:FRT /mdr1A::FRT

Amdr1 CAP1R13A Amdr1CAP1R12A  CAPIAC33_FRT /CAP1AC33_SATI-FLIP  diese Arbeit
mdrl1A:FRT /mdr1 A::FRT

Amdr1CAP1R13B Amdr1CAP1R12B  CAPI1AC333.SATI-FLIP/CAPIAC333.FRT  diese Arbeit
mdrl1A:FRT /mdr1A::FRT

Amdr1 CAP1R14A AmdriCAPIR13A  CAPIACS3_FRT /CAP1AC3_FRT diese Arbeit
mdr1A:FRT /mdr1A::FRT

Amdr1 CAP1R14B AmdriCAPIR13B  CAPIAC3_FRT /CAP1A33.FRT diese Arbeit
mdrl1A:FRT /mdr1 A::FRT

Stimme, die hyperaktive MRR1- und CAP1-Allele co-exprimieren

SCMRR1R34CAP1R1 ~ SCMRR1R34A MRRIP83S_FRT | MRR1P835_-FRT diese Arbeit

1A CAPI-1/CAP1AC333_SATI-FLIP

SCMRR1R34CAP1R1  SCMRR1R34B MRRIP83S_FRT | MRR1P5%35_-FRT diese Arbeit

1B CAP1AC33_SATI-FLIP/CAP1-2

SCMRR1R34CAP1R1  SCMRR1R34 MRRIP83S_FRT | MRR1P®35_FRT diese Arbeit

2A CAP1R11A CAP1-1/CAP1AC33_FRT
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Stamm Ausgangsstamm Genotyp Referenz
SCMRR1R34CAP1R1  SCMRR1R34 MRR1P83S_FRT | MRR1P®3S_FRT diese Arbeit
2B CAP1R11B CAPI1AC3_FRT |CAPI-2
SCMRR1R34CAP1R1  SCMRR1R34 MRR1P%835_FRT | MRR1P83S_-FRT diese Arbeit
3A CAP1R12A CAP1AC33_SATI-FLIP/CAP1AC333.

FRT
SCMRR1R34CAP1R1  SCMRR1R34 MRR1P%835_FRT | MRR1P®3S_FRT diese Arbeit
3B CAP1R12B CAPIAC3_FRT | CAPIAC333_GAT1-

FLIP
SCMRR1R34CAP1R1  SCMRR1R34 MRR1P835_FRT | MRR1P83S_-FRT diese Arbeit
4A CAP1R13A CAPIAC33_FRT /CAPIAC3_FRT
SCMRR1R34CAP1R1  SCMRR1R34 MRR1P835_FRT | MRR1P®3S_FRT diese Arbeit
4B CAP1R13B CAPIAC33_FRT /CAP1ACS33_FRT

Stamme, die eine Pppr;- GFP-Reporterfusion tragen und wildtypische oder hyperaktive MRR1-,
UPC2- und CAPI1-Allele in Wildtyp-, mrrl A-, upc2A- und capl A-Hintergriinden exprimieren

SCMPG2 A und B
SCMRR1R32MPG2A

SCMRR1R32MPG2B

SCMRR1R34MPG2A

SCMRR1R34MPG2B

SCUPC2R12MPG2A

SCUPC2R12MPG2B

SCUPC2R14MPG2A

SCUPC2R14MPG2B

SCCAP1R12MPG2A

SCCAP1R12MPG2B

SCCAP1R14MPG2A

SCCAP1R14MPG2B

SCMRR1IM4MPG2A

SC5314
SCMRR1R32A

SCMRR1R32B

SCMRR1R34A

SCMRR1R34B

SCUPC2R12A

SCUPC2R12B

SCUPC2R14A

SCUPC2R14B

SCCAP1R12A

SCCAP1R12B

SCCAP1R14A

SCCAP1R14B

SCMRR1M4A

ACTI1/actl::Pppri-GFP-caSAT1
MRR1/MRR1P683S_FRT
ACT1/actl::Pppr1-GFP-caSAT1
MRR1/MRR1P683S_FRT
ACT1/actl::Pppri-GFP-caSATI
MRR1P835_FRT | MRR1P83S_-FRT
ACT1/actl::Pppri-GFP-caSATI
MRR1P%835_FRT | MRR1P®35_FRT
ACT1 /actl::Pppr1-GFP-caSAT1
UPC2C%48D_FRT UPC2-2
ACT1/actl::Pppri-GFP-caSAT1
UPC2C648D_FRT UPC2-2
ACT1/actl::Pppri-GFP-caSAT1
UPC2C648D_FRT |UPC2%%48P_FRT
ACT1/actl::Pppr1-GFP-caSAT1
UPC2C648D_FRT /UPC2%%48P_FRT
ACT1/actl::Pppri-GFP-caSATI
CAP1AC333_FRT /| CAPI1-2
ACT1/actl::Pppri-GFP-caSAT1
CAP1-1/CAP1AS3_FRT
ACT1/actl::Pppri-GFP-caSATI
CAP1ACSB_FRT |CAP1AS33_FRT
ACT1/actl::Pppri-GFP-caSATI
CAP1ACSB_FRT |CAP1ACSB_FRT
ACT1/actl::Pppr1-GFP-caSAT1
mrrIA:FRT [mrrl A:FRT
ACT1/actl::Pppri-GFP-caSATI

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit



ACT1/actl::Pypri-GFP-caSATI
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Stamm Ausgangsstamm Genotyp Referenz
SCMRR1M4MPG2B SCMRR1M4B mrrl Az FRT /mrel A:FRT diese Arbeit

ACT1/actl::Pppri-GFP-caSAT1
Amrr1UPC2R12 AmrrIUPC2R12A mrr1 A::FRT /mrr1 A::FRT diese Arbeit
MPG2A UPC2C%%8D_FRT | UP(C2-2
ACT1/actl::Pppri-GFP-caSAT1
Amrr1UPC2R12 AmrrIUPC2R12B mrrl1 Az:FRT /mrrl1 A::FRT diese Arbeit
MPG2B UPC2C%*8D_FRT |UP(C2-2
ACT1/actl::Pypri-GFP-caSAT1
Amrr1UPC2R14 AmrrIUPC2R14A  mrrl A::FRT /mrr1 A::FRT diese Arbeit
MPG2A textitUPC2C048D_FRT /textitUPC26648D.
FRT
ACT1/actl::Pppr1-GFP-caSAT1
Amrr1UPC2R14 AmrrIUPC2R14B mrr1A::FRT /mrrl1 A::FRT diese Arbeit
MPG2B textitUPC26648D_FRT /textitUPC26648D.
FRT
ACT1/actl::Pppri-GFP-caSAT1
Amrr1CAP1R12 Amrr1CAP1IR12A mrrl1 Az:FRT /mrrl1 A::FRT diese Arbeit
MPG2A CAP1AC33_FRT | CAPI-2
ACT1/act1::Pypri-GFP-caSATI
Amrr1CAP1R12 Amrr1CAP1R12B  mrr1 A::FRT /mrr1 A::FRT diese Arbeit
MPG2B CAPI-1/CAPI1ACB3_FRT
ACT1/actl::Pppri-GFP-caSAT1
Amrr1CAP1R14 Amrr1CAP1R14A  mrr1An:FRT /mrrl A:FRT diese Arbeit
MPG2A CAP1AC33_FRT /CAP1AC3_FRT
ACT1/actl::Pypri-GFP-caSATI
Amrr1CAP1R14 Amrr1CAP1R14B  mrr1 A::FRT /mrr1 A::FRT diese Arbeit
MPG2B CAP1AC3B_FRT |CAP1ACB_FRT
ACT1/actl::PPypri-GFP-caSAT1
UPC2M4MPG2A UPC2M4A upc2A::FRT Jupc2A::FRT diese Arbeit
ACT1/actl::PPypgri-GFP-caSAT1
UPC2M4MPG2B UPC2M4B upc2A::FRT Jupc2A::FRT diese Arbeit
ACT1/actl::Pppri-GFP-caSATI
Aupc2MRR1R32 Aupc2MRR1R32A  upc2A::FRT Jupc2A::FRT diese Arbeit
MPG2A MRR1/MRRIP®83S_FRT
ACT1/actl::Pppri-GFP-caSAT1
Aupc2MRR1R32 Aupc2MRR1R32B  upc2A::FRT Jupc2A::FRT diese Arbeit
MPG2B MRR1/MRRIP®83S_FRT
ACT1/actl::Pppri-GFP-caSAT1
Aupc2MRR1R34 Aupc2MRR1R34A  upc2A::FRT Jupc2A::FRT diese Arbeit
MPG2A MRRI1P83S_FRT | MRR1P®3S_FRT
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Stamm Ausgangsstamm Genotyp Referenz

