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Zusammenfassung

Der Hefepilz Candida albicans gehört zu den opportunistischen Infektionserregern. Er

ist Teil der natürlichen Mikro5lora der Schleimhäute des Gastrointestinal-­‐ und

Urogenitaltraktes des Menschen. Bei Störungen des natürlichen Gleichgewichts dieser

Flora kann es zu ober5lächlichen Mykosen, z. B. der oropharyngealen Candidiasis

(Mundsoor), kommen. Besonders immunsupprimierte Patienten, wie AIDS-­‐Patienten,

leiden häu5ig unter immer wiederkehrenden Infektionen, die mitunter auch zu

schwerwiegenden Infektionsverläufen, bis hin zu lebensbedrohlichen systemischen

Mykosen führen können. Zur Therapie solcher Erkrankungen werden oft

Ergosterolbiosyntheseinhibitoren, wie Fluconazol, eingesetzt. Besonders bei

wiederkehrenden Infektionen und wiederholender Therapie ist C. albicans in der Lage,

gegen diese häu5ig verabreichten Antimykotika Resistenzen zu entwickeln. Hierbei

spielen Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren eine zentrale Rolle. Zink-­‐Cluster-­‐Proteine

gehören zu einer pilzspezi5ischen Familie von Transkriptionsfaktoren, die ein großes

Spektrum an zellulären Prozessen regulieren. Die gut charakterisierten Regulatoren

Upc2, Tac1 und Mrr1 gehören zu den Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren, die

maßgeblich zur Resistenzentwicklung von C. albicans beitragen. Upc2 kontrolliert die

Expression vieler Ergosterolbiosynthesegene, besonders die von ERG11, welches für die

Zielstruktur des gängigen Antimykotikums Fluconazol kodiert. Tac1 und Mrr1 hingegen

regulieren die Expression von Multidrug-­‐Ef5luxpumpen, den ABC-­‐Transportern CDR1

und CDR2 bzw. dem Major Facilitator MDR1. Gain-­‐of-­‐function-­‐Mutationen in diesen

Transkriptionsfaktoren resultieren in einer konstitutiven Überexpression ihrer Zielgene

und	
  sind	
  verantwortlich	
  für	
  die	
  Resistenz	
  vieler	
  klinischer	
  Isolate.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Fusion von Mrr1 mit der Gal4-­‐

Aktivierungsdomäne von Saccharomyces cerevisiae zu einem konstitutiv aktiven

Hybridtranskriptionsfaktor führte, der eine MDR1-­‐Überexpression bewirkte und

Fluconazolresistenz vermittelte. Dieses Hybridprotein vermittelte sogar eine höhere

Resistenz als ein Mrr1 mit natürlich vorkommenden gain-­‐of-­‐function-­‐Mutationen.
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Analoge Fusionen mit Tac1 und Upc2 resultierten ebenfalls in einer konstitutiven

Aktivierung dieser Transkriptionsfaktoren, die einen starken Anstieg der

Fluconazolresistenz zur Folge hatte. Daraus ergab sich die Schlussfolgerung, dass dies

eine generelle Methode sein könnte, die Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren künstlich

zu aktivieren und so ihre biologischen Funktionen zu offenbaren, ohne die genauen

Bedingungen für ihre Aktivität zu kennen. Deshalb wurde auf der Basis dieser Strategie

eine Bibliothek von C.-­‐albicans-­‐Stämmen konstruiert, in der alle 82 putativen Zink-­‐

Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren in dieser möglicherweise hyperaktiven Form exprimiert

werden. Untersuchungen dieser Bibliothek offenbarten neue Transkriptionsfaktoren,

die Fluconazolresistenz vermittelten, aber auch noch unbekannte Regulatoren der

Morphogenese und andere Phänotypen konnten beobachtet werden. Um einen tieferen

Einblick in die Funktionsweise zu bekommen, wurden die Transkriptionspro5ile der vier

Transkriptionsfaktoren ermittelt, die in ihrer hyperaktiven Form die höchste

Fluconazolresistenz bewirkten. Dabei stellte sich heraus, dass die zwei künstlich

aktivierten (*) Regulatoren ZCF34* und ZNC1* die Expression der wichtigsten

Multidrug-­‐Ef5luxpumpe CDR1 stark hochregulierten. Der Transkriptionsfaktor mit dem

vorläu5igen Namen ZCF34 konnte im Verlauf dieser Arbeit als ein wichtiger Regulator

für die CDR1-­‐Expression identi5iziert werden. Er ist sowohl an der Aktivierung der

Expression von CDR1 beteiligt als auch für die basale CDR1-­‐Promotoraktivität

notwendig. Aus diesem Grund wurde er in MRR2 (multidrug resistance regulator 2)

umbenannt.

Mit der Entdeckung eines neuen Regulators der wichtigsten Multidrug-­‐Ef5luxpumpe von

C. albicans wurde ein wichtiger Beitrag zum Verständnis der Regulation solcher

Transporter geleistet. Die Überexpression dieser Pumpen ist einer der häu5igsten

Resistenzmechanismen in C. albicans. Auf diesemWege kann Resistenz gegen strukturell

völlig unterschiedliche Antimykotika bewirkt werden. Somit stellen sowohl diese

Ef5luxpumpen, als auch deren Regulatoren mögliche Angriffsziele für die Entwicklung

neuer	
  oder	
  Weiterentwicklung	
  bereits	
  vorhandener	
  Antimykotika	
  dar.
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Summary

The yeast Candida albicans is an oppotunistic fungal pathogen, usually a harmless

colonizer of mucosal surfaces of the gastrointestinal und urogenital tract of healthy

people. If the balance of this micro5lora is disturbed, it can cause super5icial mycoses,

like oropharyngeal candidiasis. Especially immunocompromised patients, like AIDS

patients suffer from recurrent infections, occasionally causing life-­‐threatening systemic

infections. The antifungal agent 5luconazole, which inhibits ergosterol biosynthesis, is

frequently used to treat Candida-­‐infections. Particularly during long term treatments of

recurrent infections, C. albicans can develop resistance to the commonly used antifungal

drugs. Zinc cluster transcription factors often play key roles in the development of such

resistances. The zinc cluster proteins are a fungus-­‐speci5ic family of transcription factors

that regulate a variety of cellular processes. The well characterized regulators Upc2,

Tac1 und Mrr1 are among these zinc cluster transcription factors, being signi5icantly

involved in mediating drug resistance. Upc2 controls the expression of ergosterol

biosynthesis genes, e. g. of ERG11, encoding the target enzyme of 5luconazole. Tac1 and

Mrr1 regulate the expression of multidrug ef5lux pumps, the ABC transporters CDR1 and

CDR2 and the major facilitator MDR1, respectively. Gain-­‐of-­‐function mutations in these

transcription factors result in constitutive overexpression of their target genes and are

responsible	
  for	
  drug	
  resistance	
  in	
  many	
  clinical	
  C.	
  albicans	
  strains.

In this thesis it could be shown that fusion of the full-­‐length Mrr1 with the Gal4

activation domain from Saccharomyces cerevisiae produced a constitutively active hybrid

transcription factor that mediated MDR1 overexpression and increased drug resistance.

The hybrid transcription factor exhibited even higher activity than Mrr1 with a naturally

occurring gain-­‐of-­‐function mutation. Analogous fusions with Tac1 and Upc2 also

resulted in constitutively activated transcription factors that conferred strongly

increased drug resistance, suggesting that this might be a generally applicable approach

for the arti5icial activation of zinc cluster transcription factors, which could reveal their
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biological function without prior knowledge about inducing conditions. Therfore a

library of C. albicans strains expressing all 82 predicted zinc cluster transcription factors

of this pathogen was constructed, by using this strategy, resulting in strains with

potentially hyperactive regulators. Screening of this comprehensive set of strains

revealed novel transcription factors mediating drug resistance, but also previously

unknown regulators of morphogenesis and other phenotypes. To gain insight into their

mechanism of action, transcriptional pro5iles were determined of the four transcription

factors that produced the strongest increase in 5luconazole resistance when expressed

in a hyperactive form. This analysis revealed that two out of these four arti5icially

activated (*) transcription factors, ZCF34* and ZNC1*, strongly upregulate the

expression of the most important multidrug ef5lux pump CDR1, which could be veri5ied

by Northern hybridization. The transcription factor previously named ZCF34 could be

identi5ied as a new and important regulator of CDR1, being involved in the activation of

CDR1 expression as well as in basal promoter activity of this pump. Therefore it was

renamed	
  MRR2	
  (multidrug	
  resistance	
  regulator	
  2).

The identi5ication of MRR2 as a new regulator of the most important multidrug ef5lux

pump in C. albicans represents a major step forward in understanding the regulation of

such transporters. The overexpression of these ef5lux pumps is one of the most common

resistance mechanism in C. albicans, conferring resistance to many structurally and

functionally unrelated toxic compounds. Therefore these transporters, as well as their

regulators,	
  provide	
  potential	
  tagets	
  of	
  new	
  or	
  further	
  developed	
  antifungal	
  agents.
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1. Einleitung

1.1. Allgemeine	
  Einführung

Bis vor wenigen Jahrzehnten haben Pilzinfektionen, verglichen mit bakteriellen oder

viralen Infektionen, noch eine untergeordnete Rolle gespielt. Doch durch den

medizinischen Fortschritt und die Immunschwächekrankheit AIDS ist die Anzahl

solcher Erkrankungen deutlich angestiegen. Medikamente, wie Antibiotika, diverse

Immunsuppressiva und andere Chemotherapeutika erhöhen die Überlebensrate von

Patienten mit gefährlichen bakteriellen oder viralen Erkrankungen, Organversagen oder

Krebs. Sie führen aber auch zur Zerstörung der normalen Körper5lora oder zur

Schwächung des Immunsystems und bedingen somit eine Zunahme an Infektionen mit

opportunistischen Krankheitserregern. Pathogene Pilze gehören zu solchen

Infektionserregern	
  [Sternberg,	
  1994;	
  Odds,	
  2000].

Von den über 100.000 bekannten Pilzarten sind nur wenige (ca. 150) für den Menschen

klinisch relevant. Diese werden nach ihrem morphologischen Erscheinungsbild

eingeteilt. So gibt es die Sprosspilze, zu denen Candidia albicans und Cryptococcus

neoformans gehören, die Fadenpilze, wie Aspergillus fumigatus, und die klassischen

dimorphen Pilze wie Histoplasma capsulatum und Blastomyces dermattidis.

Haupterreger pilzbedingter klinischer Infektionen sind jedoch C. albicans und andere

Candida-­‐Spezies [Staib et al., 2000; Hibbett et al., 2007; Lass-­‐Florl, 2009]. Zu den

opportunistisch pathogenen Candida-­‐Arten gehören neben C. albicans vor allem

C. dubliniensis, C. glabrata, C. krusei, C. lusitaniae, C. parapsilosis und C. tropicalis

[Odds et al., 2006]. Die Verbreitung der einzelnen Spezies und somit deren klinische

Relevanz ist von Region zu Region unterschiedlich [Sandven, 2000]. Auch wenn

C. albicans längst nicht mehr der Alleinverursacher ernsthafter Candida-­‐Infektionen ist,

so ist er doch in unseren Breiten für mehr als die Hälfte aller Fälle invasiver Candidiasis

verantwortlich	
  [Lass-­‐Florl,	
  2009].
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C. albicans als opportunistischer Krankheitserreger gehört zur normalen Mikro5lora des

gesunden Menschen und besiedelt als Kommensale die Schleimhäute des Mundes, des

Gastrointestinal-­‐ und Urogenitaltraktes. Bei einem intakten Immunsystem und einer

gesunden Mikro5lora leben deren Mikroorganismen in einem natürlichen Gleichgewicht.

Verschiebt sich das Gleichgewicht dieser Mikro5lora durch die Gabe von Antibiotika bzw.

wird das Immunsystem geschwächt, kann es zu ober5lächlichen Mykosen kommen.

Dabei ist Mundsoor (oropharyngeale Candidiasis) eine der häu5igsten

Candidainfektionen. Sie tritt oft bei Neugeborenen oder Patienten mit geschwächtem

Immunsystem, z. B. AIDS-­‐Patienten, auf [Sternberg, 1994; Chapman, 2003]. Als

Bestandteil der natürlichen Mikro5lora der Schleimhäute des Urogenitaltraktes

verursacht C. albicans bei ca. 75 % der gesunden Frauen mindestens einmal im Leben

eine Vaginalmykose [Sobel, 1985, 2003]. Diese ober5lächlichen Mykosen sind in der

Regel leicht durch die Einnahme bzw. Anwendung eines Antimykotikums zu behandeln.

Problematisch wird es jedoch meist bei Langzeittherapien, welche oft bei AIDS-­‐

Patienten erforderlich sind, da diese häu5ig an wiederkehrenden Mykosen leiden.

Unglücklicherweise führen diese Langzeittherapien oftmals zu Resistenzen, die der Pilz

unter permanentem Selektionsdruck ausbildet. Dies hat oft den Verlust der

Wirksamkeit der Antimykotika zur Folge. Besonders bei AIDS-­‐Patienten oder jenen mit

anderweitig supprimierten Immunsystem, wie Organ-­‐ oder Knochenmarksempfängern

oder Krebspatienten zum Zeitpunkt einer Chemotherapie, besteht die Gefahr eines

schwerwiegenden Infektionsverlaufs bis hin zur lebensbedrohlichen systemischen

Mykose. Bei diesen Infektionen durchbricht C. albicans die natürlichen Barrieren der

Haut und Schleimhäute, disseminiert über die Blutbahn und befällt innere Organe, wie

Leber oder Nieren [Engelmann, 1999]. Dort kommt es dann zur Ansiedelung der

Candida-­‐Zellen und zur Ausbildung von Abszessen, was eine Mortalitätsrate von 30 %

mit sich bringt [Kullberg and Oude, 2002; Martin et al., 2003]. Außerdem ist C. albicans

das vierthäu5igste Pathogen, welches für Blutbahninfektionen verantwortlich ist

[Holzheimer	
  and	
  Dralle,	
  2002].

Das Umschalten von C. albicans von dem Kommensalen-­‐Modus in den Pathogen-­‐Modus

erfordert eine Menge an Regulationsprozessen, die noch nicht im Detail verstanden

oder aufgeklärt sind. Der offensichtlichste Virulenzfaktor von C. albicans ist die

Fähigkeit von der Hefe-­‐ zur Hyphenform zu wechseln. Dieser Dimorphismus unterliegt

komplexen Regulationsmechanismen. C. albicans ist in der Lage, sowohl längliche,

1.	
  Einleitung
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ellipsoide Pseudohyphen, als auch länger werdende, echte Hyphen auszubilden.

Letztere stehen im direkten Zusammenhang mit der Virulenz des Pilzes, da sie z. B. der

Penetration des Wirtsgewebes dienen [Kumamoto and Vinces, 2005]. Die Hefe-­‐Hyphen-­‐

Transition wird durch komplexe Signaltransduktionswege reguliert, von denen einige

bereits gut erforscht wurden [Whiteway et al., 2006]. Neben dem genannten

Dimorphismus ist C. albicans auch in der Lage durch Produktion von Adhäsinen an

Wirtsgewebe zu adhärieren und somit unterschiedliche Gewebe und Nischen imWirt zu

besiedeln. Durch die metabolische Flexibilität können darau5hin die verschiedensten zur

Verfügung stehenden Nährstoffe genutzt werden. Die Fähigkeit zur Bio5ilmbildung ist

ein weiterer Mechanismus verschiedene Lebensräume zu erschließen und sich vor der

Immunabwehr	
  des	
  Wirtes	
  	
  oder	
  vor	
  verabreichten	
  Medikamenten	
  zu	
  schützen.

1.2. Therapie	
  von	
  Candida-­‐Infektionen

Die zur Behandlung einer Candida-­‐Infektion eingesetzten und verfügbaren

Medikamente sind begrenzt. Die zellulären Gemeinsamkeiten zwischen dem

eukaryotischen Pilz und demWirt sind der Grund dafür, dass nur wenige Angriffspunkte

für Wirkstoffe existieren. Die gängigen Antimykotika können in verschiedene

Stof5klassen eingeteilt werden. Die RNA-­‐ und DNA-­‐Synthese-­‐Inhibitoren bilden eine

dieser Klassen. Zu ihnen gehören die Fluoropyrimidine mit 5-­‐Flucytosin, als einziges

Antimykotikum dieser Klasse. Dieses Basenanalogon wird durch einen speziellen

Transporter (Cytosinpermease) in die Zelle aufgenommen und dort durch die Cytosin-­‐

Deaminase und die Uracil-­‐Phosphoribosyltransferase zu 5-­‐Fluorouridin-­‐Monophosphat

konvertiert. Das daraus gebildete, entsprechende Triphosphat führt anschließend zu

einer fehlerhaften RNA-­‐Synthese und zur Inhibition der DNA-­‐Synthese [Polak and

Scholer, 1975]. Durch häu5ige Resistenzentwicklungen kommen diese Medikamente,

trotz ihrer geringen Toxizität, jedoch nur selten oder in Kombination mit anderen

Antimykotika zum Einsatz. Eine weitere Stof5klasse stellen die Zellwandsynthese-­‐

Inhibitoren, vertreten durch die Echinocandine (z. B. Caspofungin), dar [Odds, 1988;

Odds et al., 2003]. Sie wirken durch Inhibierung der Synthese von β-­‐1,3-­‐D-­‐Glucan,

einem Hauptbestandteil der Zellwand von C. albicans. Des Weiteren gibt es

Antimykotika, die mit dem Membranbestandteil Ergosterol, dem wichtigsten Sterol der

1.2.	
  Therapie	
  von	
  Candida-­‐Infektionen
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pilzlichen Zellmembran, interagieren oder dessen Biosynthese inhibieren. Polyene, wie

Amphotericin B, stören die Membranfunktionen durch Anlagerung an Ergosterol

[Odds et al., 2003; Gray et al., 2012], was den Tod der Pilzzelle zur Folge hat.

Amphotericin B wurde, auch wegen der seltenen Resitenzentwicklung, lange Zeit am

häu5igsten zur Bekämpfung systemischer Pilzinfektionen verwendet. Heute 5indet es

aber meist nur als Reserveantimykotikum Anwendung, da dessen Einsatz mit starken

Nebenwirkungen, wie einer hohen Nephrotoxizität, verbunden ist. Allylamine,

Morpholine und Azole inhibieren die Biosynthese von Ergosterol. Da Ergosterol im

menschlichen Organismus nicht vorkommt, bietet dessen Biosynthese vielfältige

Angriffspunkte für Antimykotika. Allylamine, wie Terbina5in, greifen an einem frühen

Schritt in die Biosynthese mit fungiziden Konsequenzen ein, wohingegen die

Morpholine (z. B. Fenpropimorph) zu einem späten Zeitpunkt den Syntheseweg

blockieren [Odds et al., 2003]. Beide werden meist nur in Kombination mit anderen

Ergosterolbiosyntheseinhibitoren oder bei ober5lächlichen Infektionen mit

Dermatophyten eingesetzt. Azole, welche die größte klinische Relevanz besitzen,

inhibieren die Sterol-­‐14-­‐α-­‐Demethylase [Odds et al., 2003; Morschhäuser, 2010]. Dies

hat einen Ergosterolmangel und eine Ansammlung toxischer, methylierter Sterole in der

Zelle zur Folge. Imidazole, wie Ketokonazol, werden häu5ig bei ober5lächlichen Haut-­‐

und Schleimhautinfektionen eingesetzt. Triazole, wie Fluconazol, kommen aufgrund der

guten Verträglichkeit und der geringen Toxizität sowohl bei lokalen als auch bei

systemischen	
  Mykosen	
  zum	
  Einsatz.

1.3. Resistenzmechanismen

C. albicans kann gegen alle unter 1.2. erwähnten Medikamente Resistenzen entwickeln.

Mutationen in dem speziellen Transporter, der für die Aufnahme von Flucytosin

verantwortlich ist, kommen sehr häu5ig vor. Ebenso mutieren jene Proteine, die die

intrazelluläre Konversion bewirken, und verursachen somit entsprechende Resistenzen

gegen dieses Basenanaloga-­‐Medikament [Dodgson et al., 2004; Hope et al., 2004]. Auch

gegen die Zellwandsyntheseinhibitoren, wie die Echinocandine, kann C. albicans

resistent werden. Mutationen im β-­‐1,3-­‐Glucan-­‐Synthase-­‐Komplex können dies bewirken

[Perlin,	
  2007].

1.	
  Einleitung

8



Resistenzen gegen Amphotericin B, ein Polyen, kommen zwar selten vor, konnten aber

dennoch beobachtet werden [Kelly et al., 1997]. Eine Reduktion von Ergosterol in der

Zellmembran kann zu einer verminderten Polyen-­‐Emp5indlichkeit führen.

Azolresistenzen treten besonders häu5ig während Langzeitbehandlungen, z. B. bei AIDS-­‐

Patienten, auf. C. albicans hat verschiedenste Mechanismen entwickelt, gegen diese

Medikamente resistent zu werden. Mutationen im ERG11-­‐Gen, welches für die

Sterol-­‐14-­‐α-­‐Demethylase kodiert, der Zielstruktur der Azole, inklusive Fluconazol,

verringern die Af5inität dieser Medikamente zu dem Enzym. Dies führt zu einer

erhöhten Azolresistenz [Morschhäuser, 2010]. Eine verstärkte Expression von ERG11

resultiert ebenfalls in einer solchen Resistenz. Diese Überexpression von ERG11 und

anderen Ergosterolbiosynthesegenen kann durch eine gain-­‐of-­‐function-­‐Mutation in dem

Transkriptionsfaktor Upc2 (sterol uptake control) bewirkt werden [Dunkel et al.,

2008b]. Dieser gehört zu einer speziellen Proteinfamilie mit einem pilzspezi5ischen

DNA-­‐Bindemotiv, dem sogenannten Zink-­‐Cluster-­‐Motiv (siehe Abschnitt 1.5.). Des

Weiteren kann C. albicans durch Alterationen in der Sterolbiosynthese, die die

Akkumulation der toxischen methylierten Sterole umgehen, azolresistent werden

[Morschhäuser,	
  2010].