Aupc2MRR1R34 Aupc2MRR1R34B  upc2A::FRT [upc2A::FRT diese Arbeit

MPG2B MRR1P®83S_FRT | MRR1P83S_FRT
ACT1/actl::Pppri-GFP-caSATI

SCCAP1IM4MPG2A SCCAP1M4A caplA::FRT [capl A::FRT diese Arbeit
ACT1/actl::Pppri-GFP-caSAT1

SCCAP1IM4MPG2B SCCAP1M4B capl A::FRT [capl A::FRT diese Arbeit
ACT1 /actl::Pppr1-GFP-caSAT1

AcapIMRR1R32 AcapIMRR1R32A  caplA::FRT /[capl A::FRT diese Arbeit

MPG2A MRR1/MRRIP®83S_FRT
ACT1/actl::Pppri-GFP-caSATI

AcapIMRR1R32 AcapIMRRIR32B  caplA::FRT /caplA::FRT diese Arbeit

MPG2B MRR1/MRRI1P¢83S_FRT
ACT1/actl::Pppr1-GFP-caSAT1

AcapIMRR1R34 AcapIMRR1IR34A  caplA::FRT [capl A::FRT diese Arbeit

MPG2A MRR1P835_FRT | MRR1P83S_-FRT
ACT1/actl::Ppprs-GFP-caSAT1

Acapl MRR1R34 AcapIMRRIR34B  caplA::FRT /capl A::FRT diese Arbeit

MPG2B MRR1P$83S_FRT | MRR1P®3S_FRT
ACT1/actl::Pppri-GFP-caSATI

SCMRR1R34CAP1R14 SCMRR1R34 MRR1P835S_FRT | MRR1P83S_-FRT diese Arbeit

MPG2A CAP1R14A CAP1ACSB_FRT |CAP1ASSB_FRT
ACT1/actl::Pppri-GFP-caSAT1

SCMRR1R34CAP1R14 SCMRR1R34 MRR1P83S_FRT | MRR1P®3S_FRT diese Arbeit

MPG2B CAP1R14B CAP1ACS_FRT /CAP1AC3_FRT

ACT1/actl::Pppri-GFP-caSATI

mrrl A Mutanten ohne oder mit einer Pppri- GFP-Reporterfusion, die wildtypische oder mu-
tierte CdAMRR1-Allele exprimieren

SCMRR1M4CdE1A SCMRR1M4A mrrlAzFRT /mrrl1 A:FRT diese Arbeit
ADH1 /adh1A::P spr;-CdMRR1 ML
caSAT1

SCMRR1M4CdE1B SCMRR1M4B mrrlIA:FRT /mrr1 A:FRT diese Arbeit
ADH1 Jadhl A::P app;-CdMRR1M-
caSAT1

SCMRR1M4CdE2A SCMRR1M4A mrrlAzFRT /mrrl1 A:FRT diese Arbeit
ADH1 /adh1 A::P sppi-CdMRR1M2-
caSAT1

SCMRR1M4CdE2B SCMRR1M4B mrrl A:FRT [mrrl A:FRT diese Arbeit
ADH1 Jadh1A::P app;-CdMRR1<M2-
caSAT1
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Stamm

Ausgangsstamm

Genotyp

Referenz

SCMRR1M4CdE3A

SCMRR1M4CdE3B

SCMRR1M4CdE4A

SCMRR1M4CdE4B

SCMRR1M4CdE5A

SCMRR1M4CdE5B

SCMRR1M4CdE6A

SCMRR1M4CdE6B

SCMRR1M4CdE7A

SCMRR1M4CdE7B

CAG48MRR1M4CdE1
B1 und B2

CAG48MRR1M4CdE2
B1 und B2

SCMRR1M4A

SCMRR1M4B

SCMRR1M4A

SCMRR1M4B

SCMRR1M4A

SCMRR1M4B

SCMRR1M4A

SCMRR1M4B

SCMRR1M4A

SCMRR1M4B

CAG438MRR1M4B

CAG48MRR1M4B

mrrlIA:FRT [mrrl A:FRT

ADH1 /adh1 A::P app;-CdMRR1<P57-
caSAT1

mrrl AzFRT /mrrl A::FRT

ADH1 /adh1A::Papp;-CdMRR1 P57
caSAT1

mrrIA:FRT [mrrl A:FRT

ADH1 /adh1 A::P app;-CdMRR1P57A.
caSAT1

mrrl AFRT /mrrl A::FRT

ADH1 /adh1A::Papp;-CdMRR1PSTA.
caSAT1

mrrIA:FRT [mrr1 A:FRT

ADH1 /adh1A::P app;-CdMRR1<P57B.
caSAT1

mrrl Az:FRT /mrrl A::FRT

ADH1 /adh1A::Papp;-CdMRR1P57B.
caSAT1

mrrl A:FRT /mrrl A::FRT

ADH1 /adhl A::P app;-CdMRR1“P-1A
caSAT1

mrrl1A:FRT [mrrl A:FRT

ADH1 /adh1A::P app;-CdMRR1P-11A
caSAT1

mrrl AzFRT /mrrl1 A::FRT

ADH1 /adhl A::P app;-CdMRR1<P-1B.
caSAT1

mrrl1A:FRT [mrrl A:FRT
ADH1/adh1A::P app;-CdMRR1P-1B.
ccaSATI

mrrl AzFRT /mrrl A::FRT

MDRI1 /mdr1::Pypri-GFP-URA

ADH1 /adh1A::Papp;-CdMRR1EML
caSAT1

mrrIA:FRT [mrr1 A:FRT

MDRI1 /mdr1::Pypr:-GFP-URA

ADH1 /adh1 A::P appi-CdMRR1M2-
caSAT1

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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Stamm Ausgangsstamm Genotyp Referenz
CAG48MRR1M4CdE3  CAG48MRR1IM4B  mrrl1A:=:FRT /mrrl1A::FRT diese Arbeit
B1 und B2 MDR1/mdr1::Pppr:-GFP-URA

ADH1 /adh1A::P app;-CdMRR1<P57-

caSAT1
CAG48MRR1M4CdE4  CAG48MRR1IM4B  mrrl1A:=:FRT /mrrl1 A::FRT diese Arbeit
B1 und B2 MDR1/mdr1::Pypri-GFP-URA

ADH1 /adh1A::P app;-CdMRR1PSTA.

caSAT1
CAG48MRR1M4CdE5  CAG48MRRIM4B  mrr1A::FRT /mrr1 A::FRT diese Arbeit
B1 und B2 MDRI1 /mdr1::Pypri-GFP-URA

ADH1 /adh1A::P app;-CdMRR1<P57B.

caSAT1
CAG48MRR1M4CdE6  CAG48MRR1IM4B  mrrl1A:=:FRT /mrr1A::FRT diese Arbeit
B1 und B2 MDRI1 [/ mdr1::Pypr:-GFP-URA

ADH1 /adhl A::P app;-CdMRR1P-1A

caSAT1
CAG48MRR1IM4CdE7  CAG48MRR1IM4B  mrrl1A:=:FRT /mrrl1 A::FRT diese Arbeit
B1 und B2 MDR1/mdr1::Pppr:-GFP-URA

ADH1 /adh1A::Papn;-Cd MRR1C€P-11B.
caSATI1

4.3. Verwendete C. dubliniensis-Stamme

Alle in dieser Arbeit verwendeten C. dubliniensis-Stamme, deren Ausgangsstamme sowie die

relevanten Eigenschaften und Referenzen sind in Tabelle 4.3 aufgelistet.

Tabelle 4.3.: In dieser Arbeit verwendete C. dubliniensis-Stamme.

Ausgangs

Stamm Genotyp Referenz
stamm

CcM1 Fluconazol- sensitives Isolat von Patient 1 [78, 79]
cMm2 MDRI1-iiberexprimierendes Fluconazol-resistentes Isolat von Patient 1 [78, 79]
CD57 Fluconazol-sensitives Isolat von Patient 15 [78, 79]

CD57A CD57 in vitro generierter, MDRI-iiberexprimierender Stamm [78, 79]
CD57B CDs57 in vitro generierter, MDRI-iiberexprimierender Stamm [78, 79]
CD51-1I Fluconazol-sensitives Isolat von Patient 8 [78, 79]
CD51-11A CD51-Il  in vitro generierter, MDRI-iiberexprimierender Stamm [78, 79]
CD51-1IB CD51-ll  in vitro generierter, MDRI-iiberexprimierender Stamm [78, 79]
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4.4. Oligonukleotide

Zur Amplifizierung bestimmter Genomsequenzen wurden die in Tabelle 4.4 aufgelisteten Oli-

gonukleotide iiber die Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) bezogen. Vor-

handene oder eingefiigte Erkennungssequenzen von Restriktionsendonukleasen sind mit fett-

gedruckten Buchstaben hervorgehoben. Aulerdem angegeben ist die Liange der Primer in

Nukleotiden (nt) und die fiir die PCR-Reaktion empfohlene Annealingtemperatur (Ta).

Tabelle 4.4.: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide.

Primer Liange Ta Sequenz (5" — 3')
[nt]  [°C]

ACT37 37 69,5 GGTCCTCGAGTTAGAGATCTAAATTCTGGAAATCTGG

ACT38 39 70,5 ATATGGGCCCTGCAGACATTTTATGATGGAATGAATGGG

ACT39 100 >75 ATATGTCGACTCGAAAGAAACTGAAGCCGAATACACCAAA
TAATGAACGTAAAAATTCAAAGAAATCCTCGAGTTAG
AGATCTAAATTCTGGAAATCTGG

ADH3 30 72,2 CCACGGCAAAGACGAGCTCTGGATCCACTG

CAP1-5 30 58,9 TATTGAGCTCAGGATTGTAAACGGTGTGTC

CAP1-6 31 59,0 AGTTCCGCGGTATCATCTAGATTTGCTGGTG

CAP1-7 30 58,9 TTCTCTCGAGGGAGTAGTGATAAATACTGC

CAP1-8 29 59,0 CATTGGGCCCTGAAGACAAGAGGGAAGGG

CdMRR1-1 32 65,6 GTTATTCGTATTCTCGAGAAATGTCAGTTGCC

CdMRR1-2 33 62,0 CAAATCACCAGATCTATTTCAATTGGTAAAAAG

GAL5 34 63,4 ATATAGATCTTTACTCTTTTTTTGGGTTTGGTGG

GALG6 31 66,0 ATATGGATCCCTCTTTTTTTGGGTTTGGTGG

GFP25 22 62,1 CAGCTGCTGGGATTACACATGG

TETR1 62 72,0 ATATGTCTAGATTAGATAAAAGTAAAGTGATTAACAGCGC
ATTAGAGTTGCTTAATGAGGTC

TETR2 31 69,5 GGCTGCTCGAGGACCCACTTTCACATTTAAG

ZCF36-2 28 60,7 GCCAATTCACCAGATCTAATTTAATTGG

ZCF36-3 31 65,5 GAATAATTCGGAGCTCAATTTGCGTTTAGCC

ZCF36-9 29 68,1 GACACTCGAGTCCTGCAAATTTCCTGACC

ZCF36-10 31 64,2 GTTAAGATCTATTGAGATTGTGACTGCGAAC

ZCF36-11 31 62,9 GATTAGATCTATTCGCTAGCTACTAATTGAG

ZCF36-12 31 68,2 CTGAGATCTACAGTCTGCTCGATACGCTAAG

ZCF36-13 32 68,2 CATGTAGATCTATTCAGGGGATGGATCAGTGG

ZCF36-14 29 69,5 CTGACTCGAGCCCTGAAGCACAAGACATG

ZCF36-15 34 69,5 CTTCCTCGAGTTCGATCCAAATGTCTGTTTCTGG

ZCF36-16 32 63,1 AATTAGATCTAGATCACCATGTCACATACAAC

ZCF36-17 32 64,4 CTCTTAGATCTAAAACTCCATACTGGTAATGG

ZCF36-18 32 61,8 TCTTAGATCTATACTAAATCCAAGCCAAAATC
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Primer Liange Ta Sequenz (5' — 3)

[nt]  [°C]
ZCF36-19 33 64,5 TCAAAGATCTAAGGTGTATTGCCATAGTAACTG
ZCF36-20 34 71,9 CTCAACTCGAGCCCTGAATCCAACCCTCTGTATG
ZCF36-21 34 68,3 TCTAACTCGAGAAAAATGTCAATTGCCACCACCC
ZCF36-22 30 72,2 GTTGGGCGCCGGCAACAGTATTGTCTGGTG
ZCF36-23 36 63,8 TCACAGATCTAAGATAACATTTGCAACCAAATTTTG
ZCF36-24 31 70,8 GAACAGATCTACGGCTGCAGTTCCTGTTGCC
ZCF36-25 33 69,5 CCATACTCGAGAAGTGCAAGAATCCCAATTCGG
ZCF36-26 31 72,1 CAGTGGCGCCGTGTGATGATCCATTGGTCA
ZCF36-27 31 66,8 CATTGGAGATCTACTCATCACCCATAACCAG
ZCF36-28 32 61,8 TTTGGGATCCTACATTCTTTTTTTCCTTTTTC
ZCF36-29 33 65,8 TTTGGGATCCTTTGGTTTCAATGATGTTGTTCC
ZCF36-30 35 69,5 CGGCGGATCCTGTCAAACAAGAAGAAAATTTGCAC
ZCF36-31 31 66,8 GAAGGGATCCAAGGGTCACAACTTTTTGTTG
ZCF36-32 34 69,5 AAGCCTCGAGAAAGAAACTGAAAGCCGAATACACC
ZCF36-33 35 67,1 CAAACTCGAGTCCAGACAATACTGTTGCCAATAAT
ZCF36-34 33 63,4 TTACAGATCTAATTCAATGCCACTTCACAAATG
ZCF36-35 33 61,0 CCATAAAGATCTATTTACCCAATTTATTCAATG
ZCF36-36 34 63,4 GTTTTAGATCTAAGCAATTTGTTCCAACTTGTAC
ZCF36-37A 34 65,9 GAACTAGATCTACATAACCAGCGTTTTACCCAAT
ZCF36-37B 31 66,0 TGTCGGCGCCTTTCTTTGAATTTTTACGTTC
ZCF36-38B 30 74,2 TCGGGGCGCCTTTCTTTCGAGGAGCTTCGG
ZCF36-39 32 65,9 CACCCAGAGTCTACGTTTTACCCAATTTATTC
ZCF36-40 32 65,9 CATCACGAGTCTACAGCGTTTTACCCAATTTA
ZCF36-41 31 66,0 ACTCATGAGTCTAAACCAGCGTTTTACCCAA
ZCF36-42 31 63,3 GCGTTTAGATCTATTTATTCAATGCCACTTC
ZCF36-43 31 66,0 CCAGCGAGATCTACAATTTATTCAATGCCAC
ZCF36-44 32 63,4 TAACCAAGATCTAACCCAATTTATTCAATGCC
ZCF36-45 34 63,5 TTACCTCGAGTGAATTGAATATGTTGAAACAAAG
ZCF36-46 31 68,2 TTCTGGCGCCTTCTTCATATGGACGTGATTC
ZCF36-89 37 69,5 AATTTAGGATCCATGTCAATTGCCACCACCCCTATAG
ZCF36-90 35 70,6 TGTTTGCTCGAGCTAGGCAACAGTATTGTCTGGTG

Die eingefiigten Restriktionsschnittstellen sind fett hervorgehoben.
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4.5. Gerate und Chemikalien

4.5.1. Gerate

Die wichtigsten in dieser Arbeit verwendeten Gerdte sowie deren Hersteller sind in Tabelle 4.5

aufgelistet.

Tabelle 4.5.: In dieser Arbeit verwendete Gerate.