Zu den bedeutendsten Resistenzmechanismen zählt jedoch die Überexpression von

Ef5luxpumpen. Auf diese Weise werden Azole und andere toxische Substanzen ebenso

wie endogene Metabolite aus der Zelle herausgepumpt. In C. albicans konnten bisher

zwei Typen solcher, in der Zytoplasmamembran lokalisierten, Multidrug-­‐Ef5luxpumpen

identi5iziert und charakterisiert werden. Der Mdr1-­‐Transporter ist die erste in

C. albicans identi5izierte Multidrug-­‐Ef5luxpumpe, welche eine Multidrug-­‐Resistenz

verleiht, was zugleich namensgebend für diesen Transporter war [Goldway et al., 1995].

Mdr1 gehört zur Proteinfamilie der Major Facilitator, die den Protonengradienten über

der zytoplasmatischen Membran als Energiequelle für den Transport benutzen. Diese

Ef5luxpumpe wird unter Standardbedingungen kaum exprimiert, weshalb ihre Deletion

auch nicht zu einer Überemp5indlichkeit gegenüber Antimykotika führt. Deletiert man

Mdr1 jedoch in klinischen Isolaten, die eine hohe Mdr1-­‐bedingte Azolresistenz

aufweisen, verlieren diese Pilzstämme ihre Resistenz, zumindest partiell

[Wirsching et al., 2000b]. Die Überexpression von Mdr1 hingegen, z. B unter der

Kontrolle des starken ADH1-­‐Promotors, resultiert in einer erhöhten Resistenz

gegenüber Antimykotika bzw. Substraten dieser Ef5luxpumpe [Hiller et al., 2006]. Dies
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ist ein weiterer Beweis für die Rolle von Mdr1 als Multidrug-­‐Ef5luxpumpe und dadurch

bedingte Resistenzen. Der zweite Typ von Multidrug-­‐Transportern gehört zur

Proteinfamilie der ABC-­‐Transporter, welche ATP als Energiequelle benutzen. In

C. albicans konnten zwei dieser ABC-­‐Transporter als Multidrug-­‐Ef5luxpumpen

identi5iziert werden. Aufgrund ihrer Funktion wurden sie Cdr1 und Cdr2 genannt, was

für Candida drug resistance steht. Cdr1 war der erste ABC-­‐Transporter eines pathogenen

Pilzes, der in Zusammenhang mit Multidrug-­‐Resistenz gebracht werden konnte

[Prasad et al., 1995; Sanglard et al., 1995]. Die Deletion von Cdr1 resultiert in einer

Hypersensitivität gegenüber allen getesteten Azolen und anderen metabolischen

Inhibitoren [Sanglard et al., 1996]. Seine Überexpression im Gegenzug erhöhte die

Antimykotikaresistenz maßgeblich [Niimi et al., 2004]. Das lieferte letztlich auch den

Beweis dafür, dass Cdr1 als Multidrug-­‐Ef5luxpumpe fungiert. Der ABC-­‐Transporter Cdr2

ist hoch homolog zu Cdr1 und weist eine 84 %ige Aminosäureidentität auf

[Sanglard et al., 1997; Gauthier et al., 2003]. Cdr2 besitzt ein ähnliches

Substratspektrum wie Cdr1 und verleiht somit gegenüber vieler Xenobiotika Resistenz.

Eine Überexpression von Cdr2, z. B. unter der Kontrolle des ACT1-­‐Promotors führt

ebenfalls zu einer gesteigerten Resistenz gegen verschiedene Antimykotika

[Schuetzer-­‐Muehlbauer	
  et	
  al.,	
  2003].

Mdr1, Cdr1 und Cdr2 vermitteln Resistenzen gegenüber vielen verschiedenen

Xenobiotika, inklusive den Azolen. Cdr1 und Cdr2 können sogar auch gegen Allylamine

(z. B. Terbina5in) und Morpholine (z. B. Amorol5in) Resistenzen verursachen. Jedoch

sind sie unwirksam gegenüber den anderen klinisch relevanten Medikamenten, wie

Flucytosin, Amphotericin B und den Echinocandinen. Resistenzen gegen diese

Antimykotika	
  sind	
  spezi5ischer,	
  wie	
  oben	
  erläutert	
  [Morschhäuser,	
  2010].

1.4. Regulation	
  der	
  Ef;luxpumpen

Verschiedene Studien konnten zeigen, dass die Überexpression von CDR1, CDR2 und

MDR1 in azolresistenten klinischen Isolaten durch transkriptionale Aktivierung bedingt

wurde [Wirsching et al., 2000b; Micheli et al., 2002]. Doch durch das Fehlen von

orthologen Regulatoren in C. albicans zu Multidrug-­‐Resistenzregulatoren aus

Saccharomyces cerevisiae, wie z. B. Pdr1, konnten die dafür verantwortlichen
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Transkriptionsfaktoren in C. albicans lange Zeit nicht identi5iziert werden. Die für die

konstitutive Überexpression verantwortlichen DREs (drug responsive elements) in den

Promotorregionen von CDR1/2 enthalten zwei CGG-­‐Triplets. Dieses Motiv wird oft von

Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren erkannt [MacPherson et al., 2006]. Die

Beobachtung, dass viele azolresistente C.-­‐albicans-­‐Stämme homozygot für den mating

type-­‐like Lokus (MTL) geworden sind und die CGG-­‐Triplets in den Promotorregionen

von CDR1/2 ließen Sanglard und seine Mitarbeiter nach Genen suchen, die für Zink-­‐

Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren kodieren und auf dem Chromosom 5, in der Nähe des

MTL-­‐Lokus lokalisiert sind. In darauffolgenden Studien konnte ein Zink-­‐Cluster-­‐

Transkriptionsfaktor identi5iziert werden, der maßgeblich an der Regulation der Gene

CDR1/2 beteiligt ist. Er wurde Tac1 (transcriptional activator of CDR genes) genannt

[Coste et al., 2004]. In klinischen Isolaten, in denen CDR1/2 hochreguliert sind, konnten

gain-­‐of-­‐function-­‐Mutationen in TAC1 identi5iziert werden. Diese führen zu einer

konstitutiven Aktivierung dieses Transkriptionsfaktors, was die permanente Expression

der	
  CDR1/2-­‐Gene	
  zur	
  Folge	
  hat.

Etwas später wurde auch für MDR1 ein solcher Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktor

identi5iziert. Der multidrug resistance regulator 1 (MRR1) ist in einigen

5luconazolresistenten klinischen C.-­‐albicans-­‐Isolaten zusammen mitMDR1 hochreguliert

[Morschhäuser et al., 2007]. Auch in MRR1 gibt es viele natürlich vorkommende gain-­‐of-­‐

function-­‐Mutationen, die zu einer konstitutiven Aktivierung des Transkriptionsfaktors

führen und eine permanente MDR1-­‐Expression bewirken, was zur Fluconazolresistenz

führt	
  [Morschhäuser	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Dunkel	
  et	
  al.,	
  2008a].

Diese Transkriptionsfaktoren mit dem pilzspezi5ischen DNA-­‐Bindemotiv sind auch in

anderen Resistenzmechanismen involviert. Für die Überexpression der ERG-­‐Gene in

azolresistenten Isolaten ist oft eine gain-­‐of-­‐function-­‐Mutation im Zink-­‐Cluster-­‐

Transkriptionsfaktor UPC2 verantwortlich (siehe Abschnitt 1.3.). Die Tatsache, dass drei

gängige Resistenzmechanismen durch gain-­‐of-­‐function-­‐Mutationen in Zink-­‐Cluster-­‐

Transkriptionsfaktoren bewirkt werden, zeigt, wie wichtig diese Proteinfamilie für

virulenz-­‐assoziierte	
  Eigenschaften	
  von	
  C.	
  albicans	
  ist.
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1.5. Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren

Das Element Zink ist für eine korrekte Funktion vieler Proteine, inklusive

verschiedenster Enzyme, essentiell. Die meisten Zink enthaltenen Proteine sind jedoch

Transkriptionsfaktoren, für deren DNA-­‐bindende Fähigkeiten dieses Element

verantwortlich ist. Sie werden deshalb Zink-­‐Finger-­‐Proteine genannt. Zu der Klasse der

Zink-­‐Finger-­‐Proteine gehören auch die Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren. Diese

existieren ausschließlich in Pilzen und besitzen das hochkonservierte Motiv

CysX2CysX6CysX5-­‐24CysX2CysX6-­‐9Cys [MacPherson et al., 2006]. Das DNA-­‐Bindemotiv ist

bei den meisten der Proteinfamilie angehörigen Transkriptionsfaktoren in der N-­‐

terminalen Region lokalisiert. Die Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren können sich an

die DNA als Monomer, Homodimer oder als Heterodimer anlagern. Wie bereits im

Abschnitt 1.4. erwähnt, binden diese Transkriptionsfaktoren häu5ig als Homodimere an

DNA-­‐Sequenzen, welche CGG-­‐Triplets in unterschiedlicher Orientierung, Wiederholung

und Anzahl enthalten. Das Zink-­‐Cluster-­‐Protein Gal4 aus S. cerevisiae, welches beim

Galactose-­‐Metabolismus eine Rolle spielt, wurde als erstes beschrieben und am

intensivsten erforscht [Marmorstein et al., 1992]. Es bindet als Homodimer an

entsprechende DNA-­‐Sequenzen. Auch in S. cerevisiae existieren Zink-­‐Cluster-­‐

Transkriptionsfaktoren, die entscheidenden Ein5luss auf die Multidrug-­‐Resistenz

ausüben. Pdr1 und Pdr3 regulieren die Expression des ABC-­‐Transporters PDR5. Pdr

steht für pleiotropic drug resistance. Auch in diesen Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren

gibt es natürlich vorkommende gain-­‐of-­‐function-­‐Mutationen, die zu einer permanenten

Expression	
  von	
  PDR5	
  führen	
  und	
  Resistenz	
  verleihen	
  [Gulshan	
  and	
  Moye-­‐Rowley,	
  2007].

Im C.-­‐albicans-­‐Genom konnten durch Sequenzvergleiche 82 putative offene Leseraster

(englisch: open-­‐reading-­‐frames; ORFs) ermittelt werden, welche für Zink-­‐Cluster-­‐

Proteine kodieren. Die wenigsten konnten bis jetzt charakterisiert werden. Funktionen

einiger Mitglieder dieser Proteinfamilie, die bisher schon aufgedeckt werden konnten,

zeigten aber deren Involvierung in der Regulation von wichtigen Virulenz-­‐ und

Resistenzmechanismen. Letztere wurden genauer in Abschnitt 1.3. und 1.4.

beschrieben, in denen die Resistenzmechanismen durch erhöhte ERG11-­‐Expression und

die Regulation von Ef5luxpumpen erläutert wurden. Dies wird maßgeblich durch die

Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren Upc2, Tac1 und Mrr1 gesteuert. Zu den bisher

beschriebenen Zink-­‐Cluster-­‐Proteinen mit Ein5luss auf die Virulenzeigenschaften gehört
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z. B. Ume6, welches essentiell für die Produktion von invasiven Hyphen ist

[Banerjee et al., 2008]. Wor2 ist notwendig für die Stabilität der paarungskompetenten

Opaque-­‐Zellform von C. albicans [Zordan et al., 2007]. Dem Ahr1, ehemalig Zcf37, konnte

kürzlich eine Involvierung an der Regulation von Adhäsionsgenen und eine maßgebliche

Beteiligung an der Regulation der Hyphenbildung nachgewiesen werden

[Askew et al., 2011]. Außerdem soll er auch in Steuerungsprozessen des White-­‐opaque-­‐

switchs involviert sein [Wang et al., 2011]. Ebenfalls kürzlich beschrieben wurde der

Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktor Sef1, welcher entscheidende Rollen in der

Eisenhomeostase und somit beim Übergang von dem Kommensalen C. albicans zu dem

Pathogen C. albicans spielt [Chen et al., 2011]. Dennoch sind die Funktionen der meisten

der über 80 putativen Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren von C. albicans noch nicht

bekannt. Daher war es u. a. Ziel dieser Arbeit eine neuartige Methode zu etablieren, die

es ermöglicht die gesamte Proteinfamilie funktionell zu analysieren. Bevor diese

Strategie jedoch genauer erläutert werden kann, muss zunächst auf die Genetik und auf

die	
  generellen	
  Methoden	
  zur	
  Genanalyse	
  eingegangen	
  werden.

1.6. Genetik	
  von	
  C.	
  albicans

C. albicans wird häu5ig als Modellorganismus für pathogene Pilze verwendet. Dafür

spricht eine leichte Transformierbarkeit, was z. B. die Integration fremder DNA mittels

homologer Rekombination einschließt [De Backer et al., 2000; Berman and Sudbery,

2002]. Damit sind Geninsertionen und Gendeletionen relativ einfach zu erzeugen. Ein

weiteres Pro ist die Fähigkeit von C. albicans zwischen der Hefeform und der invasiven

Hyphenform zu wechseln. Dagegen spricht die Diploidität und das Fehlen einer

haploiden Phase von C. albicans, obwohl eine solche vor kurzem von

Hickman et al., 2013 beschrieben wurde. Sie tritt allerdings nur unter bestimmten

Selektionsbedingungen auf und spielt bislang bei genetischen Manipulationen in der

Praxis noch keine Rolle. Des Weiteren weist C. albicans einen ungewöhnlichen

Codongebrauch auf. Die Verwendung des CTG-­‐Codons für ein Serin statt einem Leucin

erfordert bei Integration von Fremdgenen, z. B. des GFP-­‐Gens (siehe Reportersysteme

unter Abschnitt 1.7.), immer deren Anpassung an den speziellen Codongebrauch. Eine

homozygote Gendeletion benötigt durch die Diploidität immer zwei Runden der

1.6.	
  Genetik	
  von	
  C.	
  albicans
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Transformation, was einen weiteren Nachteil von C. albicans als Modellorganismus

darstellt. Seit jedoch die komplette Genomsequenz von C. albicans verfügbar ist

(www.candidagenome.org), ist die Identi5ikation und funktionelle Analyse von Genen

stark erleichtert. So besitzt C. albicans 6202 ORFs, von denen zum Zeitpunkt des

Verfassens dieser Arbeit (Frühjahr 2013) 1480 charakterisiert wurden.

Sequenzhomologien zwischen C. albicans und der verwandten Bäckerhefe S. cerevisiae

geben Hinweise auf Funktionen von Genen. Jene aus C. albicans, zu denen es keine

S.-­‐cerevisiae-­‐Homologe gibt, könnten möglicherweise wichtige Funktionen in der

Pathogenität von C. albicans besitzen, die einen entscheidenden Unterschied zur nicht-­‐

invasiven	
  Bäckerhefe	
  darstellt.

1.7. Genanalysemethoden	
  in	
  C.	
  albicans

Deletionsmutanten können auf unterschiedliche Weise hergestellt werden. Eine der

ersten Methoden war die URA-­‐Blaster-­‐Strategie [Fonzi and Irwin, 1993]. Die zu

deletierenden Allele eines Gens werden durch den URA3-­‐Marker im Uridin-­‐auxotrophen

Stamm CAI4 ersetzt. Auxotrophe Marker haben aber einige Nachteile, weshalb

Methoden entwickelt wurden, mit denen unter Verwendung dominanter

Selektionsmarker Gene direkt im wildtypischen Ausgangsstämmen deletiert werden

können. Der MPAR-­‐Marker ist der erste verwendete dominante Selektionsmarker

[Wirsching et al., 2000a]. Er verleiht dem Pilz Resistenz gegen Mycophenolsäure. Die

MPAR-­‐Flipper-­‐Strategie wurde aber von Reuß et al., 2004 optimiert zur sogenannten

SAT1-­‐Flipper-­‐Strategie. Die Deletionskassette des SAT1-­‐Flippers besteht aus dem

dominanten Selektionsmarker caSAT1 (candida adapted: an Candida angepasst),

welcher Resistenz gegen das Antibiotikum Nourseothricin verleiht. Dieses Resistenzgen

ist 5lankiert von FRT-­‐sites, die von einer site-­‐spezi5ischen Rekombinase (FLP), ebenfalls

Bestandteil der Kassette, erkannt werden. Das Gen dieser Rekombinase wurde an den

ungewöhnlichen Codongebrauch von C. albicans angepasst (candida adapted: caFLP)

und steht unter der Kontrolle eines induzierbaren Promotors, entweder dem MAL2-­‐

Promotor [Reuß et al., 2004] oder dem SAP2-­‐Promotor [Sasse et al., 2011]. Die SAT1-­‐

Flipper-­‐Kassette wird 5lankiert von upstream-­‐ und downstream-­‐Sequenzen des zu

deletierenden Gens. Nach dem Einbringen dieser Kassette in das Genom eines
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Wildtypstammes erfolgt das Recycling der SAT1-­‐Flipper-­‐Kassette durch Induktion des

MAL2-­‐Promotors oder des SAP2-­‐Promotors, im entsprechenden Medium (YPM-­‐ bzw.

YCB-­‐BSA-­‐Medium). Die darau5hin exprimierte Flp-­‐Rekombinase bindet an die FRT-­‐sites,

was zum Ausschneiden der Deletionskassette führt und deren erneute Verwendung zur

Deletion des zweiten Allels ermöglicht. Auf diese Weise können homozygote

Deletionsmutanten mit der selben SAT1-­‐Flipper-­‐Kassette nach zwei Runden der

Integration	
  und	
  Exzision	
  erzeugt	
  werden.

Genexpressions-­‐Systeme stellen eine weitere Methode zur Au5klärung von

Genfunktionen dar. Die Deletion von Genen ist zwar eine der beliebtesten Methoden zur

Durchführung von funktionellen Analysen, eignet sich jedoch nicht immer dafür.

Essentielle Gene z. B. können nicht deletiert werden [De Backer et al., 2000]. Auch ist die

Expression von Genen unter Standardwachstumsbedingungen nicht immer

angeschaltet, wodurch eine Deletion zu keinem veränderten Phänotyp führt. Mithilfe

von Expressionssystemen kann auch die Funktion von essentiellen Genen analysiert

werden. Es stehen hierbei verschiedene Systeme zur Verfügung. In denen wird die

Genexpression durch verschiedene konstitutiv aktive, induzierbare oder reprimierbare

Promotoren reguliert. Eine Expression von Genen unter der Kontrolle des starken

ADH1-­‐Promotors führt zu einer Überexpression. Zur Quanti5izierung der Genexpression

wurden für C. albicans GFP-­‐Reporterkonstrukte entwickelt [Cormack et al., 1997;

Morschhäuser et al., 1998]. Hierzu wurde das GFP-­‐Gen, welches ursprünglich aus der

Qualle Aequorea victoria stammt, an den ungewöhnlichen Codongebrauch von

C. albicans angepasst. Dieses caGFP-­‐Gen wird dann unter der Kontrolle des Promotors

des zu untersuchenden Gens exprimiert. Unter dem Fluoreszenzmikroskop oder im

FACS kann anschließend analysiert werden, ob die Expression dieses Gens unter den

entsprechenden Bedingungen induziert oder reprimiert wird. Dies wurde in dieser

Arbeit mit den CDR1-­‐ & CDR2-­‐Genen durchgeführt, welche für ABC-­‐Transporter

kodieren	
  und	
  maßgeblich	
  an	
  der	
  Resistenzentwicklung	
  beteiligt	
  sind.

Mithilfe der modernen Technik sind heutzutage auch genomweite Expressionsanalysen

möglich. Die Erstellung von Transkriptionspro5ilen mittels DNA-­‐Micoarrays gibt

Aufschluss darüber, welche Gene unter bestimmten Bedingungen, wie z. B. beim Einsatz

von antimykotischen Substanzen, transkribiert werden. Veränderungen im

Transkriptionspro5il zwischen verschiedenen C.-­‐albicans-­‐Mutanten können so offenbart

werden.
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1.8. Die	
  arti;izielle	
  Aktivierung	
  von	
  Zink-­‐Cluster-­‐
Transkriptionsfaktoren

Die im vorherigen Abschnitt beschriebene Methode der Gendeletion ist eine weit

verbreitete Methode zur Ermittlung von Genfunktionen. Transkriptionsfaktoren werden

aber oft nur unter bestimmten Bedingungen exprimiert oder aktiviert, weshalb sich

deren Deletion nur bedingt zur funktionellen Analyse eignet. Phänotypische

Veränderungen von Mutanten unbekannter Transkriptionsfaktoren blieben womöglich

unter Standardbedingungen im Verborgenen. Ein komplementärer Ansatz zur

Gendeletion, welcher keine Kenntnisse über induzierende Signale voraussetzt, ist die

arti5izielle Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, z. B. durch deren Überexpression

[Chua et al., 2006]. In C. albicans können jedoch keine stabilen Multikopievektoren

integriert werden, wie das beispielsweise in S. cerevisiae möglich ist. Deshalb kann in

C. albicans eine solche Überexpression nur bedingt erreicht werden, in dem das zu

untersuchende Gen unter die Kontrolle eines starken Promotors, z. B. des ADH1-­‐

Promotors, gebracht wird. Gain-­‐of-­‐function-­‐Mutationen, wie sie bereits in Abschnitt 1.4.

beschrieben wurden, stellen ebenfalls eine Möglichkeit dar, Transkriptionsfaktoren

konstitutiv zu aktivieren. Solche aktivierenden Mutationen würden sich hervorragend

eignen, um die Funktionen anderer, noch unbekannter Zink-­‐Cluster-­‐

Transkriptionsfaktoren zu analysieren. Es kann allerdings nicht vorhergesagt werden,

welche Aminosäureaustausche notwendig sind, um einen hyperaktiven

Transkriptionsfaktor zu generieren. In dieser Arbeit konnte jedoch eine andere, generell

anwendbare Methode zur arti5iziellen Aktivierung von Zink-­‐Cluster-­‐

Transkriptionsfaktoren entwickelt werden, die eine potentielle Hyperaktivität dieser

Regulatoren	
  bewirkt.