Gerat Modell Hersteller bzw. Vertreiber
Blotter Trans-Blot SD Semi-Dry Elec- Bio-Rad

trophoretic Transfer Cell
Brutschrinke Heraeus B6200 Thermo Electron Corporaion

Durchflusszytometer
Elektrophoresekammern

Elektroporationsgerat
Entwicklungsmaschine
Geldokumentationsanlage
Heizblock
Homogenisierer
Hybrdisierungssystem

fiir Microarrays
Hybridisierungsofen
Netzgerite

pH-Meter
Pipetten

pH-Elektrode
Photometer

Scanner fiir Microarrays
Schiittelinkubatoren

Schiitteltisch

Sterilbank

Thermocycler

Ultraschall Homogenisator
UV-Crosslinker

UV-Tisch

Vakuumblotter

BE400

FACSCalibur

Sub Cell GT/ Mini-Sub Cell GT
Mini-PROTEAN 3 Cell
EasyjecT prima

Cawomat 2000 IR

Gel Doc 2000

MKR23

Mini Beadbeater

Hybridization System 12

HBSNSR220

PowerPac 300

PowerPac Basic

InoLab pH Level 1
Pipetman P1000, P200, P20
peqPETTE 10E

InLab Basics Pt1000
BioPhotometer

NanoDrop 1000

GenePix 4000B

TH 15

Certomat BS-1

KS 260 basic

HERAsafe

Cyclone 25

Sonic Dismembrator Model 100
UV Stratalinker 1800

UVviIS

VacuGene XL

Memmert

Becton Dickinson

Bio-Rad

Bio-Rad

EquiBio

CAWO Photochemische Fabrik GmbH
Bio-Rad

HLC BioTech

BioSpec Products

NimbleGen

Thermo Electron Corporation
Bio-Rad

Bio-Rad

WTW

Gilson

Peqlab Biotechnologie GmbH
Mettler Toledo

Eppendorf

Peqlab Biotechnologie GmbH
Molecular Devices

Edmund Biihler GmbH
Sartorius

IKA

Heraeus

Peqlab Biotechnologie GmbH
Fisher Scientific

Stratagene

Desaga

Pharmacia Biotech bzw. GE
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Gerat Modell Hersteller bzw. Vertreiber
Vakuumpumpe VacuGene XL Pharmacia Biotech bzw. GE
Vortexer Vortex Genie 2 Scientific Industries
Wasserbad 1083 GFL
Wippschiittler PMR-30 Grant-bio
Zentrifugen Biofuge Pico21 Heraeus

Biofuge fresco Heraeus
Megafuge 1.0R Kendro

4.5.2. Chemikalien

In Tabelle 4.6 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien sowie deren Hersteller bzw.

Vertreiber aufgelistet.

Tabelle 4.6.: In dieser Arbeit verwendete Chemikalien.

Firma

Chemikalien

Agilent Technologies
Amersham
AppliChem

Becton Dickinson
Bio-Rad

Dynal Biotech
Fermentas
Finnzymes

Gerbu

Invitrogen

Merck

New England Biolabs
(NEB)

NimbleGen

Oxoid

Peglab

Santa Cruz Biotech
Roche

Pag5000 DNA Polymerase
Cy5/Cy3 monoreactive dye packs

30% Acrylamidlésung, APS (Ammoniumpersulfat), Bromphenolblau, Ethanol,
[3-Mercaptoethanol, Essigsidure, Ethidiumbromid, Lithiumacetat, Salzsaure,

Tween-20

Difco-Agar, Hefeextrakt (Bacto Yeast Extract)
Proteinmarker

Dynabeads panmouse 1gG

Page Ruler prestained

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase

BSA Fraction V (Bovines Serumalbumin)

1kb DNA-Ladder

Chloroform

Klenow Polymerase, Ligasen (T4, Quick), Nukleotide (ANTP),
Restriktionsenzyme

Candida albicans whole genome tiling array
HR-Medium (Pulver)

Agarose

monoklonaler Maus anti-HA Antikorper

anit-HA-Peroxidase Antikdrper (3F10), PIM (Protease Inhibitor Mix) cOmplete

EDTA-free Tablets
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Firma Chemikalien

Roth Ampicillin, Calciumchlorid, DTT (Dithiothreitol), EDTA, Ethanol (vergillt),
Glassbeads (0,25-0,5 mm), Glycerin, Glycin, Glucose, Harnstoff, HEPES-KOH
(N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-Ethansulfonséure), Isoamylalkohol, Isopropanol,
Magermilchpulver, Maltose, Methanol, Natriumacetat, Natriumchlorid,
Natriumcitrat, Natriumhydroxid, SDS (Natriumdodecylsulfat), Sorbitol,
TEMED (N,N,N’,N'-Tetramethylethylendiamin), Tris-Base, Tris-Cl,
Trypton/Pepton aus Casein, Wasserstoffperoxid

Serva Coomassie-Brilliant-Blue R250

Sigma-Aldrich AA-dUTP, Benomyl, Brefeldin A, Cerulenin, DMSO (Dimethylsulfoxid),

Fluconazol, Glassbeads, Lyticase, Proteinase K, Ribonuclease A

Werner Bioagents Nourseothricin

4.5.3. Losungen

Alle wihrend dieser Arbeit verwendeten Ldsungen sowie ihre Zusammensetzungen sind in Ta-
belle 4.7 aufgelistet.

Tabelle 4.7.: In dieser Arbeit verwendete Lésungen.

Losung Zusammensetzung

5x Auftragpuffer 25 mM Tris-Cl pH7, 150mM EDTA pH8, 0,05 % Bromphenolblau, 25 % Glycerol

B-Puffer 100 mM Tris-Cl, 200 mM NaCl, 20 % Glycerin, 5mM EDTA, pH7,5

B*-Puffer B-Puffer, 1:25 PIM, 1:1000 B-Mercaptoethanol

Breaking Buffer 100 mM NaCl, 10mM Tris-Cl, 1mM EDTA, 2% Triton X-100, 1% SDS

Entfarber 40 % Methanol, 10 % Essigsiure

Farbelosung 0,2 % Coomassie-Brilliant-Blue R250 , 40 % Methanol, 10 % Essigsdure

Harnstoffpuffer 6 M Harnstoff, 0,4 % SDS, 0,5xSSC

HR-Medium 14,67 g HR-Medium (Pulver), 1 g NaHCOs3, 500 ml 0,2 M Phosphatpuffer pH7,5,
pH7,2

3xLammli 240 mM Tris-Cl, 6 % SDS, 30 % Glycerin, 16 % [S-Mercaptoethanol, 0,002 %
Bromphenol Blau

10x Laufpuffer 2M Glycin, 250 mM Trisbase, 1 % SDS

LB-Agar 0,5 % Hefeextrakt, 1% Pepton, 0,5% NaCl

LB-Medium 0,5 % Hefeextrakt, 0,51 % Pepton, % NaCl, 1,5% Agar

Losung 1 (Plasmide)
Losung 2 (Plasmide)
Losung 3 (Plasmide)
Lower Tris
Lysispuffer
(Chip-on-chip)

50 mM Glucose, 10 mM EDTA pH8,0, 25 mM Tris-Cl pH7,5

200mM NaOH, 1% SDS

3M NaAc pH4,8

1,5M Tris-Cl pH8,8, 0,4 % SDS

50 mM HEPES-KOH pH7,5, 140 mM NaCl, 1mM EDTA, 1% Triton X-100,
0,1% Na-Deoxycholat, PIM (1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid, 1 mM
Benzamidin, 10 ug/ml Aprotinin, 1 ug/ml Leupeptin, 1 ug/ml Pepstatin)
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Losung

Zusammensetzung

Lyticase-Puffer

1M Sorbitol, 100 mM Na-Citrat pH5,8, 50mM EDTA pH 8,0, 2%
[3-Mercaptoethanol, 500 units/ml Lyticase

1xPBS(T) 3,8mM KH,POy4, 16,2mM Na;HPO,4, 75 mM NaCl, pH7,4 (0,1 %Tween 20)
PCI Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1)

Proteinase-Puffer 10 mM Tris-Cl pH7,5, 50mM EDTA pH7,5, 0,5% SDS,1 mg/ml Proteinase K
20x SSC 0,3M Na-Citrat, 3M NaCl

Ix TAE 40mM Tris, 20 mM Essigsdure, 1 mM EDTA

1xTBS(T) 50 mM HEPES-KOH pH7,5, 140mM NaCl

10xTE 100 mM Tris-Cl pH7,5, 10mM EDTA pH7,5

1x Transferpuffer 50 mM Tris, 40 mM Glycin, 0,04 % SDS, 5% Methanol

Upper Tris 0,5M Tris-Cl pH6,8, 0,4 % SDS

Waschpuffer 10mM Tris-Cl pH 8.0, 250 mM LiCl, 0.5 % NP-40, 0.5 % Na-Deoxycholate,
(Chip-on-chip) 1mM EDTA

YPD-Agar 1% Hefeextrakt, 2% Pepton, 2% Glucose, 1,5% Agar

YPD-Medium 1% Hefeextrakt, 2% Pepton, 2% Glucose

YPM-Medium 1% Hefeextrakt, 2% Pepton, 2% Maltose

Alle nicht erwdhnten Gerdte, Chemikalien und sonstige Materialien wurden von den Firmen
Amersham, Applichem, Biometra, Boehringer, Difco, Eppendorf, GE Healthcare, Gibco, Gilson,
Greiner, Merck, MWG-Biotech, Oxoid, Peglab, Pharmacia, Roth, Sarstedt, Serva und Sigma
bezogen. Verwendete Kits sind sind an anderer Stelle im Methodenteil erwahnt.