Die Rolle des im Abschnitt 1.4. erwähnten Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktors Mrr1 in

der Multidrug-­‐Resistenz wurde in der Arbeitsgruppe von Joachim Morschhäuser

entdeckt und beschrieben [Morschhäuser et al., 2007]. Schubert et al., 2011b

fusionierte, zur Au5klärung der funktionellen Domänen von Mrr1, dessen DNA-­‐

Bindedomäne (DBD) mit der heterologen Aktivierungsdomäne (AD) von Gal4 aus

S. cerevisiae. Eine ähnliche Strategie wurde bereits im Jahr 2001 von F. Devaux und P.

Marc für den Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktor Pdr1 aus S. cerevisiae angewandt,

1.	
  Einleitung
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welcher in diesem Organismus ebenfalls maßgeblich an der Multidrug-­‐Resistenz

beteiligt ist [Devaux et al., 2001]. Sie konnten zeigen, dass das Fusionsprotein aus der

Pdr1-­‐DBD und der Gal4-­‐AD zur Hoch-­‐ bzw. Runterregulation ähnlicher Gene führt, wie

ein Pdr1 mit natürlich vorkommenden gain-­‐of-­‐function-­‐Mutationen. Ding und Johnsten

zeigten bereits 1997, dass die Gal4-­‐AD ausreicht, um die aktivierenden Eigenschaften

eines vollständigen Proteins zu vermitteln. Deshalb eignet sie sich hervorragend als

Fusionspartner [Ding and Johnston, 1997]. Devaux und Marc postulierten schon damals,

dass dies eine Möglichkeit wäre, die gesamte Proteinfamilie der Zink-­‐Cluster-­‐

Transkriptionsfaktoren künstlich zu aktivieren. Sie wurde jedoch weder für S. cerevisiae

noch für C. albicans genomweit angewandt. Schubert et al., 2011b konstruierte, wie

eingangs erwähnt, ein solches Fusionsprotein von Mrr1 und integrierte dies in eine

mrr1-­‐Deletionsmutante unter der Kontrolle des starken ADH1-­‐Promotors. Auch im Fall

von C. albicans verhielt sich dieses Hybridprotein wie ein aktivierter Mrr1-­‐

Transkriptionsfaktor, was zu einer erhöhten Fluconazolresistenz führte. Im

wildtypischen Hintergrund, also bei Konkurrenz des Hybridproteins mit dem

wildtypischen Mrr1, konnte immer noch eine leicht erhöhte Fluconazolresistenz

nachgewiesen werden [diese Arbeit, siehe Abschnitt 3.1.]. Um herauszu5inden, ob sich

diese Strategie der arti5iziellen Aktivierung für die gesamte Proteinfamilie eignet,

wurden in dieser Arbeit ähnliche Fusionsproteine für Tac1 und Upc2 hergestellt. Beide

Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren sind ebenfalls wichtig für die Resistenzentwicklung

in C. albicans (siehe Abschnitt 1.3. und 1.4.). Die Integration dieser Hybridproteine, auch

unter dem starken ADH1-­‐Promotor, bewirkte sowohl im entsprechenden Deletions-­‐ als

auch im Wildtyp-­‐Hintergrund eine erhöhte Fluconazolresistenz (Details siehe Abschnitt

3.1.). Bei weiteren Studien von S. Schubert konnte außerdem gezeigt werden, dass das

Anhängen eines HA-­‐Epitops an den C-­‐Terminus des vollständigen Mrr1 ebenfalls zu

dessen Aktivierung führt, welche Fluconazolresistenz bewirkte [Schubert et al., 2011b].

Ähnliche aktivierende Eigenschaften eines C-­‐terminalen Anhangs wurden auch für Upc2

beobachtet [Znaidi et al., 2008]. Darau5hin erfolgte in dieser Arbeit die Herstellung von

Fusionsproteinen für Mrr1, Tac1 und Upc2, bei denen das vollständige Protein mit der

Gal4-­‐AD aus S. cerevisiae und einem 3-­‐fachen HA-­‐Epitop gekoppelt wurde. Die

Integration dieser Hybridproteine unter der Kontrolle des starken ADH1-­‐Promotors

bewirkte sowohl im Deletions-­‐ als auch im Wildtyp-­‐Hintergrund eine künstliche

Aktivierung dieser Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren, was mit einer erhöhten

1.8.	
  Die	
  arti5izielle	
  Aktivierung	
  von	
  Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren

17



Fluconazolresistenz einherging. Diese war vergleichbar mit jener, die von natürlich

vorkommenden gain-­‐of-­‐function-­‐Mutationen in diesen Regulatoren verursacht werden.

Detaillierte Daten und dazugehörige Diagramme be5inden sich ebenfalls in Abschnitt

3.1.

Somit wurde in der vorliegenden Arbeit eine Methode zu arti5iziellen Aktivierung der

Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren von C. albicans etabliert und auch genomweit

angewendet.

1.	
  Einleitung

18



1.9. Ziel	
  der	
  Arbeit

Die Zunahme opportunistischer Infektionen durch pathogene Pilze, wie C. albicans, stellt

ein immer größer werdendes Problem dar. Der dadurch bedingte vermehrte Einsatz von

Antimykotika fördert die rasche Entwicklung von Resistenzen. Um dem entgegenwirken

zu können, ist es wichtig, die molekularen Ursachen der Resistenzmechanismen

aufzuklären. Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren spielen bei der Regulation wichtiger

Resistenzgene ein zentrale Rolle. Die 82 putativen Mitglieder dieser pilzspezi5ischen

Proteinfamilie in C. albicans sind dennoch weitestgehend unerforscht. Generelle

Methoden zur funktionellen Analyse ganzer Proteinfamilien, wie die Herstellung von

Deletionsmutanten, eignen sich nur bedingt zur Erforschung von

Transkriptionsfaktoren, da diese meist nur unter bestimmten, oft unbekannten

Bedingungen exprimiert und aktiviert werden. Deshalb war es zunächst Ziel dieser

Arbeit, eine Methode zu etablieren, bei der die Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren

arti5iziell aktiviert und überexprimiert werden, um so einen Einblick in ihre

biologischen Funktionen zu erhalten, ohne die genauen Umstände, unter denen sie

normalerweise aktiv sind, kennen zu müssen. Anschließend sollte diese Methode

genomweit für alle 82 putativen Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren von

C. albicans angewandt werden. Mit der auf dieser Strategie basierenden Bibliothek von

C.-­‐albicans-­‐Stämmen, die die Transkriptionsfaktoren in einer potentiell hyperaktiven

Form exprimieren, sollten unterschiedliche Screenings zum Offenbaren von eventuellen

Veränderungen	
  im	
  Resistenz-­‐	
  bzw.	
  Virulenzverhalten	
  durchgeführt	
  werden.

Aufgrund der zentralen Rolle der Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren bei der

Resistenzentwicklung sollten besonders die Regulatoren, die durch erhöhte Resistenz

gegen das gängige Antimykotikum Fluconazol auf5ielen, genauer charakterisiert werden.

Hierbei sollten vor allem die Veränderungen in den Genexpressionspro5ilen ermittelt

werden, um so mögliche neue resistenzvermittelnde Gene oder deren Regulatoren

identi5izieren zu können. Auf diese Weise sollte ein tieferer Einblick in die molekularen

Mechanismen	
  der	
  Resistenzentwicklung	
  von	
  C.	
  albicans	
  gewonnen	
  werden.

1.9.	
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2. Material	
  und	
  Methoden

2.1. Anzucht	
  von	
  Escherichia	
  coli

E.-­‐coli-­‐Zellen wurden bei 37°C, schüttelnd mit ca. 200 rpm, in LB-­‐Flüssigmedium

herangezogen. Die Inkubation mit E. coli beimpften Agarplatten erfolgte über Nacht bei

ebenfalls 37°C. Plasmid-­‐tragende E.-­‐coli-­‐Stämme wurden sowohl in Flüssigmedium, als

auch	
  auf	
  Agarplatten	
  unter	
  Selektionsdruck	
  mit	
  100	
  μg/ml	
  Ampicillin	
  kultiviert.

2.2. Anzucht	
  von	
  Candida-­‐Stämmen

Candida-­‐Zellen wurden standardmäßig in YPD-­‐Medium oder auf YPD-­‐Agarplatten bei

30°C angezüchtet. Die Selektion von Transformanten geschah auf Nourseothricin-­‐

haltigen YPD-­‐Agarplatten (200 μg/ml). Zum Recyceln des SAT1-­‐Flippers wurden die

entsprechenden Candida-­‐Zellen, je nach Art des induzierbaren Promotors, in YPM-­‐

Medium (MAL2-­‐Promotor) oder in YCB-­‐BSA-­‐Medium (SAP2-­‐Promotor) kultiviert.

Flüssigkulturen wurden standardmäßig über Nacht bei 30°C und ca. 220 rpm

herangezüchtet. Die Bebrütung der Agarplatten erfolgte je nach Medienart für zwei Tage

(Vollmedium)	
  oder	
  für	
  drei	
  Tage	
  und	
  mehr	
  (Minimalmedium)	
  bei	
  30°C.

2.3. Plasmidherstellung	
  

Im Folgenden werden die in dieser Arbeit angewendeten Techniken zur

Plasmidherstellung am Beispiel der Herstellung der Plasmidbibliothek mit den

künstlich aktivierten Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren von C. albicans erläutert. Des

Weiteren sind in diesem Kapitel alle in der vorliegenden Arbeit hergestellten bzw.
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verwendeten Plasmide tabellarisch aufgelistet. Im Anschluss daran be5indet sich eine

Tabelle	
  mit	
  verwendeten	
  Oligonukleotiden.

2.3.1.Herstellung der Plasmidbibliothek mit den arti;iziell aktivierten
Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren

Die zur Ampli5izierung der Gene der Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren von C. albicans

gewählten Primer bestehen aus 20-­‐25 Basenpaaren. Vorwärtsprimer beginnen mit dem

Startcodon und einer davor angefügten Sequenz der XhoI bzw. SalI-­‐Schnittstelle. Die

reversen Primer bestehen aus den letzten 20-­‐25 Basenpaaren der entsprechenden

Gene, unter Ausschluss des Stoppcodons (Übersicht: siehe Tabelle 2). An diese wurde

die Sequenz der KasI-­‐site angefügt. Die Ampli5izierung der Zink-­‐Cluster-­‐

Transkriptionsfaktorgene erfolgte mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) mit der

Phusion-­‐DNA-­‐Polymerase (Invitrogen oder New England Biolabs: NEB) nach

Herstellerangaben. Als Template diente chromosomale DNA vom C.-­‐albicans-­‐

Wildtypstamm SC5314 (0,1-­‐1 μg). Die Annealing-­‐Temperaturen wurden entsprechend

den Herstellerangaben der verschiedenen Oligonukleotide angepasst. Die Aufreinigung

der PCR-­‐Produkte erfolgte mit PCR Puri5ikation Kits der Firmen Qiagen, Fermentas oder

Machery und Nagel entsprechend ihrer Angaben. Im Anschluss daran wurden die PCR-­‐

Produkte unter Verwendung der spezi5ischen Restriktionsendonukleasen der Firma

NEB gespalten. Dies geschah laut Herstellerangaben. Als Plasmid-­‐Rückgrat bzw. Vektor

diente der pBluescript KSII+ (Stratagene, Heidelberg, Deutschland). Dieser Vektor

enthielt die in Abbildung 1 schematisch dargestellte Expressionskassette. Da diese

Kassette später in den ADH1-­‐Lokus von C. albicans integriert werden sollte, wurde sie

mit Sequenzen des entsprechenden Promotors und der kodierenden Region 5lankiert.

Außerdem enthält diese Expressionskassette Sequenzen der HA-­‐markierten GAL4-­‐

Aktivierungsdomäne (AD; Aminosäure (AS) 767 bis 881; die letzten 115 AS) von

S. cerevisiae und Sequenzen des ACT1-­‐Terminators, der die sichere Termination der

Transkription gewährleisten sollte. Der caSAT1-­‐Marker, ebenfalls Bestandteil der

Kassette wurde zur späteren Selektion positiver C.-­‐albicans-­‐Transformanten integriert.

Er verleiht Resistenz gegen das Antibiotikum Nourseothricin. Dieser Expressionsvektor

wurde mit den Restriktionsendonukleasen XhoI und KasI gespalten und so für die

2.	
  Material	
  und	
  Methoden
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anschließende Ligation, mit den ebenfalls XhoI und KasI gespaltenen PCR-­‐Produkten,

vorbereitet. Diese wurden zuvor, ebenso wie der verdaute Vektor, über ein Agarosegel

sorgfältig aufgetrennt (über Nacht bei ca. 38 V) und darauffolgend mit dem Geneclean-­‐

Kit	
  von	
  MP	
  Biomedicals	
  nach	
  Herstellerangaben	
  aus	
  dem	
  Gel	
  aufgereinigt.

ApaI%KpnI%

PADH1%

XhoI% SacII% SacI%

ADH1%

KasI%

ZCF(GAL4AD03xHA% TACT1% caSAT1%

Abb.	
  1: Expressionskassette zur künstlichen Aktivierung der Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren.
Die PCR-­‐ampli5izierten Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren (ZCF; rot) wurden zwischen die XhoI-­‐ und
KasI-­‐site kloniert und mit der caGAL4-­‐AD (orange) und einem 3x HA-­‐Epitop (blau) fusioniert.
Flankierende Sequenzen des ADH1-­‐Gens ermöglichten die Integration der Kassette in den ADH1-­‐Lokus
(PADH1: ADH1-­‐Promotor; ADH1: Sequenzen der kodierenden Region von ADH1). Der Actin-­‐Terminator
(TACT1) sichert die Termination der Transkription und der caSAT1-­‐Marker (grün) erlaubt die Selektion
Nourseothricin-­‐resistenter C.-­‐albicans-­‐Transformanten. Flankierenden Restriktionsschnittstellen ermög-­‐
lichen die Exzision der Kassette aus dem Vektor. Die Kassette be5indet sich in dermultiple-­‐cloning-­‐site des
pBluescript	
  KSII+.

Als Nächstes erfolgte die Ligation des Vektors mit den PCR-­‐Produkten mittels der T4-­‐

Ligase von NEB, über Nacht bei ca. 12°C, im Wasserbad. Mengenangaben wurden

entsprechend den Herstellerhinweisen berechnet und eingesetzt (Gesamtvolumen 20

μl). Am darauffolgenden Tag wurden 10-­‐15 μl des Ligationsansatzes in den K12 Stamm

Escherichia coli (DH5α) transformiert. Dieser wurde zuvor mittels Calciumchlorid-­‐

Methode kompetent gemacht, mit Glycerin versetzt und bei -­‐80°C gelagert. Die

Transformation erfolgte per Hitzeschock bei 42°C für 90 s. Nach kurzem Abkühlen der

Bakterien auf Eis wurden diese für ca. 1 h bei 37°C in LB-­‐Medium geschüttelt. Die

Selektion der Bakterienkolonien erfolgte auf Ampicillin-­‐haltigen LB-­‐Agarplatten, über

Nacht bei 37°C. Am nächsten Tag wurden die Bakterienklone geerntet und angezüchtet,

um eine geeignete Menge zur Plasmidpräparation zu erhalten. Dies geschah mit

Plasmid-­‐Miniprep-­‐Kits der Firmen Qiagen, Fermentas oder Machery und Nagel

entsprechend ihrer Angaben. Zur Überprüfung, ob das isolierte Plasmid die

gewünschten Sequenzen enthält, wurden Restriktionsendonukleasen so gewählt, dass

eine Unterscheidung zum Ausgangsplasmid zweifellos möglich war. Meist wurden

hierzu ebenfalls XhoI und KasI gewählt. Der Kontrollverdau wurde anschließend mittels

Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Entsprach das Bandenmuster den Erwartungen,

wurde das entsprechende Plasmid zum Sequenzieren an die Firma SeqLab (Sequence

2.3.	
  Plasmidherstellung
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Laboratories, Göttingen, Deutschland) geschickt. Nach Überprüfung der Sequenzdaten

und bei deren Richtigkeit wurden die DH5α-­‐Zellen, welche das gewünschte Plasmid

enthielten,	
  mit	
  Glycerin	
  versehen	
  und	
  bei	
  -­‐80°C	
  konserviert.

Die Herstellung aller Plasmide in dieser Arbeit erfolgte nach diesem Prinzip. Als Vektor

wurden immer Derivate des pBluescript KSII+ verwendet, die sich jedoch hinsichtlich

bestimmter, integrierter Sequenzbereiche unterschieden. Zur Konstruktion von Knock-­‐

out-­‐(KO-­‐)Plasmiden wurden upstream-­‐ und downstream-­‐Regionen der zu deletierenden

Gene ampli5iziert. Hierfür verwendete Primer (Tabelle 2) enthielten verschiedene

Restriktionsschnittstellen (upstream-­‐Fragment: SacI und SacII; downstream-­‐Fragment:

XhoI und ApaI oder vice versa). Die entsprechend gespaltenen PCR-­‐Produkte wurden

meist nacheinander in einen Vektor kloniert, der eine SAT1-­‐Flipper-­‐Kassette enthielt

(detaillierte Informationen siehe Abschnitt 1.7.). Abbildung 2 zeigt eine Plasmidkarte

eines solchen KO-­‐Plasmids, am Beispiel von pZCF34M1. Für die Überexpression

bestimmter Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren wurden Expressionskassetten

konstruiert, die den gesamten ORF dieser Gene enthielten (siehe Abbildung 3). Der

Actin-­‐Terminator diente auch hier wieder zur Gewährleistung der

Transkriptionstermination. Zur späteren Selektion positiver C.-­‐albicans-­‐Transformanten

wurde ebenfalls der caSAT1-­‐Marker integriert. Die 5lankierenden Sequenzen des ADH1-­‐

Gens ermöglichten die Integration der Expressionskassette in den ADH1-­‐Lokus von

C. albicans. Zur Konstruktion von Reporterstämmen wurde ebenfalls der SAT1-­‐Flipper

verwendet. Hierbei erfolgte aber eine Fusion der Promotorsequenz des Reportergens

mit dem caGFP. Abbildung 4 zeigt ein solches Reporterkonstrukt, am Beispiel des so

hergestellten	
  CDR1-­‐Reporter-­‐Plasmids.

2.	
  Material	
  und	
  Methoden

24



Abb.	
  2: Deletionskassette für ZCF34 (MRR2). Upstream-­‐ und downstream-­‐Sequenzen von ZCF34 (rot)
5lankieren den SAT1-­‐Flipper, bestehend aus dem caSAT1-­‐Marker (grün), der caFLP-­‐Rekombinase (gelb),
hier unter der Kontrolle des induzierbaren SAP2-­‐Promotors, 5lankiert von den FRT-­‐sites. Relevante
Restriktionsschnittstellen sind eingezeichnet. Die Kassette be5indet sich in der multiple-­‐cloning-­‐site des
pBluescript	
  KSII+.

Abb.	
  3: Expressionskassette zur Überexpression der Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren. Der
gesamte ORF der Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren (ZCF; rot) wurde ampli5iziert und zwischen die
XhoI-­‐ und BglII-­‐site kloniert. Der Actin-­‐Terminator sichert das korrekte Ende der Transkription. Der
caSAT1-­‐Marker (grün) erlaubt die spätere Selektion Nourseothricin-­‐resistenter C.-­‐albicans-­‐
Transformanten. Flankierende ADH1-­‐Sequenzen ermöglichen die Integration der Kassette in den ADH1-­‐
Lokus von C. albicans. Relevante Restriktionsschnittstellen sind eingezeichnet. Die Kassette be5indet sich
in	
  der	
  multiple-­‐cloning-­‐site	
  des	
  pBluescript	
  KSII+.

Abb.	
  4: CDR1-­‐GFP-­‐Reporter-­‐Kassette. Die Promotorregion von CDR1 (violett) wurde mit dem caGFP
(hellgrün) fusioniert. Der SAT1-­‐Flipper mit dem induzierbaren SAP2-­‐Promotor ermöglicht die spätere
Selektion positiver C.-­‐albicans-­‐Transformanten und das Recyceln des dominanten Selektionsmarkers.
Downstream-­‐Regionen von CDR1 (violett) be5inden sich am Ende der Kassette und gewährleisten die
Integration der Kassette in den CDR1-­‐Lokus von C. albicans. Relevante Restriktionsschnittstellen sind
eingezeichnet.	
  Die	
  Kassette	
  be5indet	
  sich	
  in	
  der	
  multiple-­‐cloning-­‐site	
  des	
  pBluescript	
  KSII+.

3’ZCF34#

XhoI# ApaI#

FRT#

SacI#

5’ZCF34#

SacII#

caSAT1#FRT# TACT1# caFLP# induzierbarer#PSAP2#

SAT10Flipper6

SacII% SacI%

%%%ADH1%

ApaI%KpnI%

PADH1%

XhoI% (BglII)%

ZCF% TACT1% caSAT1%

3’CDR1#

SacII# SacI#

FRT#caSAT1#TACT1#

SAT1+Flipper1

PCDR1#

ApaI#

caFLP#induzierbarer#PSAP2#

XhoI#

FRT#caGFP# TTEF3#
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2.3.2.Plasmide

Die in der vorliegenden Arbeit erzeugten bzw. verwendeten Plasmide, sowie deren

einzelne	
  Bestandteile,	
  sind	
  in	
  Tabelle	
  1	
  aufgelistet.