4.6. Mikrobiologische Methoden

4.6.1. Anzucht von Escherichia coli

E. coli Zellen wurden bei 37°C mit 180 rpm in LB-Fliissigmedium (1% Pepton aus Casein,
0,5 % Hefeextrakt, 0,5% NaCl) herangezogen. Mit E. coli beimpfte Agarplatten (1,5% Agar)
wurden iiber Nacht im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Plasmid-tragende E. coli-Stamme wur-
den sowohl in Flissigmedium als auch auf Agarplatten unter Selektionsdruck (100 pg/ml Am-
picillin) kultiviert.

4.6.2. Anzucht von Candida-Stammen

Alle Candida-Stamme wurden mit 15 % Glycerol versetzt bei -80°C aufbewahrt und zur Kul-
tivierung auf YPD-Agarplatten ausgestrichen und 2 Tage bei 30 °C inkubiert. Als Vollmedium

diente YPD-Medium. Flissigkulturen tiberwiegend zur DNA-Isolierung, zur Transformation
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oder zum Uberimpfen in andere Medien wurden bei 250 rpm 30°C herangezogen.

Fiir die Selektion von Nourseothricin-resistenten Transformanten wurden den YPD-Agarplatten
200 pg/ml Nourseothricin zugesetzt. Um Nourseothricin-sensitive Derivate zu identifizieren,
in denen die SATI-Flipper-Kassette durch FLP-vermittelte Rekombination deletiert wurde,
wurden die Transformanten iiber Nacht in YPM angezogen, was ohne selektiven Druck zur
Induktion des MAL2-Promotors und somit zur Expression des caFLP-Gens in der SAT1-Flipper-
Kassette fiihrte. 100 bis 200 Zellen wurden dann auf YPD-Platten mit 10 pg/ml Nourseothricin
ausplattiert und 2 Tage bei 30°C inkubiert. Anhand ihrer im Vergleich zu resistenten Klonen
kleineren KoloniegroRe konnten Nourseothricin-sensitive Klone identifiziert werden. Wiederaus-
streichen der Klone auf YPD-Platten mit 100 nug/ml Nourseothricin bestétigte die Selektion
[102).

Fiir die Induktion des MDRI-Promotors mit Benomyl wurden Ubernachtkulturen der Reporter-
stimme mit frischem YPD-Medium 107 verdiinnt und weitere 3 h bei 30 °C geschiittelt. Nach

Zugabe von 50 pug/ml Benomyl wurden die Zellen fiir eine weitere Stunde inkubert.

4.7. Molekularbiologische Methoden

4.7.1. Plasmidisolierung aus E. coli

Fiir die Isolierung von Plasmiden aus E. coli wurden je nach Bedarf zwei unterschiedliche Me-
thoden angewendet. Die Isolierung nach dem modifizierten Protokoll der alkalischen Lyse nach
Birnboim and Doly [9] ist gegeniiber der Isolierung mittels eines Kits die kostengiinstigere Va-
riante. Die Verwendung eines Kits ist zeitsparender und die Ausbeute qualitativ hochwertiger.
Fiir die Plasmidisolierung mittels alkalischer Lyse wurden 1,5 ml einer E. coli Ubernachtkultur
1 min bei 13000 rpm abzentrifugiert, in 100 pl einer Pufferldsung (Losung 1) resuspendiert und
5 min bei Raumtemperatur inkubert. Nach Abkiihlen der Zellen auf Eis wurden die Zellen mit
200 pl einer alkalischen SDS-Lésung (Ldsung 2) lysiert. Durch die Zugabe von 150 ul einer
hochkonzentrierten NaAc-Lésung (Losung 3) wurde das Lysat neutralisiert, was zur Renatu-
rierung und daraus folgender Aggregation der chromosomalen DNA und dem Ausfallen von
Protein-SDS Komplexen und RNA fiihrte. Nach 5 min Zetrifugation bei 13000 rpm wurde die
Plasmid-DNA mit 200 ul PCl aus dem Uberstand extrahiert, in 1 ml 100 % Ethanol gefillt und
das Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen. Das luftgetrocknete Pellet wurde in 50 pl bidest. H,0
mit 1 ug/ul RNase A aufgenommen bei -20 °C aufbewahrt.

Fiir die Plasmidisolierung aus E. coli mit dem NucleoSpin Plasmid Kit der Firma Macherey-
Nagel wurde der Zellpellet von 1,5ml Ubernachtkultur in Buffer A resuspendiert, die Zellen
mittels SDS (Buffer B) alkalisch lysiert und das Lysat mit Buffer 3 neutralisiert. Ausgefillte
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Proteine, genomische DNA und Zellbestandteile wurden abzentrifugiert und der Uberstand
mit enthaltener Plasmid-DNA auf die Silicat Membran einer Sdule geladen. Durch waschen
mit dem Ethanol-haltigen Buffer 4 wurden Salze, Metabolite und |6sliche makromolekulare
Zellbestandteile entfernt und die reine Plasmid-DNA mit 50 ul H,O eluiert.

4.7.2. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Amplifizierung bestimmter DNA-Sequenzen wurde nach der Methode von Saiki et al. [110]
durchgefiihrt. Eine standard PCR mit der Phusion-DNA-Polymerse erfolgte nach Herstelleran-
gaben. Einer anfanglichen Denaturierung der DNA fiir 30 sec bei 98 °C folgten 30 Zyklen mit
jeweils einer Denaturierung fiir 15sec bei 98°C, einem Primer Annealing fiir 30 sec und einer
Elongation fiir 30 sec/kb bei 72°C. Nach dem letzten Zyklus erfolgte ein Extensionsschritt fiir
10 min bei 72°C bevor die PCR bis zur weiteren verwendung bei 4°C gehalten wurde. Fiir
die Reaktion wurde in den meisten Fallen ein 50ul Ansatz gewahlt mit 1-2 ng Plasmid-DNA
bzw. 0,1-1ug chromosomaler C. albicans DNA als Template, 2 uM je Primer, je 0,05 mM der
Desoxyribonukleotide ATP, CTP, GTP und TTP sowie der einfachen Konzentration des Puf-
fersystems und 0,02 U/ul Polymerase. Die Annealingtemperaturen der jeweiligen Primer sind
in Tabelle 4.4 aufgelistet. Zur Uberpriifung der PCR wurden jeweils 5ul des Ansatzes auf ei-
nem 1 % Agarosegel aufgetrennt, die Banden in Ethidiumbromid angefarbt und unter UV-Licht
betrachtet. Zur Aufreinigung des PCR-Produktes wurde das QIAquick PCR Purification Kit
von Quiagen bzw. das GeneJET PCR Purification Kit von Fermentas nach Herstellerangaben
verwendet. Das PCR-Produkt wurde in 50ul H,O eluiert.

Fiir das Scannen von E. coli Kolonien wurde die PCR in 25ul angesetzt und die DNA nach
Angaben des Herstellers mit der Pag-Polymerase amplifiziert, die im Gegensatz zur Phusion

kostengiinstiger ist, aber keine Korrekturlese-Funktion aufweist.

4.7.3. Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Fiir die Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen wurden die Enzyme und Puffer der
Firma New England Biolabs (NEB) nach Herstellerangaben verwendet. Fiir Kontrollspaltungen
von Plasmiden wurden ca. 200 ng Plasmid-DNA mit ca. 10 Units des entsprechenden Enzyms
und 1x Spaltpuffer in einem 20 ul Ansatz fiir 1,5h bei 37°C inkubert und anschlieBend auf
einem Agarosegel analysiert. Fiir préparative Spaltungen mit anschlieBender Gelaufreinigung
der Fragmente wurden 20 ul Plasmid-DNA bzw. 40 ul PCR-Produkt mit jeweils 10-50 Units
der entsprechenden Enzyme in einem 50 ul Ansatz fiir 3h bei 37°C inkubiert. Die Verwendung

mancher Enzyme, wie z.B. Apal, in einem Doppelverdau erforderte vor Anheben der Tempera-
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tur auf 37°C eine Inkubation des Ansatzes fir 1 h bei Raumtemperatur. Nach AnschlieBender
Aufreinigung mittels Gelelektrophorese (4.7.4) konnten die Fragmente fiir eine Ligation zue
Herstellung von Plasmiden (4.7.6) oder eine Transformation von C. albicans Zellen (4.7.8) ver-
wendet werden. Um die C. albicans Transformanten mittels Southern Hybridisierung (4.7.10)
zu iiberpriifen, wurden ca. 10ug der chromosomalen DNA der jeweiligen Stamme mit 1ul
Enzym (5-25 Units) tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

4.7.4. Aufreinigung von DNA mittels Agarose-Gelelektrophorese

Die gespaltene DNA wurde mit 6x Auftragpuffer versetzt und auf einem 1% Agarosegel in
1x TAE aufgetrennt. Die Banden wurden mit Ethidiumbromid angeférbt, unter UV-Licht sicht-
bar gemacht und aus dem Gel ausgeschnitten. Fiir die Elution der DNA aus dem Gel wurde
nach Herstellerangaben das GENECLEAN Kit von Q-BlOgene bzw. das GeneJET Gel Extrac-
tion Kit von Fermentas Fermentas verwendet.