Tab.	
  1: In	
  dieser	
  Arbeit	
  hergestellte	
  und	
  verwendete	
  Plasmide

Plasmid Beschreibung Referenz

ZCF-­‐Plasmid-­‐Bibliothek

pZCF-­‐GAD1 enthält	
  Expressionskassette	
  mit	
  arti5iziell	
  aktivierten	
  Zink-­‐
Cluster	
  Transkriptionsfaktoren	
  von	
  C.	
  albicans

diese	
  Arbeit

KO-­‐Plasmide

pALS1M1 enthält	
  Deletionskassette	
  für	
  ALS1 diese	
  Arbeit

pAOX2M1 enthält	
  Deletionskassette	
  für	
  AOX2 diese	
  Arbeit

pCDR1M2 enthält	
  Deletionskassette	
  für	
  CDR1 diese	
  Arbeit

pCTA4M1 enthält	
  Deletionskassette	
  für	
  CTA4 diese	
  Arbeit

pGST2M1 enthält	
  Deletionskassette	
  für	
  GST2 diese	
  Arbeit

pPDR16M1 enthält	
  Deletionskassette	
  für	
  PDR16 diese	
  Arbeit

pSOD3M1 enthält	
  Deletionskassette	
  für	
  SOD3 diese	
  Arbeit

pSTB5M1 enthält	
  Deletionskassette	
  für	
  STB5 diese	
  Arbeit

pTAC1M1 enthält	
  Deletionskassette	
  für	
  TAC1 diese	
  Arbeit

pZCF34M1 enthält	
  Deletionskassette	
  für	
  ZCF34	
  (MRR2) diese	
  Arbeit

pZNC1M1 enthält	
  Deletionskassette	
  für	
  ZNC1 diese	
  Arbeit

p344M1 enthält	
  Deletionskassette	
  für	
  orf19.344 diese	
  Arbeit

p5777M1 enthält	
  Deletionskassette	
  für	
  orf19.5777 diese	
  Arbeit

p7042M1 enthält	
  Deletionskassette	
  für	
  orf19.7042 diese	
  Arbeit

Überexpressionsplasmide

pCTA4E1 enthält	
  wildtypisches	
  CTA4	
  unter	
  der	
  Kontrolle	
  von	
  PADH1 diese	
  Arbeit

pSTB5E1 enthält	
  wildtypisches	
  STB5	
  unter	
  der	
  Kontrolle	
  von	
  PADH1 diese	
  Arbeit

pTAC1E2 enthält	
  wildtypisches	
  TAC1	
  unter	
  der	
  Kontrolle	
  von	
  PADH1 diese	
  Arbeit

pUPC2E2 enthält	
  wildtypisches	
  UPC2	
  unter	
  der	
  Kontrolle	
  von	
  PADH1 diese	
  Arbeit

pZCF34E1 enthält	
  wildtypisches	
  ZCF34	
  (MRR2)	
  unter	
  der	
  Kontrolle	
  von
PADH1

diese	
  Arbeit
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Plasmid Beschreibung Referenz

Überexpressionsplasmide

pZCF36E2 enthält	
  wildtypisches	
  MRR1	
  unter	
  der	
  Kontrolle	
  von	
  PADH1 [Schubert	
  et	
  al.,	
  2008]

pZNC1E1 enthält	
  wildtypisches	
  ZNC1	
  unter	
  der	
  Kontrolle	
  von	
  PADH1 diese	
  Arbeit

weitere	
  Plasmide

pCDR1G2 enthält	
  PCDR1-­‐caGFP-­‐Reporterfusion	
  und	
  die	
  SAT1-­‐Flipper-­‐
Kassette	
  mit	
  PSAP2

diese	
  Arbeit

pCDR2G5 enthält	
  PCDR2-­‐caGFP-­‐Reporterfusion	
  und	
  die	
  SAT1-­‐Flipper-­‐
Kassette	
  mit	
  PSAP2

AG	
  Morschhäuser

pTAC1DBH1 enthält	
  DBD	
  von	
  TAC1	
  fusioniert	
  mit	
  der	
  GAL4-­‐AD	
  von	
  
S.	
  cerevisiae	
  und	
  3	
  Kopien	
  des	
  HA-­‐Epitops
unter	
  der	
  Kontrolle	
  von	
  PADH1

AG	
  Morschhäuser

pUPC2DBH1 enthält	
  DBD	
  von	
  UPC2	
  fusioniert	
  mit	
  der	
  GAL4-­‐AD	
  von
S.	
  cerevisiae	
  und	
  3	
  Kopien	
  des	
  HA-­‐Epitops
unter	
  der	
  Kontrolle	
  von	
  PADH1

AG	
  Morschhäuser

pZCF36DBH2 enthält	
  DBD	
  von	
  MRR1	
  fusioniert	
  mit	
  der	
  GAL4-­‐AD	
  von
S.	
  cerevisiae	
  und	
  3	
  Kopien	
  des	
  HA-­‐Epitops
unter	
  der	
  Kontrolle	
  von	
  PADH1

AG	
  Morschhäuser

pZCF36EH2 enthält	
  wildtypisches	
  MRR1	
  unter	
  der	
  Kontrolle	
  von	
  PADH1
fusioniert	
  mit	
  3	
  Kopien	
  des	
  HA-­‐Epitops

[Schubert	
  et	
  al.,	
  
2011b]

2.3.3.Oligonukleotide

Zur Ampli5izierung bestimmter Gensequenzen wurden die in Tabelle 2 aufgelisteten

Oligonukleotide über die Firma Euro5ins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland)

bezogen. Eingefügte Restriktionsschnittstellen sind mit dickgedruckten Buchstaben

hervorgehoben.	
  Startcodons	
  sind	
  unterstrichen.

Tab.	
  2: In	
  dieser	
  Arbeit	
  verwendete	
  Oligonukleotide.

Primer Sequenz	
  5'	
  ―>	
  3' Verwendung

Primer	
  zur	
  Herstellung	
  der	
  Plasmid-­‐Bibliothek	
  mit	
  den	
  arti5iziell	
  aktivierten	
  ZCFs

ARG81-­‐1 ATATGTCGACAATGTCATCACCATCTATACTATC
pARG81-­‐GAD1

ARG81AR1 ATATGGCGCCTGCTAACATTAAATTCATTTCCC

ARG83AF1 ATATCTCGAGAATGGCAAGGAGAAAAGGTCG
pARG83-­‐GAD1

ARG83AR1 ATATGGCGCCTCCTAAATTTAACACAATTCC

2.3.	
  Plasmidherstellung
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Primer Sequenz	
  5'	
  ―>	
  3' Verwendung

Primer	
  zur	
  Herstellung	
  der	
  Plasmid-­‐Bibliothek	
  mit	
  den	
  arti5iziell	
  aktivierten	
  ZCFs

ARO80AF1 ATATCTCGAGAATGTCAATTGTCGAACCAGAAG
pARO80-­‐GAD1

ARO80AR1 ATATGGCGCCATTCAAAAAACTCCACAAGTC

ASG1AF1 ATATCTCGAGAATGCCTAAAAGGGAAATTGAAG
pASG1-­‐GAD1

ASG1AR1 ATATGGCGCCAAATGGATCTAAATATTCTAATCC

CAT8AF1 ATATCTCGAGAATGTCGATAAAGTTAGAACAACAG
pCAT8-­‐GAD1

CAT8AR1 ATATGGCGCCTTTCCAGAAATGACTATCATTATGT

CTA4AF1 ATATCTCGAGAATGACATCTGAACATAAAGTATC
pCTA4-­‐GAD1

CTA4AR1 ATATGGCGCCTCCATAAAAATATCCATCATCC

CTA7AF1 ATATCTCGAGAATGGGTACAGCAAGAGAACATC
pCTA7-­‐GAD1

CTA7AR1 ATATGGCGCCAAAATCAATGTTGAAGTCTGTCC

CTF1-­‐1 ATATCTCGAGAATGACTGATCAAACTAAAATTAAACTGG
pCTF1-­‐GAD1

CTF1AR1 ATATGGCGCCATTCATCATATGAAATAATGAATG

CWT1AF1 ATATCTCGAGAATGTCTACCATGAGTACTCAAAA
pCWT1-­‐GAD1

CWT1AR1 ATATGGCGCCAGGATCAATGGGGATAAAATTACC

CZF1AF1 ATATCTCGAGAATGAGTTCAATACCCAATATCAA
pCZF1-­‐GAD1

CZF1AR1 ATATGGCGCCTTTACTTCTGTATTCAACAATACC

DAL81AF1 ATATCTCGAGAATGGATAATCAATCACCAAATTTT
pDAL81-­‐GAD1

DAL81AR1 ATATGGCGCCTTTGGTTAGTTCGGGTGATTTTAC

FCR1AF1 ATATCTCGAGAATGTCTGACGATCATTCAATCC
pFCR1-­‐GAD1

FCR1AR1 ATATGGCGCCAATATTGAAGAAAGGATCCAATG

FGR17AF1 ATATGTCGACAATGCTGTCAAAATCTAGATCTTAC
pFGR17-­‐GAD1

FGR17AR1 ATATGGCGCCTAACATATCAAGTATGCCTTCTTCT

FGR27AF1 ATATCTCGAGAATGTCAGCTCCTATAGTTGAAACC
pFGR27-­‐GAD1

FGR27AR1 ATATGGCGCCCAATTTGTCACCGAAAAACAAATTA

GAL4AF1 ATATCTCGAGAATGTCTGAAACTAATGAAATCAAA
pGAL4-­‐GAD1

GAL4AR1 ATATGGCGCCAACGTTAACAGTTTCATCGACC

HAL9-­‐1 ATATCTCGAGAATGGATCCTGCTTATGATATACAATC
pHAL9-­‐GAD1

HAL9AR1 ATATGGCGCCGTTATAAAATATATCAGGAAAGTTC

LEU3-­‐1 ATATCTCGAGAATGAATAATAACGTCGCAAGTAGCC
pLEU3-­‐GAD1

LEU3AR1 ATATGGCGCCACTTGTGTGAAAACCAAAATCGTTG

LYS14AF1 ATATCTCGAGAATGTCACAATCACCATCTTCTTTA
pLYS14-­‐GAD1

LYS14AR1 ATATGGCGCCGTATATCAATGTATCATCATTTTCA

LYS142AF1 ATATCTCGAGAATGTCTACTTCCAAGAGAGCTTAT
pLYS142-­‐GAD1

LYS142AR1 ATATGGCGCCGTAGGCAACATTATCGATATGAATT

LYS143AF1 ATATCTCGAGAATGGCGTCAAATATTTCACAAGAT
pLYS143-­‐GAD1

LYS143AR1 ATATGGCGCCGTATGATAACAAATCCTCGTTCTC

LYS144AF1 ATATCTCGAGAATGGGTTCATCTAGCCCAAACC
pLYS144-­‐GAD1

LYS144AR1 ATATGGCGCCTGAAAATGGTATAATTTCCGAATC

2.	
  Material	
  und	
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Primer Sequenz	
  5'	
  ―>	
  3' Verwendung

Primer	
  zur	
  Herstellung	
  der	
  Plasmid-­‐Bibliothek	
  mit	
  den	
  arti5iziell	
  aktivierten	
  ZCFs

ZCF36-­‐21 TCTAACTCGAGAAAAATGTCAATTGCCACCACCC
pMRR1-­‐GAD1

MRR1AR1 AATCGGCGCCATTGGTAAAAAGTTGATCAAATGG

PPR1AF1 ATATGTCGACAATGTCTGAATCACCATCACAACC
pPPR1-­‐GAD1

PPR1AR1 ATATGGCGCCTTGTTTGTTGGCAAAAAATTCATCC

PUT3AF1 ATATCTCGAGAATGGATTCACAAGAGCCTTCGG
pPUT3-­‐GAD1

PUT3AR1 ATATGGCGCCAGATTGATCCATGAAATCTTGAAAT

RGT1AF1 ATATCTCGAGAATGACAACAACAACAATAGCCAAT
pRGT1-­‐GAD1

RGT1AR1 ATATGGCGCCTATCCAACCGTCTTTAAAATCTTGA

SEF1AF1 ATATCTCGAGAATGAAGTTTGAAAAAGGTAAAGTG
pSEF1-­‐GAD1

SEF1AR1 ATATGGCGCCTTTCTCTTGCATCATATTAACATC

SEF2AF1 ATATCTCGAGAATGACCACTATACCAGTTAAGAA
pSEF2-­‐GAD1

SEF2AR1 ATATGGCGCCGAATATAGATTCATTAGATTTCAAA

STB5AF1 ATATCTCGAGAATGAGACCAATAGACTCCATAGTT
pSTB5-­‐GAD1

STB5AR1 ATATGGCGCCAAAATTGTACATGAAATCAGTATCG

SUC1-­‐1 ATATGTCGACAATGTCCAAAGGTAAAAGAGCACC
pSUC1-­‐GAD1

SUC1AR1 ATATGGCGCCTTTTTGATAATCTGGTATGTAACTG

TAC1-­‐9B TCTCCTCGAGAATGGACACTTCACTGTCACTGG
pTAC1-­‐GAD1

TAC1AR1 TTAAGGCGCCAATCCCCAAATTATTGTCAAAG

TEA1AF1 ATATCTCGAGAATGTCAATCAATTCATCAACTTC
pTEA1-­‐GAD1

TEA1AR1 ATATGGCGCCATTTTTCGAATTAAATATATAATCA

UGA3AF1 ATATCTCGAGAATGATAGTAACATTTAATTCAAGA
pUGA3-­‐GAD1

UGA3AR1 ATATGGCGCCTGCAAAATTTATATCCCAACCC

UGA32AF1 ATATCTCGAGAATGTTCTACGTATTCGATTTAAC
pUGA32-­‐GAD1

UGA32AR1 ATATGGCGCCGCAAAATGAGATGTTCCAATTG

UGA33AF1 ATATCTCGAGAATGTCCTCACAATCCCCAAGAT
pUGA33-­‐GAD1

UGA33AR1 ATATGGCGCCAATCATGGATATTTTCCAATTGAAA

UME6AF1 ATATCTCGAGAATGATTACCCATATGGTTACAC
pUME6-­‐GAD1

UME6AR1 ATATGGCGCCATCATTGGTTATATCATTACTTGAT

UME7AF1 ATATCTCGAGAATGGTATTTTCGATATACGGGTC
pUME7-­‐GAD1

UME7AR1 ATATGGCGCCTTGAGTATTACTAGTTCTCAATCC

UPC2-­‐1 ATATCTCGAGAATGATGATGACAGTGAAACAAGAATC
pUPC2-­‐GAD1

UPC2AR1 TAGTGGCGCCTTTCATATTCATAAACCCATTATC

WAR1-­‐1 ATATCTCGAGAATGTCGGATACTACACCCGAAAAACG
pWAR1-­‐GAD1

WAR1AR1 ATATGGCGCCATTGTTCATGAAGAAAACTTCATCA

WOR2AF1 ATATCTCGAGAATGACACAATTACCTTCTGTTTC
pWOR2-­‐GAD1

WOR2AR1 ATATGGCGCCTTTAAGTAAATCAGCCACTGAAAC

ZCF1-­‐1 ATATCTCGAGAATGAGTTCCGCGTTACTTCCAATTTC
pZCF1-­‐GAD1

ZCF1AR1 ATATGGCGCCATAGTTGTAAAAATTGCCAATTGAA

2.3.	
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Primer Sequenz	
  5'	
  ―>	
  3' Verwendung

Primer	
  zur	
  Herstellung	
  der	
  Plasmid-­‐Bibliothek	
  mit	
  den	
  arti5iziell	
  aktivierten	
  ZCFs

ZCF2AF1 ATATGTCGACAATGCTGGAAAAAATTAAGAGAGAA
pZCF2-­‐GAD1

ZCF2AR1 ATATGGCGCCTAAAGTGGAAGGAAAAGGATCAA

ZCF3AF1 ATATCTCGAGAATGGAGTTGAGTTATAGATCG
pZCF3-­‐GAD1

ZCF3AR1 ATATGGCGCCTACTGACCTCACATTACTGTC

ZCF4AF1 ATATCTCGAGAATGAAACTATCTACTGTTGGG
pZCF4-­‐GAD1

ZCF4AR1 ATATGGCGCCTGGTGAATTATTCAGTTGATCAT

ZCF5AF1 ATATCTCGAGAATGGAACTTGAAGCTAGTGAC
pZCF5-­‐GAD1

ZCF5AR1 ATATGGCGCCTTTACTCTCTATATATTTAATCAAT

ZCF6AF1 ATATCTCGAGAATGAGTCAAGATCAAACCCCAC
pZCF6-­‐GAD1

ZCF6AR1 ATATGGCGCCTACACATAATTGTTTTGAATTGGC

ZCF7AF1 ATATCTCGAGAATGAATAACCATAACTTTATTTTT
pZCF7-­‐GAD1

ZCF7AR1 ATATGGCGCCTGGGCCCTGTTTAAGGGGAATTAC

ZCF8AF1 ATATCTCGAGAATGGAAAGTAATCTATCTAATACT
pZCF8-­‐GAD1

ZCF8AR1 ATATGGCGCCTTCAAAGATATTTGGTTCAACACAA

ZCF9AF1 ATATGTCGACAATGCCTCTCGATAATACTATCC
pZCF9-­‐GAD1

ZCF9AR1 ATATGGCGCCCCCGAGTAGCACCTCCCATC

ZCF10AF1 ATATCTCGAGAATGCTGGAATCAGAGGACCC
pZCF10-­‐GAD1

ZCF10AR1 ATATGGCGCCCTTTACGTTCGGATTATGGTTAT

ZCF11AF1 ATATCTCGAGAATGAAGATTAAACAGGAAAACATA
pZCF11-­‐GAD1

ZCF11AR1 ATATGGCGCCTAGTATTGGTAAAAAGTTCCCC

ZCF12-­‐1 ATATCTCGAGAATGGGAGACTCGCCTCCATTAACGG
pZCF12-­‐GAD1

ZCF12AR1 ATATGGCGCCTTGCCTGGGATCAAAATCATTGATT

ZCF13AF1 ATATCTCGAGAATGGATAAGACAAATAGTCCAGG
pZCF13-­‐GAD1

ZCF13AR1 ATATGGCGCCTAGAAGATCATTGAAATCACCATAA

ZCF14AF1 ATATCTCGAGAATGCCAATAACAAAAAACAACAAC
pZCF14-­‐GAD1

ZCF14AR1 ATATGGCGCCTTTTTTCAATTGTGCCAATATTGAC

ZCF15-­‐1 ATATCTCGAGAATGGATGCCGATTTAGAGAAAAGAAC
pZCF15-­‐GAD1

ZCF15AR1 ATATGGCGCCATTGGGTTTCACATCATATAAAATA

ZCF16AF1 ATATCTCGAGAATGTCAAAGAAAAATAAAAAATCT
pZCF16-­‐GAD1

ZCF16AR1 ATATGGCGCCATATTGGGGACTTTGAGATGAAG

ZCF17AF1 ATATGTCGACAATGACGAAAACTACAGTCCAAAG
pZCF17-­‐GAD1

ZCF17AR1 ATATGGCGCCTCTATTCAGCGAAAACAAGCTATC

ZCF18AF1 ATATCTCGAGAATGTCAGTACCACTCACCAAAG
pZCF18-­‐GAD1

ZCF18AR1 ATATGGCGCCGCAGTTCAGGTTCTGACCAAC

ZCF19-­‐1 ATATCTCGAGAATGGTTTCAATACCACCTGATACAAC
pZCF19-­‐GAD1

ZCF19AR1 ATATGGCGCCTATAAAATTTTCTTTTAAACAAGTT

ZCF20AF1 ATATCTCGAGAATGGGTCCTATAGCTGTAAAAATG
pZCF20-­‐GAD1

ZCF20AR1 ATATGGCGCCTCCTTGAAAGTAGTTTTCTATATTT
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Primer Sequenz	
  5'	
  ―>	
  3' Verwendung

Primer	
  zur	
  Herstellung	
  der	
  Plasmid-­‐Bibliothek	
  mit	
  den	
  arti5iziell	
  aktivierten	
  ZCFs

ZCF21AF1 ATATCTCGAGAATGATGGATATTTATCAGAAGGC
pZCF21-­‐GAD1

ZCF21AR1 ATATGGCGCCAGTGATCAATTTGGAAATGGTAG

ZCF22AF1 ATATCTCGAGAATGAATTCAGAAATATCAACGAAT
pZCF22-­‐GAD1

ZCF22AR1 ATATGGCGCCAAAGGCGACACTTTCGAGGATT

ZCF23AF1 ATATCTCGAGAATGACTAAAAAGTTAACTCCAC
pZCF23-­‐GAD1

ZCF23AR1 ATATGGCGCCTACAATTGGCAAGAATTGGCC

ZCF24AF1 ATATCTCGAGAATGCCAATGAGAAATAGAAAAATC
pZCF24-­‐GAD1

ZCF24AR1 ATATGGCGCCTATATCCAGCCATTTCTGGAGATT

ZCF25AF1 ATATCTCGAGAATGGATATAGAAACCACTAAAGA
pZCF25-­‐GAD1

ZCF25AR1 ATATGGCGCCTTGCCCTGAATCACTTCTTCC

ZCF26-­‐1 ATATCTCGAGAATGGATGTTGATTTAGATAAACG
pZCF26-­‐GAD1

ZCF26AR1 ATATGGCGCCTTTGGTGTTATATAATATATCGTTC

ZCF27-­‐1 ATATGTCGACAATGAGTACACCGGTGAAAAATGATTC
pZCF27-­‐GAD1

ZCF27AR1 ATATGGCGCCTTGTGTTTGAGTTGAAAACTGTTGT

ZCF28AF1 ATATCTCGAGAATGAATCAAGATTCAACGACTTTG
pZCF28-­‐GAD1

ZCF28AR1 ATATGGCGCCATTTATTCCTTCACGACCAAATCG

ZCF29AF1 ATATGTCGACAATGGGTCAAAAAAGGAACAGAATT
pZCF29-­‐GAD1

ZCF29AR1 ATATGGCGCCGGAAAAATCTTTGAACAACTCATC

ZCF30AF1 ATATCTCGAGAATGCCACCAAAGGAGGACAAAAAG
pZCF30-­‐GAD1

ZCF30AR1 ATATGGCGCCAGGATGCCCATGGTTTGACCCTG

ZCF31-­‐1 ATATCTCGAGAATGTTTATCTCACATATGTCTGCGCC
pZCF31-­‐GAD1

ZCF31AR1 ATATGGCGCCTTCCGGTTTTATTTTTGTAAAGTTT

ZCF32AF1 ATATCTCGAGAATGGAGGAAAAGAAGAAAATCCG
pZCF32-­‐GAD1

ZCF32AR1 ATATGGCGCCCAACAATGTTAGATCAACACCAAT

ZCF34-­‐1 ATATCTCGAGAATGACCAAACGTGATCGTACAATC
pZCF34-­‐GAD1

ZCF34AR1 ATATGGCGCCCGAGATTTTGAGGAAATCCCAATAA

ZCF35AF1 ATATCTCGAGAATGAATAATACTACCTCATCAGCG
pZCF35-­‐GAD1

ZCF35AR1 ATATGGCGCCTTGATTAAAGAATTTGTCTAGAGGC

ZCF37AF1 ATATCTCGAGAATGGCAAAGAAGAAACTAAATTCA
pZCF37-­‐GAD1

ZCF37AR1 ATATGGCGCCATCACTTACTGGGTGAATGTAGC

ZCF38-­‐1 ATATGTCGACAATGTCAAATTCAACAACTACACC
pZCF38-­‐GAD1

ZCF38AR1 ATATGGCGCCTATGTTCATAGCATCATTCCAGT

ZCF39AF1 ATATCTCGAGAATGTCTACCGATACAACTGCAA
pZCF39-­‐GAD1

ZCF39AR1 ATATGGCGCCTGAAAATCTATTAAAATCGGTACTT

ZNC1AF1 ATATCTCGAGAATGCTGGATGTTAATGATACAC
pZNC1-­‐GAD1

ZNC1AR1 ATATGGCGCCTATATTTTGCTCATTAAATCCTAAA

1604AF1 ATATCTCGAGAATGAAAGAAAGGAAAACCAGAAGA
p1604-­‐GAD1

1604AR1 ATATGGCGCCAACACATTTTGCTATTTCCTTTTGT

2.3.	
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Primer Sequenz	
  5'	
  ―>	
  3' Verwendung

Primer	
  zur	
  Herstellung	
  der	
  Plasmid-­‐Bibliothek	
  mit	
  den	
  arti5iziell	
  aktivierten	
  ZCFs

2230AF1 ATATCTCGAGAATGTCACGACATCAATATGATTTA
p2230-­‐GAD1

2230AR1 ATATGGCGCCAAATCCTTGTAGACTTGATTTATTA

4998AF1 ATATGTCGACAATGACACCAAGTTCAACTAAAAAA
p4998-­‐GAD1

4998AR1 ATATGGCGCCTAAACGAAATCCTTCTGTATCAAAA

6781AF1 ATATCTCGAGAATGTCTAAAAGAAGAACGGTGAAA
p6781-­‐GAD1

6781AR1 ATATGGCGCCATTAACATCTAGTTCAGGAAATTCT

6888AF1 ATATCTCGAGAATGGCAGCCAAGAAGGGACGC
p6888-­‐GAD1

6888AR1 ATATGGCGCCTATGCATTGTAGTAAAGTGTTGG

Primer	
  zur	
  Herstellung	
  weiterer	
  Plasmide	
  und	
  PCR-­‐Sonden

ADH1.term.1 AAGGTGCTGAACCAAACTGTGGTGA Herstellung	
  der
5'ADH1-­‐SondeADH1.term.2 GACAATCTTGATTGGGCATTTGATC

prom.adh1.fwd TGATAGAGACCCAATGCAAAGCC Herstellung	
  der
3'ADH1-­‐Sondeprom.adh1.rev GGCACGAGACGGAAACTCTTTAGG

ALS1-­‐5`FW TATAGGGCGAATTGGAGCTCTTCCAACTGGTATTGCCA

Herstellung	
  des
ALS1-­‐KO-­‐Plasmids

ALS1-­‐5`RV AGAGCGGCCGCCACCGCGGACAATTGGTAGTTGTTTGAACAA

ALS1-­‐3`FW AGTATAGGAACTTCCTCGAGTATGATCACCTTTTTGGCTTGAT

ALS1-­‐3`RV AAAAGCTGGGTACCGGGCCCCTGTTTGCAATTCCGTGTGT

AOX2-­‐5`FW TATAGGGCGAATTGGAGCTCTTTAATGCCCATGTGCAA

Herstellung	
  des
AOX2-­‐KO-­‐Plasmids	
  

AOX2-­‐5`RV AGAGCGGCCGCCACCGCGGTTGTAATTGAATAAATCTATATCG

AOX2-­‐3`FW AGTATAGGAACTTCCTCGAGGATTTGTTTGTTTGTTTGC

AOX2-­‐3`RV AAAAGCTGGGTACCGGGCCCTGTGGTACTCAAGAACTTATCTG

CDR1F GATCGGGCCCTCGTTACTCAATAAGTAT

Herstellung	
  des	
  
CDR1-­‐KO-­‐Plasmids

CDR1R AGCTCTCGAGTTCTTTTTGACCTTTTAAAG

3’CDR1-­‐FW CATTACCGCGGCAGTTTGTTTTTTGACATGGTGG

3’CDR1-­‐RV CATTAGAGCTCGATCATAATATTGCTTAACCATTTGC

CTA4-­‐5‘FW CATTAGAGCTCTGTTTTAAATGAGTGGTTTGC

Herstellung	
  des	
  
CTA4-­‐KO-­‐Plasmids

CTA4-­‐5‘RV AAACCCGCGGTATTCCAAATGGTTCCGA

CTA4-­‐3‘FW GTTAATCTCGAGAATGAATCACTTGTAATTTCCAACC

CTA4-­‐3‘RV CATTAGGGCCCTATGCCAAATCCGATGCTGA

CTA4AF1 ATATCTCGAGAATGACATCTGAACATAAAGTATC Herstellung	
  des	
  
Plasmids	
  zur	
  
Überexpression	
  von	
  
CTA4

CTA4-­‐2 ATATGGATCCTATCCATAAAAATATCCATCATCC

GST2-­‐5`FW TATAGGGCGAATTGGAGCTCGTGCTGTTGAATGGATTGGT

Herstellung	
  des	
  
GST2-­‐KO-­‐Plasmids

GST2-­‐5`RV AGAGCGGCCGCCACCGCGGTGTTGCTGCTAGTAGTATAAGTAGA

GST2-­‐3`FW AGTATAGGAACTTCCTCGAGTTGATCTTTTACTGATTTGTAGGGA

GST2-­‐3`RV AAAAGCTGGGTACCGGGCCCCCTTTGTCTTATGACTCCATCG

NB-­‐Probe-­‐ALS1-­‐FW GATGGTATTAGTGCTACATCTTCTGA Herstellung	
  der	
  
ALS1-­‐SondeNB-­‐Probe-­‐ALS1-­‐RV AGGACAATAATGTGATCAAACCG
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Primer Sequenz	
  5'	
  ―>	
  3' Verwendung

Primer	
  zur	
  Herstellung	
  weiterer	
  Plasmide	
  und	
  PCR-­‐Sonden

NB-­‐Probe-­‐AOX2-­‐FW CTTACTGCTTCGCTTTACAAAC Herstellung	
  der	
  
AOX2-­‐SondeNB-­‐Probe-­‐AOX2-­‐RV CTTGTTTTTCCCAACCAGTTG

NB-­‐Probe-­‐CDR1-­‐FW CCAAGAGATAATGATCCAGAAGCG Herstellung	
  der	
  
CDR1-­‐SondeNB-­‐Probe-­‐CDR1-­‐RV TTTCTCTCTGTTACCCTTTGGA

NB-­‐ERG11-­‐FW AGAAAAAACTCATGGGGTTGC Herstellung	
  der	
  
ERG11-­‐SondeNB-­‐ERG11-­‐RV CATACAAGTTTCTCTTTTTTCCC

NB-­‐Probe-­‐GST2-­‐FW ACCAATTCAATTCTACACATACG Herstellung	
  der	
  
GST2-­‐SondeNB-­‐Probe-­‐GST2-­‐RV	
   TTCTCTGGGACATTGACACCTT

NB-­‐MDR1-­‐FW TGGGTGGATTCTTTGCTAGT Herstellung	
  der	
  
MDR1-­‐SondeNB-­‐MDR1-­‐RV GCATACTTAGATCTTGCTCTCCAAC

NB-­‐Probe-­‐PDR16-­‐FW CTTCTTCATGGGAAATCACCA Herstellung	
  der	
  
PDR16-­‐SondeNB-­‐Probe-­‐PDR16-­‐RV ATGGATCCAACGGGATGAAT

NB-­‐Probe-­‐SOD3-­‐FW CCATGTTGCTTATGTAAACGGG Herstellung	
  der	
  
SOD3-­‐SondeNB-­‐Probe-­‐SOD3-­‐RV AGTATCTTGACTCTGCCTCAGC

NB-­‐Probe-­‐344-­‐FW CGAAATTAATTGGCGTAACTTACT Herstellung	
  der	
  
orf19.344-­‐SondeNB-­‐Probe-­‐344-­‐RV CTATACGAATCGGACATTTTTCT

NB-­‐Probe-­‐5777-­‐FW CTACCATTTGCCTATGTGATTCG Herstellung	
  der	
  
orf19.5777-­‐SondeNB-­‐Probe-­‐5777-­‐RV TGTAACTGCTTCAGCTATCTTCTC

NB-­‐Probe-­‐7042-­‐FW CTAAAGTATCACCAGCAAGTACTACTA Herstellung	
  der	
  
orf19.7042-­‐SondeNB-­‐Probe-­‐7042-­‐RV CTCTTTCAATATCGTCATCTTCC

PDR16-­‐5`FW TATAGGGCGAATTGGAGCTCTGGCAACATTTTTTTTTCCG

Herstellung	
  des	
  
PDR16-­‐KO-­‐Plasmids

PDR16-­‐5`RV AGAGCGGCCGCCACCGCGGAAGTATGGGTGGACAGTCAAAG

PDR16-­‐3`FW AGTATAGGAACTTCCTCGAGAATGATACATGTACCTTTATAT

PDR16-­‐3`RV AAAAGCTGGGTACCGGGCCCCTAGTCAATCAACTAATCAATCAG

SOD3-­‐5`FW TATAGGGCGAATTGGAGCTCGGAAACTTACCATGAATGTGTT

Herstellung	
  des	
  
SOD3-­‐KO-­‐Plasmids

SOD3-­‐5`RV AGAGCGGCCGCCACCGCGGGCGTGGTTGATAAGAGAAGAGA

SOD3-­‐3`FW AGTATAGGAACTTCCTCGAGGTGTAAATACGTATTATAGTGCGCC

SOD3-­‐3`RV AAAAGCTGGGTACCGGGCCCCCAGCAATCCCAATACCAAT

STB5-­‐5‘FW CATTAGAGCTCAAAGTATTCGTCAGCGGGTGT

Herstellung	
  des	
  
STB5-­‐KO-­‐Plasmids

STB5-­‐5‘RV AAACCCGCGGTGAGCAAAGGTTGTAGGGAA

STB5-­‐3‘FW GTTAATCTCGAGTTCCTTGTTATTTAGTATGTACTGTC

STB5-­‐3‘RV CATTAGGGCCCGAAACTAAAGGTGTACTAGCAGC

STB5AF1 ATATCTCGAGAATGAGACCAATAGACTCCATAGTT Herstellung	
  des	
  
Plasmids	
  zur	
  
Überexpression	
  von	
  
STB5

STB5-­‐2 ATATGGATCCTCAAAAATTGTACATGAAATCAGTATCG

ZCF34-­‐5‘FW CATTAGAGCTCCATGTCTTTACGTGAACGA
Herstellung	
  des	
  
ZCF34-­‐KO-­‐Plasmids
(MRR2-­‐Deletion)

ZCF34-­‐5‘RV AAACCCGCGGCGAAGAAGCTATTGGTT

ZCF34-­‐3’FW_ivR AAAAGCTGGGTACCCTCGAGACCAAATCTTCCATGCCAAA

ZCF34-­‐3’RV_ivR AGTATAGGAACTTCGGGCCCTATTGGCCCCATGGAGAGTTA

2.3.	
  Plasmidherstellung
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Primer Sequenz	
  5'	
  ―>	
  3' Verwendung

Primer	
  zur	
  Herstellung	
  weiterer	
  Plasmide	
  und	
  PCR-­‐Sonden

ZCF34-­‐1 ATATCTCGAGAATGACCAAACGTGATCGTACAATC Herstellung	
  des	
  
Plasmids	
  zur	
  
Überexpression	
  von	
  
ZCF34	
  (MRR2)

ZCF34-­‐2 ATATGGATCCTTACGAGATTTTGAGGAAATCCCAAT	
  

ZNC1-­‐5‘FW CATTAGAGCTCTTAGTTGTACTCTGTCCCACC

Herstellung	
  des	
  
ZNC1-­‐KO-­‐Plasmids

ZNC1-­‐5‘RV AAACCCGCGGCAACTATTTGTCAGTGTGAA

ZNC1-­‐3‘FW GTTAATCTCGAGTGCTGGAAGAGGTTTTGAATT

ZNC1-­‐3‘RV CATTAGGGCCCGGAATTTTCAATTTGCCTTCG

ZNC1AF1 ATATCTCGAGAATGCTGGATGTTAATGATACAC Herstellung	
  des	
  
Plasmids	
  zur	
  
Überexpression	
  von	
  
ZNC1

ZNC1-­‐2 ATATTGATCATTATATATTTTGCTCATTAAATCCTAAAG

19.344-­‐5`FW TATAGGGCGAATTGGAGCTCAGTGCGTAGAAATCACAAAAAAAG
Herstellung	
  des	
  
orf19.344-­‐KO-­‐
Plasmids

19.344-­‐5`RV AGAGCGGCCGCCACCGCGGTGTTTATATACAAATTAGAGGAAA

19.344-­‐3`FW AGTATAGGAACTTCCTCGAGAGTGTTGTATCAGGGATACGA

19.344-­‐3`RV AAAAGCTGGGTACCGGGCCCAAGAACCATATTCACCACCG

orf19.5777-­‐5`FW TATAGGGCGAATTGGAGCTCAATTGATAAGCTGCACCTCCT
Herstellung	
  des	
  
orf19.5777-­‐KO-­‐
Plasmids

orf19.5777-­‐5`RV AGAGCGGCCGCCACCGCGGAATACTTAGTAGGGGGGTGGTT

orf19.5777-­‐3`FW AGTATAGGAACTTCCTCGAGGATAAATTTGTAAAACGATAGAC

orf19.5777-­‐3`RV AAAAGCTGGGTACCGGGCCCCTGGCAAAATCATACTTCCTAC

orf19.7042-­‐5`FW TATAGGGCGAATTGGAGCTCGTGGTGGTGGTAGTAGAAAATT
Herstellung	
  des	
  
orf19.7042-­‐KO-­‐
Plasmids

orf19.7042-­‐5`RV AGAGCGGCCGCCACCGCGGGTTAAACAAGAAGAAATATAGAGTTGA

orf19.7042-­‐3`FW AGTATAGGAACTTCCTCGAGGATATGTGTGCGCTAATCTGAGT

orf19.7042-­‐3`RV AAAAGCTGGGTACCGGGCCCCAATCCTATCCATTTTAGGGT

2.4. Herstellung	
  von	
  genetisch	
  veränderten	
  C.-­‐albicans-­‐
Stämmen

Im Folgenden wird die genetische Manipulation von C. albicans, durch das Einbringen

von Fremd-­‐DNA (Transformation), am Bespiel der Herstellung der Genombibliothek mit

künstlich aktivierten Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren beschrieben. Mithilfe der

Transformation können Gene sowohl verändert als auch deletiert werden. Außerdem

sind alle in dieser Arbeit hergestellten bzw. verwendeten C.-­‐albicans-­‐Stämme

tabellarisch	
  aufgelistet.
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2.4.1.Transformation	
  von	
  C.	
  albicans

Die Plasmide der oben beschriebenen Bibliothek wurden in den meisten Fällen mit den

Restriktionsendonukleasen ApaI und SacII gespalten. Dies bewirkte die Separierung der

in Abbildung 1 dargestellten DNA-­‐Kassette, welche anschließend mittels

Gelelektrophorese aufgetrennt und folgend aus dem Gel aufgereinigt wurde (Genclean-­‐

Kit). Diese Kassette ist mit den ADH1-­‐Sequenzen von C. albicans 5lankiert. Folglich

wurde sie nach der Transformation über den Prozess der homologen Rekombination in

den ADH1-­‐Lokus integriert. Als Ausgangsstamm zur Herstellung der Bibliothek wurde

der Wildtypstamm SC5314 verwendet. Um diesen auf die Transformation mit den

linearisierten DNA-­‐Fragmenten vorzubereiten, wurde er mit der Lithiumacetat-­‐Methode

kompetent gemacht [Köhler et al., 1997]. Die Transformation erfolgte anschließend

mittels Elektroporation bei einer Stromstärke von 1,8 kV. Hierzu wurden

Elektroporationsküvetten mit 0,2 cm Durchmesser von der Firma Peqlab verwendet. Die

spätere Selektion fand auf Nourseothricin-­‐haltigen YPD-­‐Agarplatten (200 μg/ml) statt.

Wie in Abbildung 1 ersichtlich, wurde hinter den künstlich aktivierten

Transkriptionsfaktoren und dem ACT1-­‐Terminator der caSAT1-­‐Marker angefügt,

welcher für ein Nourseothricin-­‐Resistenzgen kodiert. Dieses verlieh den erfolgreich

transformierten C.-­‐albicans-­‐Zellen Resistenz gegen das Antibiotikum, wodurch sie sich

von	
  ihrem	
  Ausgangsstamm	
  unterschieden.

2.4.2.Isolierung	
  genomischer	
  DNA	
  und	
  Southern	
  Hybridisierung

Zur Überprüfung der korrekten Integration in das Genom wurden zunächst einzelne

Transformanten in YPD-­‐Medium überführt und über Nacht angezüchtet. Am

darauffolgenden Tag erfolgte die Isolierung der genomischen DNA aus den Zellen der

Übernachtkultur mit der Phenol-­‐Chloroform-­‐Methode [Reuß et al., 2004]. Im Anschluss

fand die Spaltung der genomischen DNA statt. Hierbei wurden die Restriktionsenzyme

so gewählt, dass sich der veränderte Lokus, im Fall der Genombibliothek der ADH1-­‐

Lokus, auf DNA-­‐Fragmenten mit Größen der Spannweite des 1 kb-­‐Ladders (Invitrogen)

befand. In diesem Falle wurde das Enzym SpeI verwendet. Dadurch befand sich das

wildtypische ADH1-­‐Allel auf einem knapp 3 kb großen Fragment, welches sich durch die

2.4.	
  Herstellung	
  von	
  genetisch	
  veränderten	
  C.-­‐albicans-­‐Stämmen
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Integration der DNA-­‐Kassette veränderte. Anschließend wurden die DNA-­‐Fragmente der

Größe nach aufgetrennt, was standardisiert durch Agarose-­‐Gelelektrophorese passierte.

Mittels Southern Hybridisierung wurden diese Fragmente vom Gel auf eine

Nylonmembran (Porenweite 0,45 μm; Nytran SuPerCharge der Firma Schleichter und

Schuell oder Whatman), unter Verwendung eines Vakuumblotters bei 0,05 bar,

übertragen [Southern, 1975]. Nach dem Transfer wurde die DNA mit einem UV-­‐

Crosslinker auf der Membran 5ixiert. Die Hybridisierung der Membran erfolgte nach

Herstellerangaben mit dem ECL Direct Nucleic Acid Labeling and Detection System der

Firma Amersham. Die DNA-­‐Sonden wurden so gewählt, dass sie mit einer geeigneten

Stelle des veränderten DNA-­‐Lokus hybridisierten. Im Fall der Bibliothek waren dies ca.

500 bp aus dem ADH1-­‐Promotor und entsprechende große DNA-­‐Abschnitte der

downstream-­‐Region desselben Lokus. Die DNA-­‐Sonden wurden mit einer Peroxidase

gekoppelt. Durch Zugabe der Detektionslösungen des Kits, welche sowohl Substrat für

die Peroxidase, als auch bei Oxidation Licht produzierendes Luminol enthielten, erfolgte

die enzymatische Reaktion. Somit konnten die entsprechenden DNA-­‐Banden auf der

Membran durch Lichtabgabe auf einen ECL-­‐Film (Hyper5ilm, Amersham) übertragen

und anschließend mit einem Tischentwickler sichtbar gemacht werden. Nach

Bestätigung der korrekten Integration der künstlich aktivierten Zink-­‐Cluster-­‐

Transkriptionsfaktoren in den ADH1-­‐Lokus erfolgte der Nachweis der Expression der

Fusionsproteine.

2.4.3.Proteinextraktion	
  und	
  Western	
  Blot	
  Analysen

Die Proteinisolierung erfolgte während des logarithmischen Wachstums der

entsprechenden C.-­‐albicans-­‐Kulturen. Hierzu wurden die Zellen mit Hilfe von Glasperlen

mechanisch aufgeschlossen. Die Denaturierung des Zelllysats erfolgte anschließend mit

diversen Puffern, die u. a. β-­‐Mercaptoethanol zur Reduktion der Disul5idbrücken

enthielten. Darauffolgend wurden die Proteine der Zellextrakte mittels SDS-­‐

Polyacrylamid-­‐Gelelektrophorese der Größe nach aufgetrennt. Die Übertragung der

Proteinbanden aus dem Gel auf eine Nitrocellulosemembran (0,2 μm Porenweite;

Schleichter und Schuell) geschah unter der Zuhilfenahme eines Semi-­‐Dry Blotters (1 h;

350 mA). Die Koppelung der Fusionsproteine mit einem dreifachen HA-­‐Epitop (siehe

2.	
  Material	
  und	
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Abbildung 1) ermöglichte den Nachweis der entsprechenden Proteinbanden auf den

Nitrocellulosemembranen mit einem Anti-­‐HA-­‐Peroxidase-­‐Antikörper (3F10 Roche),

dessen Anwendung gemäß den Herstellerangaben erfolgte. Konnte das entsprechende

Protein in zwei unabhängig hergestellten Stämmen nachgewiesen werden, wurden

diese mit Glycerin bei -­‐80°C konserviert. Die Herstellung aller Stämme dieser Arbeit

erfolgte nach diesem Prinzip, wobei die Proteinexpression nur bei Stämmen der

Genombibliothek	
  	
  nachgewiesen	
  wurde.