Fiir die Gelextraktion mit dem GENECLEAN Kit wurde die Bande bei 50°C in Nal aufgeldst
und mit 8 ul Glasmilch gevortext. Nach kurzer Inkubation auf Eis wurde das Gemisch abzentri-
fugiert und das Pellet 3x mit 180 ul New Wash gewaschen. Das luftgetrocknete Pellet wurde
anschlieBend fiir eine Transformation von C. albicans Zellen (4.7.8) in 8 ul H,O und fiir eine
Ligation (4.7.6) in 20 ul H,O aufgenommen, 5 min bei 50 °C inkubert, abzentrifugiert und der
Uberstand in ein neues Cap iiberfiihrt.

Fiir die Aufreinigung der DNA mit dem Genelet Kit wurde das Gelstiick 1:1 in Binding Buffer
bei 50 °C geldst, die DNA auf eine Saule gebunden, mit Wash Buffer gewaschen und mit 8 pl
bzw. 20 ul H,O (s.0.) eluiert.

4.7.5. Herstellung kompetenter E. coli Zellen

Zur Herstellung kompetenter E. coli Zellen wurde die CaCl,-Methode angewendet. Eine E. coli
Ubernachtkultur wurde 1:100 in 50 ml frischen LB-Medium verdiinnt und bei 37°C unter
Schiitteln bis zu einer ODggo = 0,8 inkubiert. Die folgenden Schritte wurden auf Eis bzw. bei
4 °C durchgefiihrt. Die Zellen wurden fiir 10 min bei 4000 rpm abzentrifugiert und das Pellet in
40 ml eiskaltem 50 mM CaCl, resuspendiert. Nach 30-miniitiger Inkubation auf Eis wurden die
Zellen wieder pelletiert und in 2 ml eiskaltem 50 mM CaCl, aufgenommen. Nach Zugabe von
15 % Glycerin wurden die kompetenten E. coli Zellen in 100 ul Aliquots bei -80 °C aufbewahrt.
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4.7.6. Ligation von DNA-Fragmenten und Transformation

kompetenter E. coli Zellen

Fiir die Herstellung von Plasmiden wurden geschnittene gelaufgereinigte DNA-Fragmente
(4.7.3/4.7.4) mit Hilfe der T4 Ligase (NEB) ligiert. Das molekulare Verhiltnis von Vektor
zu Insert betrug dabei ca. 1:3, was in einem 20 ul Ansatz 1 ul Vektor und 3-8 ul Insert ent-
sprach. Nach Zugabe von 1 ul (20 U/ul) T4 Ligase und 1x Puffer wurde das Gemisch fiir 1,5h
bei Raumtemperatur inkubiert. In einigen Fallen wurde die Quick T4 Ligase (NEB) verwendet,
die mit 100 U/ul eine erhdte Konzentration an Ligase aufweist. Dementsprechend konnte die
Ligation in 15 min bei Raumtempertur durchgefiihrt werden, das Ligationsgemisch wurde wie
fiir die T4 Ligase angesetzt.

Direkt im Anschluss an die Ligation wurde die DNA in E. coli Zellen integriert. Dazu wurden
100 pl kompetente E. coli Zellen (4.7.5) auf Eis aufgetaut und mit dem gesamten Ligations-
ansatz fiir 30 min auf Eis inkubiert. Per Hitzeschock fiir 2min bei 42°C wurden die Zellen
transformiert, auf Eis abgekiihlt, in 1 ml LB-Medium aufgenommen und fiir 1 h bei 37°C unter
Schiitteln inkubert. Die Zellen wurden fiir 5 min bei 8000 rpm abzentrifugiert, in ca. 150 pl LB-
Medium resuspendiert und auf LB-Agarplatten mit Ampicillin ausplattiert. Die Platten wurden
dann iiber Nacht bei 37 °C inkubert.

Die (Re-)transformation von Zellen mit Plasmid-DNA wurde mit wenigen Ausnahmen wie
oben beschrieben durchgefiihrt. Die kompetenten E. coli Zellen wurden mit 0,5 ul Plasmid-
DNA beimpft und nach der Inkubation bei 37 °C wurden 100 ul der Zellen auf LB-Platten mit

Ampicillin ausplattiert.

4.7.7. DNA-Sequenzierung

Alle klonierten PCR-Produkte wurden von der Firma Seqlab (Sequence Laboratories Gottin-
gen, Deutschland) mittels Kettenabbruch-Methode nach Sanger [112] sequenziert. Es wurden
ca. 0,6 ul Plasmid und 20 pmol Primer eingesetzt. Die erhaltene Sequenz wurde spater per

Sequenzvergleich auf Fehlerfreiheit untersucht.

4.7.8. Transformation von C. albicans durch Elektroporation

Mittels Elektroporation wurden kompetente C. albicans-Staimme mit DNA-Fragmenten trans-
formiert. Fiir die Selektion positiver Transformanten wurde zusammen mit dem gewiinschten
Gen das Nourseothricin-Resistenzgen (caSATI-Marker) ins Genom des zu transformierenden
Stammes integriert, so dall in Gegenwart von Nourseothricin positive Transformanten von den

sensitiven Ausgangsstimmen selektioniert werden konnten.
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Fiir die Herstellung kompetenter C. albicans Zellen wurden 0,5 ul einer C. albicans Ubernacht-
kultur in 50 ml frisches YPD-Medium (iberimpft und iiber Nacht inkubert. Die Zellen wurden
fiir 5 min bei 4000 rpm und 4 °C abzentrifugiert und das Pellet in 8 ml kaltem H,O, 1 ml 10x TE)
und Iml IM Lithiumacetat (pH7,5) aufgenommen. Nach 60-miniitiger Inkubation bei leich-
tem Schiitteln bei 30°C wurden 250 ul 1M DTT zu den Zellen gegeben und die Suspension
fiir weitere 30 min im Schiittler bei 30 °C inkubiert. Zusammen mit 40 ml kaltem sterilen H,O
wurden die Zellen wieder abzentrifugiert, darauf in 20 ml kaltem H,O und anschlieRend in 5 ml
kaltem 1M Sorbitol gewaschen. Das Pellet wurde dann in 100 ul 1M Sorbitol aufgenommen.
Fiir die Transformation der kompetenten C. albicans Zellen mittels Elektroporation [57] wur-
den 40 pl der Zellsuspension mit 5 ul der linearen gelaufgereinigten DNA in einer vorgekiihlten
Elektroporationskiivette (0,2cm Durchmesser, Peqlab) vermischt und in einem Elektroporati-
onsgerat einer Stromstarke von 1,8kV ausgesetzt.

Nach der Transformation wurden die Zellen in 1ml YPD-Medium iiberfiihrt, 4h bei 30°C
im Schittler inkubiert und anschlieBend auf YPD-Agarplatten mit 200 pg/ml Nourseothricin
ausplattiert. Nach 48 h Inkubation bei 30°C konnten die Nourseothricin-resistenten Kolonien
gepickt und erneut auf Selektionsplatten ausplattiert werden.

Zur Deletion der SAT1-Flipper-Kassette wurden korrekte Transformanten iiber Nacht in YPM-
Medium inkubiert und anschlieBend auf YPD-Agarplatten mit 10 ug/ml Nourseothricin aus-
plattiert, auf denen resistente und sensitive Klone anhand ihrer KoloniegréRe unterschieden

werden kdnnen.

4.7.9. Isolierung chromosomaler DNA aus C. albicans

Fiir die Isolierung chomosomaler DNA aus C. albicans wurden je nach Bedarf zwei unter-
schiedliche Protokolle angwendet. Die enzymatische Aufschlussmethode war gegeniiber der
mechanischen Aufschlussmethode besonders bei einer hohen Anzahl von Proben wesentlich
zeitaufwendiger, lieferte jedoch eine qualitativ und quantitativ bessere Ausbeute an DNA. Bei
beiden Methoden wurde zunichst eine 10 ml YPD-Ubernachtkultur angesetzt. Bei der Anzucht
Nourseothricin-resistenter Staimmer mit integrierter SAT1-Flipper-Kassette wurden zusatzlich
200 pg/ml Nourseothricin zugegeben, um ein vorzeitiges Ausschneiden des Markers zu vermei-
den. Die Kulturen wurden fiir 5min bei 4000 rpm abzentrifugiert.