2.4.4.Herstellung	
  von	
  Deletionsmutanten,	
  Überexpressions-­‐	
  und	
  
Reporterstämmen

Die Herstellung von Knock-­‐out-­‐Mutanten erfolgte mit der in Reuß et al., 2004

beschriebenen und nach Sasse et al., 2011 veränderten SAT1-­‐Flipper-­‐Strategie. Hierzu

wurden Knock-­‐out-­‐Kassetten, wie in Abbildung 2 dargestellt, in das Genom integriert.

Durch den induzierbaren Promotor und die caFLP konnte die Kassette, wie in Abschnitt

1.7. beschrieben, recycelt und zur Deletion des zweiten Allels verwendet werden. In

Candida-­‐Stämmen, die bestimmte Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren über-­‐

exprimieren, wurden diese schlicht unter die Kontrolle des ADH1-­‐Promotors gestellt.

Deren Kassette (Abbildung 3) war folglich ähnlich wie die der künstlich aktivierten

Transkriptionsfaktoren und konnte in den gleichen Lokus integriert werden. Der

Nachweis geschah demnach mit den zuvor beschriebenen Methoden, unter Verwendung

derselben DNA-­‐Sonden. Reporterstämme wurden ebenfalls mit der SAT1-­‐Flipper-­‐

Strategie erzeugt. Das Recycling des Markers ermöglichte in diesem Fall das spätere

Einbringen von Konstrukten, die den gleichen Marker enthielten. Eine entsprechende

Reporterkassette	
  ist	
  in	
  Abbildung	
  4	
  dargestellt.
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2.4.5.Hergestellte/verwendete	
  C.-­‐albicans-­‐Stämme

Alle in dieser Arbeit hergestellten bzw. verwendeten C.-­‐albicans-­‐Stämme, deren

Ausgangstämme, sowie die entsprechenden Genotypen und Referenzen sind in Tabelle 3

aufgelistet.

Tab.	
  3: In	
  dieser	
  Arbeit	
  verwendete	
  C.-­‐albicans-­‐Stämme	
  (AGM:	
  AG	
  von	
  Prof.	
  Dr.	
  J.	
  Morschhäuser)

Stamm Ausgangs-­‐
stamm Relevante	
  Eigenschaften	
  oder	
  Genotyp1 Referenz

SC5314 Wildtypstamm	
  (WT) Gillum	
  et	
  al.,	
  
1984

Stämme	
  der	
  Vorversuche

SCMRR1DBH2	
  A/B SC5314 ADH1/adh1::PADH1-­‐MRR1DBD-­‐GAL4AD-­‐3xHA-­‐
caSAT1

AGM

SCMRR1E2	
  A/B SC5314 ADH1/adh1::PADH1-­‐MRR1-­‐caSAT1 diese	
  Arbeit

SCMRR1E3	
  A/B SC5314 ADH1/adh1::PADH1-­‐MRR1(P683S)-­‐caSAT1 AGM

SCMRR1EH2	
  A/B SC5314 ADH1/adh1::PADH1-­‐MRR1-­‐3xHA-­‐caSAT1 diese	
  Arbeit

SCMRR1GAD1	
  A/B SC5314 ADH1/adh1::PADH1-­‐MRR1-­‐GAL4AD-­‐3xHA-­‐caSAT1 diese	
  Arbeit

SCZCF36M4	
  A/B SC5314 mrr1Δ::FRT/mrr1Δ::FRT Morschhäuser
et	
  al.,	
  2007

SCΔzcf36MDBH2
A/B

SCZCF36M4	
  A/B mrr1Δ::FRT/mrr1Δ::FRT
ADH1/adh1::PADH1-­‐MRR1DBD-­‐GAL4AD-­‐3xHA-­‐
caSAT1

Schubert	
  et	
  
al.,	
  2011b

SCΔzcf36MGAD1
A/B

SCZCF36M4	
  A/B mrr1Δ::FRT/mrr1Δ::FRT
ADH1/adh1::PADH1-­‐MRR1-­‐GAL4AD-­‐3xHA-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCTAC1DBH1	
  A/B SC5314 ADH1/adh1::PADH1-­‐TAC1DBD-­‐GAL4AD-­‐3xHA-­‐
caSAT1

diese	
  Arbeit

SCTAC1E2	
  A/B SC5314 ADH1/adh1::PADH1-­‐TAC1-­‐caSAT1 diese	
  Arbeit

SCTAC1E1	
  A/B SC5314 ADH1/adh1::PADH1-­‐TAC1(G980E)-­‐caSAT1 diese	
  Arbeit

SCTAC1GAD1	
  A/B SC5314 ADH1/adh1::PADH1-­‐TAC1-­‐GAL4AD-­‐3xHA-­‐caSAT1 diese	
  Arbeit

SCTAC1M1	
  A SC5314 tac1-­‐1Δ::caSAT1-­‐FLIP/TAC1-­‐2 diese	
  Arbeit

SCTAC1M1	
  B SC5314 TAC1-­‐1/tac1-­‐2Δ::caSAT1-­‐FLIP diese	
  Arbeit

SCTAC1M2	
  A SCTAC1M1	
  A tac1-­‐1Δ::FRT/TAC1-­‐2 diese	
  Arbeit

SCTAC1M2	
  B SCTAC1M1	
  B TAC1-­‐1/tac1-­‐2Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCTAC1M3	
  A SCTAC1M2	
  A tac1-­‐1Δ::FRT/tac1-­‐2Δ::caSAT1-­‐FLIP diese	
  Arbeit
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Stamm Ausgangs-­‐
stamm Relevante	
  Eigenschaften	
  oder	
  Genotyp1 Referenz

Stämme	
  der	
  Vorversuche

SCTAC1M3	
  B SCTAC1M2	
  B tac1-­‐1Δ::caSAT1-­‐FLIP/tac1-­‐2Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCTAC1M4	
  A SCTAC1M3	
  A tac1-­‐1Δ::FRT/tac1-­‐2Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCTAC1M4	
  B SCTAC1M3	
  B tac1-­‐1Δ::FRT/tac1-­‐2Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCΔtac1TDBH1
A/B

SCZCF36M4	
  A/B tac1Δ::FRT/tac1Δ::FRT
ADH1/adh1::PADH1-­‐TAC1DBD-­‐GAL4AD-­‐3xHA-­‐
caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔtac1TGAD1
A/B

SCZCF36M4	
  A/B tac1Δ::FRT/tac1Δ::FRT
ADH1/adh1::PADH1-­‐TAC1-­‐GAL4AD-­‐3xHA-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCUPC2DBH1	
  A/B SC5314 ADH1/adh1::PADH1-­‐UPC2DBD-­‐GAL4AD-­‐3xHA-­‐
caSAT1

diese	
  Arbeit

SCUPC2E2	
  A/B SC5314 ADH1/adh1::PADH1-­‐UPC2-­‐caSAT1 diese	
  Arbeit

SCUPC2E1	
  A/B SC5314 ADH1/adh1::PADH1-­‐UPC2(G648D)-­‐caSAT1 diese	
  Arbeit

SCUPC2GAD1	
  A/B SC5314 ADH1/adh1::PADH1-­‐UPC2-­‐GAL4AD-­‐3xHA-­‐caSAT1 diese	
  Arbeit

UPC2M4	
  A/B UPC2M3	
  A/B upc2Δ::FRT/upc2Δ::FRT Dunkel	
  et	
  al.,	
  
2008b

SCΔupc2UDBH1
A/B

UPC2M4	
  A/B upc2Δ::FRT/upc2Δ::FRT
ADH1/adh1::PADH1-­‐UPC2DBD-­‐GAL4AD-­‐3xHA-­‐
caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔupc2UGAD1
A/B

UPC2M4	
  A/B upc2Δ::FRT/upc2Δ::FRT
ADH1/adh1::PADH1-­‐UPC2-­‐GAL4AD-­‐3xHA-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

Bibliothek	
  der	
  arti5iziell	
  aktivierten	
  Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren	
  (ZCF*)

SCZCFGAD1	
  A/B SC5314 ADH1/adh1::	
  ZCF-­‐GAL4AD-­‐3xHA-­‐caSAT1 diese	
  Arbeit

Überexpressions-­‐	
  und	
  Deletionsmutanten:
4	
  Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktor-­‐Kandidaten	
  zur	
  genaueren	
  Funktionsanalyse
Gemeinsam	
  hochregulierte	
  Gene	
  der	
  arti5iziell	
  aktivierten	
  ZCF-­‐Kandidaten

SCCTA4E1	
  A/B SC5314 ADH1/adh1::PADH1-­‐CTA4-­‐caSAT1 diese	
  Arbeit

SCCTA4M1	
  A/B SC5314 CTA4/cta4Δ::caSAT1-­‐FLIP diese	
  Arbeit

SCCTA4M2	
  A/B SCCTA4M1	
  A/B CTA4/cta4Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCCTA4M3	
  A/B SCCTA4M2	
  A/B cta4Δ::caSAT1-­‐FLIP/cta4Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCCTA4M4	
  A/B SCCTA4M3	
  A/B cta4Δ::FRT/cta4Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCSTB5E1	
  A/B SC5314 ADH1/adh1::PADH1-­‐STB5-­‐caSAT1 diese	
  Arbeit
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Stamm Ausgangs-­‐
stamm Relevante	
  Eigenschaften	
  oder	
  Genotyp1 Referenz

Überexpressions-­‐	
  und	
  Deletionsmutanten:
4	
  Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktor-­‐Kandidaten	
  zur	
  genaueren	
  Funktionsanalyse
Gemeinsam	
  hochregulierte	
  Gene	
  der	
  arti5iziell	
  aktivierten	
  ZCF-­‐Kandidaten

SCSTB5M1	
  A SC5314 stb5-­‐1Δ::caSAT1-­‐FLIP/STB5-­‐2 diese	
  Arbeit

SCSTB5M1	
  B SC5314 STB5-­‐1/stb5-­‐2Δ::caSAT1-­‐FLIP diese	
  Arbeit

SCSTB5M2	
  A SCSTB5M1	
  A stb5-­‐1Δ::FRT/STB5-­‐2 diese	
  Arbeit

SCSTB5M2	
  B SCSTB5M1	
  B STB5-­‐1/stb5-­‐2Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCSTB5M3	
  A SCSTB5M2	
  A stb5-­‐1Δ::FRT/stb5-­‐2Δ::caSAT1-­‐FLIP diese	
  Arbeit

SCSTB5M3	
  B SCSTB5M2	
  B stb5-­‐1Δ::caSAT1-­‐FLIP/stb5-­‐2Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCSTB5M4	
  A SCSTB5M3	
  A stb5-­‐1Δ::FRT/stb5-­‐2Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCSTB5M4	
  B SCSTB5M3	
  B stb5-­‐1Δ::FRT/stb5-­‐2Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCZCF34E1	
  A/B SC5314 ADH1/adh1::PADH1-­‐MRR2-­‐caSAT1 diese	
  Arbeit

SCZCF34M1	
  A/B SC5314 MRR2/mrr2Δ::caSAT1-­‐FLIP diese	
  Arbeit

SCZCF34M2	
  A/B SCZCF34M1	
  A/B MRR2/mrr2Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCZCF34M3	
  A/B SCZCF34M2	
  A/B mrr2Δ::caSAT1-­‐FLIP/mrr2Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCZCF34M4	
  A/B SCZCF34M3	
  A/B mrr2Δ::FRT/mrr2Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCZNC1E1	
  A/B SC5314 ADH1/adh1::PADH1-­‐ZNC1-­‐caSAT1 diese	
  Arbeit

SCZNC1M1	
  A SC5314 znc1-­‐1Δ::caSAT1-­‐FLIP/ZNC1-­‐2 diese	
  Arbeit

SCZNC1M1	
  B SC5314 ZNC1-­‐1/znc1-­‐2Δ::caSAT1-­‐FLIP diese	
  Arbeit

SCZNC1M2	
  A SCZNC1M1	
  A znc1-­‐1Δ::FRT/ZNC1-­‐2 diese	
  Arbeit

SCZNC1M2	
  B SCZNC1M1	
  B ZNC1-­‐1/znc1-­‐2Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCZNC1M3	
  A SCZNC1M2	
  A znc1-­‐1Δ::FRT/znc1-­‐2Δ::caSAT1-­‐FLIP diese	
  Arbeit

SCZNC1M3	
  B SCZNC1M2	
  B znc1-­‐1Δ::caSAT1-­‐FLIP/znc1-­‐2Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCZNC1M4	
  A SCZNC1M3	
  A znc1-­‐1Δ::FRT/znc1-­‐2Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCZNC1M4	
  B SCZNC1M3	
  B znc1-­‐1Δ::FRT/znc1-­‐2Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCALS1M1	
  A SC5314 als1-­‐1Δ::caSAT1-­‐FLIP/ALS1-­‐2 diese	
  Arbeit

SCALS1M1	
  B SC5314 ALS1-­‐1/als1-­‐2Δ::caSAT1-­‐FLIP diese	
  Arbeit

SCALS1M2	
  A SCALS1M1	
  A als1-­‐1Δ::FRT/ALS1-­‐2 diese	
  Arbeit

SCALS1M2	
  B SCALS1M1	
  B ALS1-­‐1/als1-­‐2Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCALS1M3	
  A SCALS1M2	
  A als1-­‐1Δ::FRT/als1-­‐2Δ::caSAT1-­‐FLIP diese	
  Arbeit
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SCALS1M3	
  B SCALS1M2	
  B als1-­‐1Δ::caSAT1-­‐FLIP/als1-­‐2Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCALS1M4	
  A SCALS1M3	
  A als1-­‐1Δ::FRT/als1-­‐2Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCALS1M4	
  B SCALS1M3	
  B als1-­‐1Δ::FRT/als1-­‐2Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCAOX2M1	
  A/B SC5314 AOX2/aox2Δ::caSAT1-­‐FLIP diese	
  Arbeit

SCAOX2M2	
  A/B SCAOX2M1	
  A/B AOX2/aox2Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCAOX2M3	
  A/B SCAOX2M2	
  A/B aox2Δ::caSAT1-­‐FLIP/aox2Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCAOX2M4	
  A/B SCAOX2M3	
  A/B aox2Δ::FRT/aox2Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCCDR1M1	
  A/B SC5314 CDR1/cdr1Δ::caSAT1-­‐FLIP diese	
  Arbeit

SCCDR1M2	
  A/B SCCDR1M1	
  A/B CDR1/cdr1Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCCDR1M3	
  A/B SCCDR1M2	
  A/B cdr1Δ::caSAT1-­‐FLIP/cdr1Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCCDR1M4	
  A/B SCCDR1M3	
  A/B cdr1Δ::FRT/cdr1Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCGST2M1	
  A/B SC5314 GST2/gst2Δ::caSAT1-­‐FLIP diese	
  Arbeit

SCGST2M2	
  A/B SCGST2M1	
  A/B GST2/gst2Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCGST2M3	
  A/B SCGST2M2	
  A/B gst2Δ::caSAT1-­‐FLIP/gst2Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCGST2M4	
  A/B SCGST2M3	
  A/B gst2Δ::FRT/gst2Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCPDR16M1	
  A/B SC5314 PDR16/pdr16Δ::caSAT1-­‐FLIP diese	
  Arbeit

SCPDR16M2	
  A/B SCPDR16M1	
  A/B PDR16/pdr16Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCPDR16M3	
  A/B SCPDR16M2	
  A/B pdr16Δ::caSAT1-­‐FLIP/pdr16Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCPDR16M4	
  A/B SCPDR16M3	
  A/B pdr16Δ::FRT/pdr16Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCSOD3M1	
  A/B SC5314 SOD3/sod3Δ::caSAT1-­‐FLIP diese	
  Arbeit

SCSOD3M2	
  A/B SCSOD3M1	
  A/B SOD3/sod3Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCSOD3M3	
  A/B SCSOD3M2	
  A/B sod3Δ::caSAT1-­‐FLIP/sod3Δ::FRT diese	
  Arbeit

SCSOD3M4	
  A/B SCSOD3M3	
  A/B sod3Δ::FRT/sod3Δ::FRT diese	
  Arbeit

SC344M1	
  A/B SC5314 orf19.344/orf19.344Δ::caSAT1-­‐FLIP diese	
  Arbeit

SC344M2	
  A/B SC344M1	
  A/B orf19.344/orf19.344Δ::FRT diese	
  Arbeit

SC344M3	
  A/B SC344M2	
  A/B orf19.344Δ::caSAT1-­‐FLIP/orf19.344Δ::FRT diese	
  Arbeit

SC344M4	
  A/B SC344M3	
  A/B orf19.344Δ::FRT/orf19.344Δ::FRT diese	
  Arbeit
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SC5777M1	
  A/B SC5314 orf19.5777/orf19.5777Δ::caSAT1-­‐FLIP diese	
  Arbeit

SC5777M2	
  A/B SC5777M1	
  A/B orf19.5777/orf19.5777Δ::FRT diese	
  Arbeit

SC5777M3	
  A/B SC5777M2	
  A/B orf19.5777Δ::caSAT1-­‐FLIP/orf19.5777Δ::FRT diese	
  Arbeit

SC5777M4	
  A/B SC5777M3	
  A/B orf19.5777Δ::FRT/orf19.5777Δ::FRT diese	
  Arbeit

SC7042M1	
  A/B SC5314 orf19.7042/orf19.7042Δ::caSAT1-­‐FLIP diese	
  Arbeit

SC7042M2	
  A/B SC7042M1	
  A/B orf19.7042/orf19.7042Δ::FRT diese	
  Arbeit

SC7042M3	
  A/B SC7042M2	
  A/B orf19.7042Δ::caSAT1-­‐FLIP/orf19.7042Δ::FRT diese	
  Arbeit

SC7042M4	
  A/B SC7042M3	
  A/B orf19.7042Δ::FRT/orf19.7042Δ::FRT diese	
  Arbeit

Deletionsmutanten	
  mit	
  arti5iziell	
  aktivierten	
  ZCF-­‐Kandidaten

SCΔals1CTA4GAD1
A/B

SCALS1M4	
  A/B als1-­‐1Δ::FRT/als1-­‐2Δ::FRT
ADH1/adh1::CTA4GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔals1
MRR1GAD1	
  A/B

SCALS1M4	
  A/B als1-­‐1Δ::FRT/als1-­‐2Δ::FRT
ADH1/adh1::MRR1GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔals1STB5GAD1
A/B

SCALS1M4	
  A/B als1-­‐1Δ::FRT/als1-­‐2Δ::FRT
ADH1/adh1::STB5GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔals1TAC1GAD1
A/B

SCALS1M4	
  A/B als1-­‐1Δ::FRT/als1-­‐2Δ::FRT
ADH1/adh1::TAC1GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔals1
ZCF34GAD1	
  A/B

SCALS1M4	
  A/B als1-­‐1Δ::FRT/als1-­‐2Δ::FRT
ADH1/adh1::MRR2GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔals1ZNC1GAD1
A/B

SCALS1M4	
  A/B als1-­‐1Δ::FRT/als1-­‐2Δ::FRT
ADH1/adh1::ZNC1GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔaox2
CTA4GAD1	
  A/B

SCAOX2M4	
  A/B aox2Δ::FRT/aox2Δ::FRT
ADH1/adh1::CTA4GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔaox2
MRR1GAD1	
  A/B

SCAOX2M4	
  A/B aox2Δ::FRT/aox2Δ::FRT
ADH1/adh1::MRR1GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔaox2
STB5GAD1	
  A/B

SCAOX2M4	
  A/B aox2Δ::FRT/aox2Δ::FRT
ADH1/adh1::STB5GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔaox2
TAC1GAD1	
  	
  A/B

SCAOX2M4	
  A/B aox2Δ::FRT/aox2Δ::FRT
ADH1/adh1::TAC1GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔaox2
ZCF34GAD1	
  A/B

SCAOX2M4	
  A/B aox2Δ::FRT/aox2Δ::FRT
ADH1/adh1::MRR2GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit
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SCΔaox2
ZNC1GAD1	
  A/B

SCAOX2M4	
  A/B aox2Δ::FRT/aox2Δ::FRT
ADH1/adh1::ZNC1GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔcdr1CTA4GAD1
A/B

SCCDR1M4	
  A/B cdr1Δ::FRT/cdr1Δ::FRT
ADH1/adh1::CTA4GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔcdr1
STB5GAD1	
  A/B

SCCDR1M4	
  A/B cdr1Δ::FRT/cdr1Δ::FRT
ADH1/adh1::STB5GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔcdr1TAC1GAD1
A/B

SCCDR1M4	
  A/B cdr1Δ::FRT/cdr1Δ::FRT
ADH1/adh1::TAC1GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔcdr1
ZCF34GAD1	
  A/B

SCCDR1M4	
  A/B cdr1Δ::FRT/cdr1Δ::FRT
ADH1/adh1::MRR2GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔcdr1
ZNC1GAD1	
  A/B

SCCDR1M4	
  A/B cdr1Δ::FRT/cdr1Δ::FRT
ADH1/adh1::ZNC1GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔgst2CTA4GAD1
A/B

SCGST2M4	
  A/B gst2Δ::FRT/gst2Δ::FRT
ADH1/adh1::CTA4GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔgst2
MRR1GAD1	
  A/B

SCGST2M4	
  A/B gst2Δ::FRT/gst2Δ::FRT
ADH1/adh1::MRR1GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔgst2STB5GAD1
A/B

SCGST2M4	
  A/B gst2Δ::FRT/gst2Δ::FRT
ADH1/adh1::STB5GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔgst2TAC1GAD1
A/B

SCGST2M4	
  A/B gst2Δ::FRT/gst2Δ::FRT
ADH1/adh1::TAC1GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔgst2
ZCF34GAD1	
  A/B

SCGST2M4	
  A/B gst2Δ::FRT/gst2Δ::FRT
ADH1/adh1::MRR2GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔgst2
ZNC1GAD1	
  A/B

SCGST2M4	
  A/B gst2Δ::FRT/gst2Δ::FRT
ADH1/adh1::ZNC1GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔpdr16
CTA4GAD1	
  A/B

SCPDR16M4	
  A/B pdr16Δ::FRT/pdr16Δ::FRT
ADH1/adh1::CTA4GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔpdr16
MRR1GAD1	
  A/B

SCPDR16M4	
  A/B pdr16Δ::FRT/pdr16Δ::FRT
ADH1/adh1::MRR1GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔpdr16
STB5GAD1	
  A/B

SCPDR16M4	
  A/B pdr16Δ::FRT/pdr16Δ::FRT
ADH1/adh1::STB5GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔpdr16
TAC1GAD1	
  A/B

SCPDR16M4	
  A/B pdr16Δ::FRT/pdr16Δ::FRT
ADH1/adh1::TAC1GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔpdr16
ZCF34GAD1	
  A/B

SCPDR16M4	
  A/B pdr16Δ::FRT/pdr16Δ::FRT
ADH1/adh1::MRR2GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔpdr16
ZNC1GAD1	
  A/B

SCPDR16M4	
  A/B pdr16Δ::FRT/pdr16Δ::FRT
ADH1/adh1::ZNC1GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit
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SCΔsod3
CTA4GAD1	
  A/B

SCSOD3M4	
  A/B sod3Δ::FRT/sod3Δ::FRT
ADH1/adh1::CTA4GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔsod3
STB5GAD1	
  A/B

SCSOD3M4	
  A/B sod3Δ::FRT/sod3Δ::FRT
ADH1/adh1::STB5GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔsod3
TAC1GAD1	
  A/B

SCSOD3M4	
  A/B sod3Δ::FRT/sod3Δ::FRT
ADH1/adh1::TAC1GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔsod3
ZCF34GAD1	
  A/B

SCSOD3M4	
  A/B sod3Δ::FRT/sod3Δ::FRT
ADH1/adh1::MRR2GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔsod3
ZNC1GAD1	
  A/B

SCSOD3M4	
  A/B sod3Δ::FRT/sod3Δ::FRT
ADH1/adh1::ZNC1GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔ344CTA4GAD1
A/B

SC344M4	
  A/B 344Δ::FRT/344Δ::FRT
ADH1/adh1::CTA4GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔ344
MRR1GAD1	
  A/B

SC344M4	
  A/B 344Δ::FRT/344Δ::FRT
ADH1/adh1::MRR1GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔ344STB5GAD1
A/B

SC344M4	
  A/B 344Δ::FRT/344Δ::FRT
ADH1/adh1::STB5GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔ344TAC1GAD1
A/B

SC344M4	
  A/B 344Δ::FRT/344Δ::FRT
ADH1/adh1::TAC1GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔ344
ZCF34GAD1	
  A/B

SC344M4	
  A/B 344Δ::FRT/344Δ::FRT
ADH1/adh1::MRR2GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔ344ZNC1GAD1
A/B

SC344M4	
  A/B 344Δ::FRT/344Δ::FRT
ADH1/adh1::ZNC1GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔ5777
CTA4GAD1	
  A/B

SC5777M4	
  A/B 5777Δ::FRT/5777Δ::FRT
ADH1/adh1::CTA4GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔ5777
MRR1GAD1	
  A/B

SC5777M4	
  A/B 5777Δ::FRT/5777Δ::FRT
ADH1/adh1::MRR1GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔ5777
STB5GAD1	
  A/B

SC5777M4	
  A/B 5777Δ::FRT/5777Δ::FRT
ADH1/adh1::STB5GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔ5777
TAC1GAD1	
  A/B

SC5777M4	
  A/B 5777Δ::FRT/5777Δ::FRT
ADH1/adh1::TAC1GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔ5777
ZCF34GAD1	
  A/B

SC5777M4	
  A/B 5777Δ::FRT/5777Δ::FRT
ADH1/adh1::MRR2GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔ5777
ZNC1GAD1	
  A/B

SC5777M4	
  A/B 5777Δ::FRT/5777Δ::FRT
ADH1/adh1::ZNC1GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔ7042
CTA4GAD1	
  A/B

SC7042M4	
  A/B 7042Δ::FRT/7042Δ::FRT
ADH1/adh1::CTA4GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit
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SCΔ7042
MRR1GAD1	
  A/B

SC7042M4	
  A/B 7042Δ::FRT/7042Δ::FRT
ADH1/adh1::MRR1GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔ7042
STB5GAD1	
  A/B

SC7042M4	
  A/B 7042Δ::FRT/7042Δ::FRT
ADH1/adh1::STB5GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔ7042
TAC1GAD1	
  A/B

SC7042M4	
  A/B 7042Δ::FRT/7042Δ::FRT
ADH1/adh1::TAC1GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔ7042
ZCF34GAD1	
  A/B

SC7042M4	
  A/B 7042Δ::FRT/7042Δ::FRT
ADH1/adh1::MRR2GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔ7042
ZNC1GAD1	
  A/B

SC7042M4	
  A/B 7042Δ::FRT/7042Δ::FRT
ADH1/adh1::ZNC1GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

GFP-­‐Reporterstämme	
  zur	
  Überprüfung	
  der	
  CDR1-­‐	
  und	
  CDR2-­‐Promotoraktivität	
  unter	
  dem	
  Ein5luss	
  
arti5iziell	
  aktivierter	
  ZCFs	
  bzw.	
  deren	
  Deletion

SCCDR1G21	
  A/B SC5314 CDR1/cdr1::PCDR1GFP-­‐caSAT1-­‐FLIP diese	
  Arbeit

SCCDR1G22	
  A/B SCCDR1G21	
  A/B CDR1/cdr1::PCDR1GFP-­‐FRT diese	
  Arbeit

SCCDR1G22	
  
STB5GAD1	
  A/B

SCCDR1G22	
  A/B CDR1/cdr1::PCDR1GFP-­‐FRT
ADH1/adh1::STB5GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCCDR1G22	
  
TAC1E1	
  A/B

SCCDR1G22	
  A/B CDR1/cdr1::PCDR1GFP-­‐FRT
ADH1/adh1::TAC1(G980E)-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCCDR1G22	
  
TAC1GAD1	
  A/B

SCCDR1G22	
  A/B CDR1/cdr1::PCDR1GFP-­‐FRT
ADH1/adh1::TAC1GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCCDR1G22	
  
ZCF34GAD1	
  A/B

SCCDR1G22	
  A/B CDR1/cdr1::PCDR1GFP-­‐FRT
ADH1/adh1::MRR2GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCCDR1G22	
  
ZNC1GAD1	
  A/B

SCCDR1G22	
  A/B CDR1/cdr1::PCDR1GFP-­‐FRT
ADH1/adh1::ZNC1GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCCDR2G52	
  A/B SCCDR2G51	
  A/B CDR2/cdr2::PCDR2GFP-­‐FRT AGM

SCCDR2G52	
  
STB5GAD1	
  A/B

SCCDR2G52	
  A/B CDR2/cdr2::PCDR2GFP-­‐FRT
ADH1/adh1::STB5GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCCDR2G52	
  
TAC1GAD1	
  A/B

SCCDR2G52	
  A/B CDR2/cdr2::PCDR2GFP-­‐FRT
ADH1/adh1::TAC1GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCCDR2G52	
  
ZCF34GAD1	
  A/B

SCCDR2G52	
  A/B CDR2/cdr2::PCDR2GFP-­‐FRT
ADH1/adh1::MRR2GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCCDR2G52	
  
ZNC1GAD1	
  A/B

SCCDR2G52	
  A/B CDR2/cdr2::PCDR2GFP-­‐FRT
ADH1/adh1::ZNC1GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔstb5CDR1G21
A/B

SCSTB5M4	
  A/B stb5-­‐1Δ::FRT/stb5-­‐2Δ::FRT
CDR1/cdr1::PCDR1GFP-­‐caSAT1-­‐FLIP

diese	
  Arbeit
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Stamm Ausgangs-­‐
stamm Relevante	
  Eigenschaften	
  oder	
  Genotyp1 Referenz

GFP-­‐Reporterstämme	
  zur	
  Überprüfung	
  der	
  CDR1-­‐	
  und	
  CDR2-­‐Promotoraktivität	
  unter	
  dem	
  Ein5luss	
  
arti5iziell	
  aktivierter	
  ZCFs	
  bzw.	
  deren	
  Deletion

SCΔstb5CDR1G22
A/B

SCΔstb5	
  
CDR1G21	
  A/B

stb5-­‐1Δ::FRT/stb5-­‐2Δ::FRT
CDR1/cdr1::PCDR1GFP-­‐FRT

diese	
  Arbeit

SCΔtac1CDR1G21
A/B

SCTAC1M4	
  A/B tac1-­‐1Δ::FRT/tac1-­‐2Δ::FRT
CDR1/cdr1::PCDR1GFP-­‐caSAT1-­‐FLIP

diese	
  Arbeit

SCΔtac1CDR1G22
A/B

SCΔtac1
CDR1G21	
  A/B

tac1-­‐1Δ::FRT/tac1-­‐2Δ::FRT
CDR1/cdr1::PCDR1GFP-­‐FRT

diese	
  Arbeit

SCΔzcf34CDR1G21
A/B

SCZCF34M4	
  A/B mrr2Δ::FRT/mrr2Δ::FRT
CDR1/cdr1::PCDR1GFP-­‐caSAT1-­‐FLIP

diese	
  Arbeit

SCΔzcf34CDR1G22
A/B

SCΔzcf34
CDR1G21	
  A/B

mrr2Δ::FRT/mrr2Δ::FRT
CDR1/cdr1::PCDR1GFP-­‐FRT

diese	
  Arbeit

SCΔznc1CDR1G21
A/B

SCZNC1M4	
  A/B znc1-­‐1Δ::FRT/znc1-­‐2Δ::FRT
CDR1/cdr1::PCDR1GFP-­‐caSAT1-­‐FLIP

diese	
  Arbeit

SCΔznc1CDR1G22
A/B

SCΔznc1
CDR1G21	
  A/B

znc1-­‐1Δ::FRT/znc1-­‐2Δ::FRT
CDR1/cdr1::PCDR1GFP-­‐FRT

diese	
  Arbeit

SCΔtac1
ZCF34GAD1	
  A/B

SCΔtac1
CDR1G22	
  A/B

tac1-­‐1Δ::FRT/tac1-­‐2Δ::FRT
ADH1/adh1::MRR2GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔtac1CDR1G22
ZCF34GAD1	
  A/B

SCΔtac1
CDR1G22	
  A/B

tac1-­‐1Δ::FRT/tac1-­‐2Δ::FRT
CDR1/cdr1::PCDR1GFP-­‐FRT
ADH1/adh1::MRR2GAL4AD-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔzcf34TAC1E1
A/B

SCZCF34M4	
  A/B mrr2Δ::FRT/mrr2Δ::FRT
ADH1/adh1::TAC1(G980E)-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

SCΔzcf34CDR1G22
TAC1E1	
  A/B

SCΔzcf34
CDR1G22	
  A/B

mrr2Δ::FRT/mrr2Δ::FRT
CDR1/cdr1::PCDR1GFP-­‐FRT
ADH1/adh1::TAC1(G980E)-­‐caSAT1

diese	
  Arbeit

1 caSAT1-­‐FLIP bezeichnet die SAT1-­‐Flipper-­‐Kassette; FRT ist die FLP-­‐Erkennungssequenz, eine Kopie
verbleibt nach dem Recyceln des SAT1-­‐Flippers im Genom; caSAT1 ist das an den Candida-­‐
Codongebrauch angepasste SAT1-­‐Gen; 3xHA steht für das 3-­‐fache HA-­‐Epitop; DBD bedeutet DNA-­‐
Bindedomäne; GAL4AD steht für die Gal4-­‐Aktivierungsdomäne. Nummerierte Allele eines Gens
unterscheiden sich durch einen Restriktionspolymorphismus oder durch in der Länge variierende
interne Wiederholungen; die numerische Reihenfolge wurde willkürlich festgelegt (genauere
Informationen	
  unter	
  www.candidagenome.org).
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2.5. Fluconazolsensitivitäts-­‐Assay

Die Fluconazolsensitivität wurde durch die Bestimmung der minimalen

Hemmkonzentration (MHK) nach dem in Ruhnke et al., 1994 beschriebenen Prinzip

durchgeführt. Die MHK-­‐Tests aller Vorversuche, die zur Etablierung der Methode zur

künstlichen Aktivierung der Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren notwendig waren,

wurden mit dem High Resolution Medium (HR) der Firma Oxoid durchgeführt. Der

Produktionsstopp dieses Mediums führte dazu, dass alle folgenden MHK-­‐Tests unter der

Verwendung von SD-­‐CSM-­‐Medium stattfanden. In diesem Medium verschob sich der

MHK-­‐Wert um eine Stufe nach oben. Das für die MHK-­‐Tests eingesetzte Fluconazol

wurde	
  von	
  der	
  Firma	
  Sigma-­‐Aldrich	
  bezogen.

Die Untersuchung aller Stämme der Genombibliothek mit den arti5iziell aktivierten

Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren hinsichtlich ihrer Fluconazolsensitivität war das

ausschlaggebendste und richtungsweisende Experiment dieser Arbeit. Für die

durchgeführten MHK-­‐Tests wurde eine 5-­‐mg/ml-­‐Fluconazol-­‐Stocklösung verwendet.

Von diesem Antimykotikum erfolgte zunächst die Herstellung einer Verdünnungsreihe

(Zweifachverdünnungen, 12 Verdünnungsschritte) in SD-­‐CSM-­‐Medium. Die

Ausgangskonzentration betrug entweder 100 μg/ml, meist jedoch 50 μg/ml. Je 100 μl

der entsprechenden Verdünnungen wurden in Microtiterplatten (96-­‐well-­‐Platten)

vorgelegt. Anschließend erfolgte das Resuspendieren von frisch ausgestrichenen

Einzelkolonien der zu untersuchenden Stämme in 2 ml einer physiologischen

Kochsalzlösung (0,9 % NaCl). Die Überführung von 4 μl dieser Zellsuspensionen in 2 ml

SD-­‐CSM-­‐Medium ergab eine ungefähre Endkonzentration von 1000 Zellen pro ml. Das

Vermischen von jeweils 100 μl jener Zellsuspensionen mit den bereits vorgelegten

Verdünnungen komplettierte den MHK-­‐Test. Zusätzlich wurden von jedem Stamm

Wachstumskontrollen angelegt, um eventuelle Fitnessdefekte durch die genetische

Manipulation von der tatsächlichen Wachstumshemmung von Fluconazol zu

unterscheiden. Nach 24-­‐stündiger Inkubation bei 37°C waren die MHK-­‐Werte ablesbar.

Diese wurden mit bloßem Auge bestimmt und stellen jene minimale

Fluconazolkonzentrationen dar, welche notwendig sind, um sichtbares Wachstum der

entsprechenden C.-­‐albicans-­‐Zellen zu verhindern. Der Test wurde mit allen Stämmen

der Genombibliothek durchgeführt. Des Weiteren erfolgte auf gleichem Wege die

Überprüfung der MHKs der in dieser Arbeit erzeugten KO-­‐Mutanten und der
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Überexpressionsstämme, sowie von anderen rekombinanten C.-­‐albicans-­‐Stämmen.

Durch die Herstellung von je zwei unabhängigen Mutanten konnte sichergestellt

werden, dass entsprechende Phänotypen aus der gezielten genetischen Veränderung

resultierten.

2.6. Transkriptionspro;il-­‐Analysen

Die Stämme mit den hyperaktiven Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren CTA4*, STB5*,

ZCF34* (MRR2*) und ZNC1*, welche die höchste Fluconazolresistenz bewirkten, wurden

für detailliertere Analysen ausgewählt. Diese umfassten u. a. die Bestimmung der

Transkriptionspro5ile	
  via	
  Microarray-­‐Analysen	
  und	
  Northern	
  Hybridisierung.

2.6.1.RNA-­‐Isolierung

Die RNA-­‐Isolierung erfolgte nach der Hot-­‐Phenol-­‐Methode in Kombination mit dem

RNeasy-­‐Mini-­‐Kit der Firma Qiagen. YPD-­‐Übernachtkulturen der zu untersuchenden

Stämme wurden 1:100 verdünnt und bei 30°C unter Schütteln bis zu einer OD600 = 1

(ca. 4 h) angezüchtet. Nach dem Abzentrifugieren der Zellen bei 2500 g und 4°C für

4 min wurden diese mit eiskaltem DEPC-­‐behandelten und autoklaviertem Wasser

gewaschen. Nach einer weiteren Zentrifugation für 10 sec, bei 4°C erfolgte die

Aufnahme des Zellpellets in 400 μl TES-­‐Lösung. Nach Zugabe von 400 μl Acid Phenol

und dem Vortexen für 10 sec wurden die Suspensionen für 60 min, bei 65°C unter

gelegentlichem, kurzem Vortexen inkubiert. Nach 5-­‐minütigem Abkühlen auf Eis folgte

ein weiterer Zentrifugationsschritt bei voller Geschwindigkeit und 4°C. Anschließend

wurde die obere, wässrige Phase in ein frisches 1,5-­‐ml-­‐Gefäß überführt, mit 1 vol. RLT-­‐

Puffer (RNeasy Mini Kit, Qiagen) versehen und gründlich durchmischt. Die Fällung der

Nucleinsäuren erfolgte durch Zugabe von 1 vol. Ethanol. Die gesamten Proben, inklusive

der gebildeten Präzipitate, wurden auf eine RNeasy-­‐Mini-­‐Kit-­‐Säule transferiert. Die

weiteren Extraktionsschritte wurden gemäß Herstellerangaben zur Aufreinigung der

Gesamt-­‐RNA	
  von	
  Hefezellen	
  durchgeführt.
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2.6.2.Microarray-­‐Analysen

Für die Microarray-­‐Analysen erfolgte die Extraktion der Gesamt-­‐RNA von drei

unabhängigen Replikaten (2x vom A-­‐Stamm und 1x vom B-­‐Stamm). Anschließend

wurden die Proben bezüglich RNA-­‐Qualität und -­‐Quantität im hauseigenen Bioanalyser

(Agilent 2100) untersucht. Diese Arbeit erfolgte in Zusammenarbeit mit Barbara

Plaschke gemäß der Geräte-­‐Hersteller-­‐Angaben. Die Microarray-­‐Transkriptionspro5il-­‐

Analysen wurden bei der Firma Febit in Auftrag gegeben. Diese führte zunächst eine

eigenständige Qualitätskontrolle durch. Somit diente die eigene Überprüfung lediglich

zur Orientierung in Bezug auf Qualität und Quantität der extrahierten RNA. Der

Microarray-­‐Auftrag umfasste sowohl das Beschaffen/ Herstellen der DNA-­‐Chips als auch

die Hybridisierung dieser mit dem eingeschickten Probenmaterial und eine

anschließende	
  vollständige	
  bioinformatische	
  Auswertung.

2.6.3.Northern	
  Hybridisierung

Die Quantität und Qualität der RNAs für die Northern Hybridisierung wurde mit Hilfe

eines Nano Drop 1000 Spektrometer ermittelt. Je 5 μg RNA der Stämme, welche die

künstlich aktivierten Transkriptionsfaktoren CTA4*, STB5*, ZCF34* (MRR2*) und ZNC1*

exprimieren, wurden auf ein 1,2% RNA-­‐Agarosegel aufgetragen. Hierzu mussten die

Proben wie folgt vorbereitet werden. 4 μl RNA, die 5 μg der Nucleinsäure enthielten,

wurden mit 5 μl 5x RP-­‐Puffer, 4 μl 37% Formaldehyd, 12 μl Formamid und 0,1 μl

Ethidiumbromid (10 mg/ml) versetzt. Anschließend folgte ein 3-­‐minütiges Au5kochen

der RNA-­‐Lösungen bei 95°C und deren Abkühlung auf Eis. Nach Zugabe von 4 μl

5x Ladepuffer konnten die Proben auf das Gel aufgetragen werden. Die

Gelelektrophorese fand bei 50 V, für ca. 2 h statt. Alle Arbeiten der RNA-­‐

Agarosegelelektrophorese wurden unter dem Abzug durchgeführt. Anschließend

erfolgte eine Geldokumentation mittels UV-­‐Licht und Kamera, um die RNA-­‐Qualität und

-­‐Quantität zu visualisieren. Nach 2-­‐fachem 20-­‐minütigem Waschen des Gels in 10x SSC

wurde der Kapillar-­‐Blot aufgebaut. Auf eine Glasschale, die mit 10x SSC (Transferpuffer)

gefüllt war, wurde eine Glasscheibe platziert. Auf diese kam eine Brücke aus

Whatmanpapier, welche auf beiden Seiten in den Transferpuffer eintauchte. Darauf
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wurde das RNA-­‐Gel mit den Taschen nach unten gelegt, gefolgt von der exakt

zugeschnittenen Nylonmembran (Hybond N+, Porenweite 0,45 µm; Amersham), vier

Lagen Whatmanpapier und einer mindestens 20 cm dicken Schicht aus saugfähigen

Tüchern, hier handelsübliche Taschentücher. Zum Abschluss wurde eine Glasplatte auf

der Apparatur platziert, auf welche ein Druck von ca. 500 g wirkte. Der Transfer erfolgte

über Nacht. Am darauffolgenden Tag wurden zunächst die Geltaschen markiert

(mit Bleistift) und die RNA via UV-­‐Licht (crosslinken) auf der Membran 5ixiert. Nach der

Markierung der 28S und der 18S rRNA auf einem Transluminator folgte entweder die

Lagerung des Blots, eingepackt in Frischhaltefolie und Alufolie im Kühlschrank, oder die

Hybridisierung mit entsprechenden DNA-­‐Sonden. Hierzu musste die Membran zunächst

mit dem High-­‐SDS-­‐Puffer (Hybridisierungspuffer) für mindestens 7 h oder über Nacht,

bei 42°C vorhybridisiert werden. Die entsprechend benötigten DNA-­‐Sonden wurden per

PCR mit Digoxigenin (Dig) markierten dNTPs hergestellt und über ein Agarosegel

aufgereinigt. Die Denaturierung der Dig-­‐Sonden geschah bei 95°C für 6 min, gefolgt von

einem kurzen Abkühlen auf Eis. 1-­‐2 μl der Sonden pro 1 ml High-­‐SDS-­‐Puffer

(Gesamtvolumen: 15 ml) hybridisierten mit der Membran über Nacht bei 42°C. Am

darauffolgenden Tag wurde der Blot mehrfach gewaschen: zunächst dreimal 10 min mit

Waschpuffer I bei Raumtemperatur, dann zweimal 15 min mit dem selben Waschpuffer

bei 65°C und einmal 5 min mit Waschpuffer II bei Raumtemperatur, bei der auch alle

folgenden Schritte durchgeführt wurden. Anschließend erfolgte das Absättigen der

Membran mit dem P2-­‐Puffer für 30 min und die ebenfalls 30 min dauernde Inkubation

mit einem mit Peroxidase markierten Anti-­‐Digoxigenin-­‐Antikörper. Nach zweimaligem

Waschen mit Waschpuffer II für je 15 min und P3 für 5 min erfolgte die zur Detektion

notwendige enzymatische Reaktion, ebenfalls für 5 min. Die Membran wurde

anschließend an der Luft getrocknet, in Frischhaltefolie verpackt, für 5 min bei 37°C

au5bewahrt, gefolgt von der Detektion des Signals mit einem Hyper5ilm der Firma

Amersham	
  und	
  einem	
  Tischentwickler.
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2.7. Nachweis	
  der	
  GFP-­‐Expression	
  mittels	
  
Durch;lusszytometrie	
  (FACS)

Zur Quanti5izierung der CDR1-­‐ und CDR2-­‐Expression wurden Stämme erzeugt, die

entsprechende GFP-­‐Reporterfusionen enthalten. Somit war es möglich, die

Promotoraktivität mittels FACS-­‐Analyse (Zluorescence activated cell sorting) zu messen.