Bei der enzymatischen Aufschlussmethode wurden die Zellen in 1 ml 1 M Sorbitol resuspendiert,
in 2ml Eppendorf Caps tiberfithrt und 2 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Zum AufschlieRen
der Zellen wurde das Pellet in 1 ml Lyticase-Puffer resuspendiert und fiir 45 min bei 37°C
inkubiert. Nach 5min bei 13000 rpm wurde das Pellet zum Abbau der Proteine und Freiset-
zen der DNA in 0,8 ml Proteinase-Puffer resuspendiert und fiir 30 min bei 60 °C inkubert. Die
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DNA-Extraktion erfolgte durch 4 min Schiitteln mit 0,8 ml PCI und anschlieBendem Abzentri-
fugieren. Aus 700 pl der oberen wéssrigen Phase wurde die DNA mit 700 pl Isopropanol gefillt,
abzentrifugiert, mit 600 pl kaltem 70 % Ethanol gewaschen und an der Luft getrocknet. Das
DNA-Pellet wurde in 100 pl bidest. H,O mit geldst und nach Zugabe von 2 U/ml RNase A fiir
30 min bei 37°C inkubiert.

Fiir die Isolierung chromosomaler DNA mit mechanischem Zellaufschluss wurde das Zellpellet
in 1 ml H,O gewaschen, kurz zentrifugiert und in 200 ul Breaking Buffer resuspendiert. Zusam-
men mit ca. 200 ul Glassbeads und 200 pl PCl wurde der Ansatz fiir 5 min stark geschiittelt und
nach Zugabe von 200 ul 1x TE kurz gevortext. Nach Zentrifugation fiir 5 min bei 13000 rpm
wurde die DNA aus dem Uberstand mit 100 % Ethanol gefillt, abzentrifugiert und mit 70 %
Ethanol gewaschen. Die DNA wurde auf einem Heizblock bei 50°C getrocknet und in 50
H2O mit 2U/ml RNase A bei 50°C unter Schiitteln geldst.

4.7.10. Southern Hybridisierung

Mittels Soutern Hybridisierung werden die auf einem Agarosegel aufgetrennten DNA-Fragmente
auf eine Nylonmembran ibertragen [127], um dort anschlieBend mit markierten DNA-Sonden
detektiert werden zu kdnnen. Dazu wurden in einem 30 pul Ansatz 10 ug chromosomale C. al-
bicans-DNA mit geeigneten Restriktionsenzymen und Puffern Giber Nacht bei 37 °C gespalten
und die DNA-Fragmente dann auf einem 1% Agarosegel iiber Nacht bei 38V in 1x TAE-Elek-
trophoresepuffer aufgetrennt. Zuséatzlich wurde ein 1kb DNA-GroBenmarker (Invitrogen) mit
aufgetragen, um spater die GroRen der hybridisierten Fragmente zu bestimmten. Zur Kontrolle
der korrekten Auftrennung wurde das Gel mit Ethidiumbromid angefarbt und unter UV-Licht
betrachtet. Mit Hilfe eines Vakkumblotters wurden die DNA-Banden auf eine Nylonmembran
(0,45 um Porenweite/Nytran SuPerCharge (SPC)/Schleichter und Schuell oder Whatman)
iibertragen. Dazu wurde die Membran kurz in Wasser und fiir 5min in 20x SSC geschwenkt,
das Gel auf die Membran gelegt und unter Unterdruck vor dem eigentlichen Transfer jeweils
15 min mit drei verschiedenen Losungen behandelt. Losung A (250 mM HCl) diente zur Depu-
rinierung und Lésung B (1,5M NaCl, 0,5M NaOH) zur Denaturierung der DNA, mit Lésung
C (1,5M NaCl, 0,5M Tris-Cl pH7,5) wurde neutralisiert. Der eigentliche Transfer der DNA auf
die Membran erfolgte durch die Beschichtung des Gels mit 20x SSC und Anlegen des Vakuums
fiir 90 min. Die Membran wurde anschlieBend zur Neutralisierung jeweils 30 sek in 0,4 N NaOH
bzw. 0,2 M Tris-Cl geschwenkt und die DNA mit einem UV-Crosslinker auf der Membran fi-
xiert.

Die Hybridisierung der Membran erfolge nach Herstellerangaben mit dem ECL Direct Nucleic
Acid Labeling and Detection System der Firma Amersham. Die Membran wurde fiir 1-2 h bei
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42°C im Hybridisierungsofen in ECL Goldbuffer vorhybridisiert, wahrend die 0,3-0,6 kb lange
Sonde (ca. 100 ng) mit Peroxidase gekoppelt. Die Sonde wurde zum Hybridisierungspuffer auf
die Membran gegeben und die Hybridisierung erfolgte tiber Nacht bei 42°C. Am nichsten Tag
wurde die Membran bei 42 °C 1x 20 min und 2x 10 min mit Harnstoffpuffer sowie bei Raumtem-
peratur 2x5 min mit 2x SSC gewaschen. Fiir die Detektion wurde die Membran fiir 1 min in
einem Gemisch aus Detektionslésung 1 und 2 inkubiert, der ECL-Film (Hyperfilm, Amersham)
je nach Signalstarke fiir 8-90 min exponiert und mit einem Tischentwickler entwickelt.

Wenn die Membran zusammen mit der Detektionsldsung in Frischhaltefolie aufbewahrt wird,
klingt das Signal nach ca. 2 Tagen ab und man kann nach kurzem Waschen in 5xSSC die
Membran erneut mit einer weiteren Sonde hybridisieren.

4.7.11. Proteinisolierung aus C. albicans

Fiir die Isolierung von Proteinen aus C.albicans Zellen wurden 250 ul einer Ubernachtkultur
in 50 ml frisches YPD-Medium iberimpft und ca. 3,5 h bis zu einer ODggqp = 0,5-1 bei 30°C
inkubiert. Die Zellen wurden fiir 5 min bei 4000 rpm abzentrifugiert und das Pellet entweder bei
-80 °C aufbewahrt oder gleich im Anschluss weiterverarbeitet. Alle folgenden Schritte wurden
auf Eis bzw. bei 4°C durchgefiihrt. Das Zellpellet wurde 2x in 1 ml H,O gewaschen und an-
schlieBend in 300 ul B*-Puffer aufgenommen. Mit ca. 200 ul Glassbeads wurden die Zellen fiir
6 min unter starkem Schiitteln zerstért und daraufhin fiir 5min bei 13000 rpm abzentrifugiert.
Der Uberstand mit den Proteinen wurde in ein neues Cap iiberfiihrt, die Proteinkonzentration

mittels NanoDrop bestimmt und das Isolat bei -20 °C aufgehoben.

4.7.12. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Um die Expression der HA-gekoppelten Gene in C. albicans nachzuweisen, wurde das gesamte
Zellextrakt aufgereinigt (siehe 4.7.11), ca. 100-200 pg Protein mit 3x Ldmmli-Probenpuffer
versetzt, fiir 5min bei 100 °C inkubiert und zusammen mit 5 pl eines Protein GréRenmarkers
(Fermentas) auf einem 12 % SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Das Trenngel setzt sich aus
1,25ml 4x Lower Tris, 2ml 30% Acrylamid-/Bisacrylamidlésung (37,5:1), 50 ul 50 % APS
und 5ul Temed und das Sammelgel aus 0,13 ml 4x Upper Tris, 0,17 ml 30% Acrylamid-
/Bisacrylamidlésung, 10 ul 10% APS und 1 pl Temed zusammen. Fiir eine gerade Trennlinie
zwischen Trenn- und Sammelgel wurde das Trenngel nach dem gieBen fiir einige Minuten mit
Isopropanol bedeckt. Die Auftrennung der Proteine im Gel erfolgte fiir ca. 1h bei 25 mA in
1x Laufpuffer. Das Proteinbanden konnten anschlieBend mit Coomassie Blue sichtbar gemacht

oder das gesamte Gel fiir einen Western Blot verwendet werden, um spezifische Proteinbanden



114 4. Material und Methoden

mit einem Antikorper zu detektieren (siehe 4.7.13).

4.7.13. Nachweis von Proteinen mittels Coomassie-Farbung und

Western Blot

Um Proteinbanden auf einem SDS-Polyacrylamidgel nachzuweisen wurde das Gel fiir 1-2h in
einer Coomassie Blue Farbeldsung unter leichtem Schwenken inkubiert und spater der Hinter-
grund mit Entfarber (40 % Methanol, 10 % Essigséure) entfarbt.

Um Proteine, die mit einem HA-Tag gekoppelt sind, spater mit einem spezifischen Antikdrper
zu detektieren, wurde ein Western Blot durchgefiihrt. Die Proteinbanden wurden mittels eines
Semi-Dry Blotters fiir 1h bei 350 mA in 1x Transferpuffer auf eine Nitrocellulosemembran
(0,2 um Porenweite/Schleichter und Schuell) iibertragen. Nach dem Blockieren der Membran
mit 1x PBS/5 % Magermilchpulver fiir 1h bei Raumtemperatur oder bei iiber Nacht bei 4°C
wurde die Membran fiir 1h bei Raumtemperatur oder bei iiber Nacht bei 4°C mit 50mU/ml
anti-HA-Peroxidase Antikdrper (3F10, Roche) in 4 ml 1x PBS/5 % Magermilchpulver inkubiert.
Nach 4x 10 min Waschen mit 1x PBST (1x PBS, 0,1 % Tween-20) wurden die Banden wie un-
ter 4.7.10 beschrieben detektiert werden. Die Exposition des Filmes war mit 10-60 sec jedoch

deutlich kiirzer.

4.7.14. Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration von

antimykotischen Substanzen (MHK-Test)

Um C. albicans Zellen auf ihre Empfindlichkeit gegeniiber antimykotischen Substanzen zu tes-
ten, wurde die minimale Hemmkonzentration unterschiedlicher Medikamente getestet, wozu
diese in folgenden Stockldsungen verwendet wurden: Fluconazol (5 mg/ml) geldst in H,O und
Brefeldin A (5 mg/ml) bzw. Cerulenin (5 mg/ml) geldst in DMSO. Von der jeweiligen Substanz
wurden serielle Zweifachverdiinnungen in high-resolution Medium (HR-Medium) hergestellt,
wobei die Anfangskonzentration von Fluconazol und Brefeldin A 200 pg/ml und von Cerulenin
50 ug/ml betrug. Eine C. albicans Kolonie wurde in 2ml 0,9 % NaCl-Lésung resuspendiert und
die Zellen in HR-Medium bis zu einer Endkonzentration von ca. 100 Zellen pro ml verdiinnt.
Der MHK-Test wurde wie von Ruhnke et al. [107] beschrieben durchgefiihrt. In 96-well Plat-
ten wurden je 100 pl von zwdlf Verdiinnungsschritten des Antimykotikums vorgelegt und mit
100 wl der Zellsuspension vermischt. Nach 24 h bzw. 48 h Inkubation der Platten bei 37°C
wurde die niedrigste Konzentration des Medikamentes, die sichtbares Wachstum der Zellen
verhinderte (MHK), durch Ablesen mit bloBem Auge bestimmt. Minimales Wachstum oder

einzelne kleine Spots wurden dabei ignoriert.
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4.7.15. Nachweis der GFP-Expression mittels
Durchflusszytometrie (FACS)

Zur Quantifizierung der Expression des MDRI1-Promotors enthalten einige C. albicans-Stamme
eine Pypri-GFP-Reporterfusion, dessen Aktivierung mittels FACS-Analyse (fluorescence acti-
vated cell sorting) gemessen wurde. Dazu wurden die entsprechenden C. albicans Ubernacht-
kulturen 1:100 mit frischen YPD-Medium verdiinnt und weitere 3h bei 30°C unter Schiit-
teln inkubiert. Im Falle einer Induktion der Expression wurden die Stdmme nach Zugabe von
50 ng/ml Benomyl bzw. 0,005 % H,O, fiir eine weitere Stunde inkubiert. Die Zellen wurden
darauf 1:10 mit kaltem 1x PBS verdiinnt und die Fluoreszenz von 20000 Zellen bei einer Durch-
flussrate von ca. 500 Zellen pro sec gemessen. Das FACSCalibur ist mit einem Argon-Laser
(488 nm) ausgestattet, die Flureszenz wurde iiber den FL1-Kanal mit einem 530 nm Bandpass-
Filter gemessen. Die durchschnittliche Fluoreszenz wurde anschlieBend mit der dazugehdrigen
Software (CellQuest Pro) ermittelt.

4.7.16. ChIP-on-chip

Um neben des MDRI-Promotors weitere Bindestellen von Mrrl im C. albicans-Genom zu
identifizieren, wurde eine ChIP-on-chip Analyse durchgefiihrt. Jeweils drei unabhangige 50 ml
Ubernachtkulturen eines C.albicans-Stammes, der HA-gekoppeltes hyperaktives Mrrl iiber-
exprimiert und eines Kontrollstammes, der ungekoppeltes hyperaktives Mrrl iiberexprimiert,
wurden bis zu einer ODgoo = 0,005 mit YPD-Medium verdiinnt und bei 30 °C unter Schiitteln
bis zu einer ODggp = 1 inkubiert. Wie bei Liu et al. [66] beschrieben wurden die Kulturen
fir 30 min bei Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln mit 1% Formaldeyd behandelt, um
die Proteine an der DNA zu fixieren . Die Reaktion wurde mit 1,2ml 2,5M Glycin gestoppt,
die Zellen nach dem Abzentrifugieren 3x mit 40 ml eiskaltem TBS gewaschen und in fliissi-
gem Stickstoff schockgefroren. Die Pettets wurden in 0,7 ml Lysispuffer aufgenommen und
mit 0,5 ml Glassbeads (Sigma) im BeadBeater 4x5 min bei hochster Stufe homogenisiert. Um
DNA-Fragmente mit einer Linge von ca. 300 bp zu bekommen, wurden die Extrakte bei 8-
OW fiir 4x 20 sec mit Ultraschall behandelt. Die Immunoprézipitation der Extrakte wurde iiber
Nacht bei 4°C mit dem monoklonalen Maus anti-HA-Antikorper durchgefiihrt, der an ma-
gnetische Beads (Dynabeads) gekoppelt war. Die Beads wurden 2x mit Lysispuffer, 2x mit
Lysispuffer mit 360 mM NaCl, 2x mit Waschpuffer und 1x mit TE pH8 gewaschen. Durch inku-
bieren der Beads iiber Nacht bei 65°C in 50 ul TE mit 1% SDS wurden die DNA-Fragmente
von den Proteinen geldst, danach mit Proteinase K und RNase A behandet, 2x mit PCl extra-
hiert, mit 100 % Ethanol prazipitiert und in 50 ul TE resuspendiert [66]. Die folgenden Schritte,
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Labeling der DNA mit Cy-Farbstoffen, Hybridisierung an DNA-Microarrays und Datenauswer-
tung, wurden wie in Liu et al. [66] beschrieben durchgefiihrt. Fiir das Labeling wurden 40 pl
der 50 ul immunoprazipitierten DNA-Fragmente, nach Anfiigen von ,blunt ends” mittels T4
DNA-Polymerase, an unidirektionale Linker ligiert. Die DNA wurde dann in Anwesenheit von
Aminoallyl-modifiziertem dUTP (AA-dUTP) amplifiziert und anschlieBend mit den Farbstof-
fen Cy3 bzw. Cyb5 gelabelt, die spezifisch mit der Aminoallyl-Gruppe reagieren. Die DNA des
HA-gekoppelten Stammes (Cy5) und die eines ungekoppelten Kontrollstammes (Cy3) wurden
gemischt und auf einem DNA-Microarray, der das gesamte C. albicans-Genom abdeckt, hybri-
disiert. Die Arrays wurden mit dem GenePix 4000B Scanner (Molecular Devices) gescannt und
die Bilder der Cy5 und der Cy3 Fluoreszenzintensitat mittels NimbleScan Software (version 2.4,
NimbleGen Systems, Inc.) bearbeitet. General feature format (.gff) Dateien fiir die Signalin-
tensitdt von Cy5 und Cy3 jedes einzelnen unabhéngigen Replikats wurden erstellt und mittels
des Programmes Tilescope (http://tilescope.gersteinlab.org:8080/mosaic/pipeline.html) [149]
normalisiert (quantile normalization). Folgende Parameter wurden dabei gewahlt: window size
400 bp, maximum genomic distance 60 bp, minimum length 120 bp. Die Daten der unabhingi-
gen Scans wurden kombiniert und alle Peaks, die eine Mrr1-Bindung von mindestens zweifacher
Intensitdt aufweisen (pseudomedian signal threshold > 2, P-value <0.01) extrahiert. Die Da-
ten wurden in die Candida albicans Montreal Database (https://www.candida-montreal.ca)
des Institute for Research in Immunology and Cancer der Universitdt Montreal importiert und

die von Mrrl gebundenen Genabschnitte analysiert.
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