Nachdem die Übernachtkulturen der zu untersuchenden Reporterstämme 1:100 mit

frischem YPD-­‐Medium verdünnt wurden, erfolgte eine dreistündige Wachtumsphase

unter Schütteln bei 30°C. Wenn notwendig bzw. im experimentellen Design

vorgesehenen, wurde die CDR1-­‐/2-­‐Expression durch Zugabe von 10 μg/ml Fluphenazin

bzw. 10 μg/ml Estradiol induziert. Darau5hin folgten weitere 60 min bei 30°C unter

Schütteln. Die nichtinduzierten Stämme wurden insgesamt 4 h, bei 30°C schüttelnd

inkubiert. Nach der Wachstums-­‐ bzw. Induktionsphase erfolgte eine 1:10 Verdünnung

der Zellen mit kaltem PBS und die anschließende Messung der Fluoreszenz. Dies

geschah mit einem MACS Quant von Miltenyi Biotec. Hierbei wurden die Parameter so

gewählt, dass mit Hilfe eines Argon-­‐Lasers (488 nm) die Messung der Fluoreszenz von

20.000 Zellen mit einer Durch5lussrate von ca. 500 Zellen pro sec bei 530 nm erfolgte.

Die entsprechende Software (MACSQuantify) lieferte die Werte der durchschnittlichen

Fluoreszenz. Alle FACS-­‐Versuche wurden in mindestens drei unabhängigen Ansätzen

durchgeführt	
  und	
  entsprechende	
  Mittelwerte	
  und	
  Standardabweichungen	
  berechnet.

2.8. Bio;ilm	
  Assay

Die Ergebnisse der Microarray-­‐Daten der vier Transkriptionsfaktoren offenbarten eine

Hochregulation zweier Gene, welche maßgeblich an der Bio5ilmproduktion, einer

wichtigen Virulenzeigenschaft von C. albicans, beteiligt sind: ALS1 und der orf19.5777.

Deshalb sollte überprüft werden, ob die hyperaktiven Regulatoren unter nicht-­‐Bio5ilm-­‐

induzierenden Bedingungen (30°C, keine Induktoren, Standardwachstumsbedingungen)

in der Lage sind, einen solchen auszubilden. Für den Bio5ilm-­‐Assay wurden folgende

Stämme verwendet: CTA4*, STB5*, MRR1*, ZCF34* (MRR2*) und ZNC1* (Stämme mit

hyperaktiven Regulatoren); ALS1-­‐ und orf19.5777-­‐Deletionsmutanten; ALS1-­‐ und

orf19.5777-­‐Deletionsmutanten mit den genannten hyperaktiven Regulatoren; SC5314
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diente als wildtypischer Referenzstamm. MRR1 wurde in diese Untersuchung mit

einbezogen,	
  da	
  ALS1	
  auch	
  ein	
  putatives	
  Zielgen	
  von	
  MRR1	
  ist.

3 ml entsprechender YPD-­‐Übernachtkulturen wurden 1:10 in PBS verdünnt. 500 μl der

resultierenden Zellsuspensionen wurden in einen Napf einer 24-­‐well-­‐Platte gegeben. Als

Nährmedium für die Zellen diente 1 ml YNB-­‐Medium. Die Platten wurden zwei Tage

stehend bei 30°C unter Standardwachstumsbedingungen inkubiert. Die Entfernung der

Überstände erfolgte nach zwei Tagen, zusammen mit zweimaligem vorsichtigem

Waschen	
  der	
  Näpfe	
  mit	
  PBS.	
  Die	
  Auswertung	
  geschah	
  visuell	
  und	
  unter	
  dem	
  Mikroskop.

2.9. Lösungen

Alle in der Arbeit verwendeten Lösungen und Nährmedien, inklusive deren

Zusammensetzung,	
  sind	
  in	
  Tabelle	
  4	
  aufgelistet.

Tab.	
  4: In	
  dieser	
  Arbeit	
  verwendete	
  Lösungen	
  und	
  Nährmedien

Lösungen/Medien Zusammensetzung Firma

B/B+-­‐Puffer
(Proteinextraktion)

100	
  mM	
  Tris-­‐Cl	
  200	
  mM	
  NaCl,	
  20	
  %	
  Glycerin,	
  5	
  mM	
  EDTA	
  pH	
  7,5/
+1:25	
  PIM	
  (Protease	
  Inhibitor	
  Mix;	
  complete	
  EDTA-­‐free	
  Tablets)

Roth,
Roche

Blocking	
  Reagent
(10	
  %)
(Northern	
  Blot)

P1	
  Puffer	
  1x
1:10	
  Blocking	
  Reagent	
  (Pulver)

Roth,
Böhringer	
  
Mannheim

Breaking	
  Buffer
(DNA-­‐Isolierung)

100	
  mM	
  NaCl,	
  10	
  mM	
  Tris-­‐Cl,	
  1	
  mM	
  EDTA,	
  2	
  %	
  TritonX-­‐100,	
  1	
  %	
  
SDS

Roth

Harnstoffpuffer 6	
  M	
  Harnstoff,	
  0,4	
  %	
  SDS,	
  0,5x	
  SSC Roth

High	
  SDS	
  Puffer
(Northern	
  Blot)

7	
  %	
  SDS
50	
  %	
  Formamid	
  (deionisiert)
5x	
  SSPE
2%	
  Blocking	
  Reagent

Roth,
AppliChem,
Böhringer	
  
Mannheim

Ladepuffer	
  (5x) 25	
  mM	
  Tris-­‐Cl	
  pH	
  7,	
  150	
  mM	
  EDTA	
  pH	
  8,	
  0,05	
  %	
  Bromphenolblau,
25	
  %	
  Glycerin

Roth,	
  
AppliChem

Lämmli-­‐Puffer	
  (3x) 240	
  mM	
  Tris-­‐Cl,	
  6	
  %	
  SDS,	
  30	
  %	
  Glycerin,	
  16	
  %	
  β-­‐Mercaptoethanol,
0,002	
  %	
  Bromphenolblau

Roth,	
  
AppliChem

Lauroylsarkosin
(10	
  %)

Sigma

LB-­‐Medium
LB-­‐Agar
LB-­‐amp	
  Medium/	
  
Agar

0,5	
  %	
  Hefeextrakt,	
  1	
  %	
  Pepton,	
  0,5	
  %	
  NaCl
+	
  1,5	
  %	
  Agar
+	
  1	
  μg/ml	
  Ampicillin

Becton	
  
Dickinson,
Roth

PBS/T	
  (1x) 3,8	
  mM	
  KH2PO4,	
  16,2	
  mM	
  Na2HPO4,	
  75	
  mM	
  NaCl,	
  pH	
  7,4/
0,1	
  %	
  Tween	
  20

Roth,	
  
AppliChem
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Lösungen/Medien Zusammensetzung Firma

PCI	
  (DNA-­‐Isolierung) Phenol-­‐Chloroform-­‐Isoamylalkohol Roth

P1	
  Puffer	
  (10x)
(Northern	
  Blot)

1	
  M	
  Maleinsäure
1,5	
  M	
  Natrimchlorid
pH	
  7

Roth

P2	
  Puffer
(Northern	
  Blot)

1x	
  P1	
  Puffer
1:10	
  Blocking	
  Reagent
(immer	
  frisch	
  herstellen)

Roth,
Böhringer	
  
Mannheim

P3	
  Puffer
(Northern	
  Blot)

100	
  mM	
  Tris-­‐Cl
100	
  mM	
  NaCl
50	
  mM	
  MgCl2
pH	
  9,5

Roth

RP	
  Puffer	
  (5x)
(RNA-­‐Agarosegel)

200	
  mM	
  MOPS
50	
  mM	
  Natriumacetat-­‐trihydrat
10	
  mM	
  EDTA
pH	
  7

Roth

SSC	
  (20x) 0,3	
  M	
  Na-­‐Citrat,	
  3	
  M	
  NaCl Roth

SSPE	
  (20x) 3	
  M	
  NaCl
0,2	
  M	
  Na2HPO4

0,02	
  M	
  EDTA
pH	
  7,4

Roth

TAE	
  (1x) 40	
  mM	
  Tris,	
  20	
  mM	
  Essigsäure,	
  1	
  mM	
  EDTA Roth,	
  
AppliChem

TE-­‐Puffer	
  (10x) 100	
  mM	
  Tris-­‐Cl	
  pH	
  7,5,	
  10	
  mM	
  EDTA	
  pH	
  7,5 Roth

TES	
  Lösung
(RNA-­‐Extraktion)

10	
  mM	
  Tris-­‐Cl	
  pH	
  7,5
10	
  mM	
  EDTA
0,5	
  %	
  SDS

Roth

Transferpuffer
(Western	
  Blot)

50	
  mM	
  Tris,	
  40	
  mM	
  Glycin,	
  0,04	
  %	
  SDS,	
  5	
  %	
  Methanol Roth

Waschpuffer	
  I
(Northern	
  Blot)

1x	
  SSC
0,1	
  %	
  SDS

Roth

Waschpuffer	
  II
(Northern	
  Blot)

1x	
  SSC
0,3	
  %	
  Tween	
  20

Roth

YCB-­‐Medium

YCB-­‐BSA-­‐Medium

2,34	
  %	
  Yeast	
  Carbon	
  Base
0,2	
  %	
  Hefeextrakt
ph	
  4
+0,4	
  %	
  BSA	
  (Rinderserumalbumin)

Becton	
  
Dickinson,
GERBU	
  
Biotechnik

YNB-­‐Medium
(SD-­‐Medium;
MM-­‐Medium)
YNB-­‐Agar
YNB-­‐CSM-­‐Medium/-­‐
Agar

0,67	
  %	
  YNB	
  mit	
  Ammoniumsulfat	
  (für	
  MHK:	
  pH	
  5,8)
2	
  %	
  Glucose

+	
  1,5	
  %	
  Agar
1	
  %	
  CSM-­‐Mix	
  (steril5iltriert)

Becton	
  
Dickinson

YPD-­‐Medium
YPD-­‐Agar
N200-­‐Agar

YPM-­‐Medium

1	
  %	
  Hefeextrakt,	
  2	
  %	
  Pepton,	
  2%	
  Glucose
+	
  1,5	
  %	
  Agar
+	
  200	
  μg/ml	
  Nourseothricin

1	
  %	
  Hefeextrakt,	
  2	
  %	
  Pepton,	
  2%	
  Maltose

Becton	
  
Dickinson,
Roth,
Werner	
  
Bioagents

2.9.	
  Lösungen
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3. Ergebnisse

Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren spielen sowohl bei der Entwicklung von

Resistenzen, als auch bei der Ausbildung wichtiger Virulenzfaktoren eine entscheidende

Rolle in C. albicans. Die wichtigsten Vertreter, welche bisher charakterisiert wurden,

sind Mrr1 als Masterregulator der Multidrug-­‐Ef5luxpumpe MDR1 [Morschhäuser et al.,

2007], Tac1, der die Expression der ABC-­‐Transportergene CDR1 und CDR2 steuert [Coste

et al., 2004], aber auch Upc2, ein Transkriptionsfaktor, der die Expression vieler Gene

des Ergosterolbiosyntheseweges reguliert [Silver et al., 2004; MacPherson et al., 2005].

Ume6, Ahr1 (Zcf37) und Sef1 gehören zu den Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren,

denen wichtige Funktionen in der Virulenzfaktor-­‐Regulierung zugeschrieben wurden

[Banerjee et al., 2008; Askew et al., 2011; Chen et al., 2011]. Gain-­‐of-­‐function-­‐

Mutationen in den resistenzbeein5lussenden Transkriptionsfaktoren sind häu5ig für die

Resistenz in klinischen Isolaten verantwortlich [Coste et al., 2006; Morschhäuser et al.,

2007; Dunkel et al., 2008b]. Viele der zu dieser Proteinfamilie gehörenden Regulatoren

sind aber nach wie vor nicht charakterisiert worden. Durch die Hypothese, dass es

weitere Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren geben könnte, die an der

Resistenzentwicklung beteiligt sind, sollte in dieser Arbeit zunächst eine Strategie

entwickelt werden, die die Charakterisierung der ganzen Proteinfamilie ermöglicht.

Herkömmliche Charakterisierungsmethoden, wie das Inaktivieren oder

Überexprimieren von Genen im Laborstamm SC5314, offenbarten weder im Fall von

MRR1 noch von TAC1 deren wichtige Funktionen bei der Resistenzausbildung. Deshalb

sollte eine völlig neuartige Methode zur Charakterisierung der Mitglieder der Zink-­‐

Cluster-­‐Proteinfamilie etabliert werden. Diese Methode basierte auf der Entdeckung,

dass die Fusion der MRR1-­‐DNA-­‐Bindedomäne (DBD) mit der GAL4-­‐Aktivierungsdomäne

(AD) von S. cerevisiae und die Integration des Hybrids in einemrr1-­‐Deletionsmutante zu

einem funktionellen und sogar hyperaktiven Transkriptionsfaktor führte, welcher

Fluconazolresistenz	
  vermittelt	
  [Schubert	
  et	
  al.,	
  2011b].
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3.1. Etablierung	
  der	
  Methode	
  zur	
  arti;iziellen	
  Aktivierung	
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  Zink-­‐Cluster-­‐Transkritptionsfaktoren	
  in	
  C.	
  albicans

Um zu überprüfen, ob sich eine Fusion der DBD der Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren

mit der ScGAL4-­‐AD als eine generelle Methode zur Aktivierung dieser Regulatoren

eignet, wurden zunächst solche Fusionen auch für Tac1 und Upc2 hergestellt, zwei

Regulatoren die ebenfalls maßgeblich an der Resistenzentwicklung beteiligt sind. Die

Expression dieser Hybride erfolgte unter der Kontrolle des ADH1-­‐Promotors.

Anschließende MHK-­‐Analysen zeigten, dass auch die Hybridproteine der Tac1-­‐DBD und

der Upc2-­‐DBD eine erhöhte Fluconazoltoleranz, verglichen mit dem Wildtyp, bewirkten

(siehe Abbildung 5, B und C). Zum Vergleich wurden ebenfalls die MHKs der

entsprechenden Deletionsmutanten, sowie die MHKs von Stämmen, die das

wildtypische bzw. ein natürlich vorkommendes hyperaktives MRR1, TAC1 und UPC2

unter der Kontrolle des ADH1-­‐Promotors exprimieren, bestimmt. Die Ergebnisse sind in

Abbildung	
  5	
  A-­‐C	
  dargestellt.
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Abb.	
  5: Die arti;iziell aktivierten Transkriptions-­‐
faktoren Mrr1, Tac1 und Upc2 vermitteln
Fluconazolresistenz. MHK von Fluconazol [µg/ml]
für den Wildtypstamm SC5314, den Deletions-­‐
mutanten mrr1Δ, tac1Δ und upc2Δ, den Stämmen,
die die entsprechenden wildtypischen bzw. natürlich
hyperaktiven Transkriptionsfaktoren und die
angegebenen Hybridproteine unter der Kontrolle
des ADH1-­‐Promotors exprimieren. Die MHK-­‐Tests
wurden in HR-­‐Medium durchgeführt. Unabhängig
voneinander hergestellte Transformanten einer
Serie	
  verhielten	
  sich	
  identisch.

WT
#

tac
1Δ
#

TA
C1
#

TA
C1
(G
98
0E
)#

TA
C1
DB
D4
GA
L4
AD
#

TA
C1
4G
AL
4A
D*
#

MHK#von#Fluconazol#[µg/ml]#

0,2$
0,39$
0,78$
1,56$

6,25$
3,13$

B"

3.	
  Ergebnisse

56



Abbildung 5 A vereinigt die wichtigsten Ergebnisse der MHK-­‐Untersuchungen, die mit

MRR1 durchgeführt wurden. Hierbei ist deutlich zu erkennen, dass das Fusionsprotein

aus der Mrr1-­‐DBD und der Gal4-­‐AD auch im wildtypischen Hintergrund, also bei

Anwesenheit beider endogener MRR1-­‐Allele, in der Lage war, eine erhöhte

Fluconazolresistenz zu bewirken, wenn auch nicht so ef5izient wie ein hyperaktives

Mrr1 mit einer P683S gain-­‐of-­‐function-­‐Mutation. Die Deletion von MRR1 oder die

Expression des wildtypischen Transkriptionsfaktors unter dem starken ADH1-­‐Promotor

hatte keinen Ein5luss auf die Fluconazolresistenz (Abbildung 5 A). Im Wildtypstamm ist

Tac1 ebenso wie Mrr1 nicht aktiv unter Standardbedingungen, weshalb auch seine

Deletion oder Überexpression unter dem ADH1-­‐Promotor die Fluconazolresistenz nicht

beein5lussten (siehe Abbildung 5 B). Das Fusionsprotein aus der Tac1-­‐DBD und der

Gal4-­‐AD war jedoch in der Lage, diese Resistenz leicht zu erhöhen. Der Zink-­‐Cluster-­‐

Transkriptionsfaktor Upc2 spielt schon für die wildtypische Toleranz gegenüber

Fluconazol eine wichtige Rolle. Somit führte die Deletion von UPC2 zu einer

Hypersensitivität gegenüber diesem Antimykotikum (Abbildung 5 C). Die Expression

dieses Regulators unter dem ADH1-­‐Promotor bewirkte dementsprechend auch schon

einen leichten Anstieg der Fluconazoltoleranz. Stämme mit dem Fusionsprotein der

Upc2-­‐DBD und der Gal4-­‐AD waren dennoch resistenter gegenüber Fluconazol. Diese

erhöhte Fluconazolresistenz war durchaus vergleichbar mit der, die von einem

hyperaktiven	
  Upc2	
  mit	
  einer	
  G648D	
  gain-­‐of-­‐function-­‐Mutation	
  bewirkt	
  wurde.

Interessanter Weise konnte Schubert et al., 2011b zeigen, dass das bloße Anhängen

eines C-­‐terminalen Epitops (3x HA-­‐Epitop) an Mrr1 zu einem hyperaktiven Regulator

führte. Dieser war in der Lage, die Fluconazolresistenz genauso zu erhöhen wie ein

Mrr1 mit einer natürlich vorkommenden gain-­‐of-­‐function-­‐Mutation (Abbildung 5 A).

Ähnliche Beobachtungen konnten auch von Znaidi et al., 2008 für Upc2 gemacht

werden. Aufgrund dessen lag die Vermutung nahe, dass die Fusion der kompletten

offenen Leseraster von MRR1, TAC1 und UPC2 mit der GAL4-­‐AD eventuell zu einer

höheren konstitutiven Aktivität dieser Regulatoren führen könnte. Die darau5hin

hergestellten Stämme, die diese neuen Fusionen exprimierten, wiesen in allen drei

Fällen eine stark erhöhte Fluconazolresistenz auf (siehe Abbildung 5 A-­‐C, schwarze

Balken). Diese Resistenz der Stämme mit den arti5iziell aktivierten (*) Mrr1*, Tac1* und

Upc2* war durchaus vergleichbar mit jener die von Stämmen erreicht wird, die

natürlich vorkommende gain-­‐of-­‐function-­‐Mutationen in den entsprechenden

3.1.	
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  der	
  Methode
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Regulatoren besitzen. Mrr1* und Tac1* bewirkten hierbei einen 32-­‐fachen Anstieg der

Fluconazolresistenz (Abbildung 5 A und B). Im Fall des künstlich aktivierten Upc2*

konnte eine 4-­‐fach erhöhte Resistenz, verglichen mit dem Wildtyp, vermerkt werden.

Alle drei aktivierten Regulatoren waren in der Lage, trotz Anwesenheit der

entsprechenden endogenen wildtypischen Allele, Resistenz zu bewirken.

Zusammengenommen demonstrieren diese Ergebnisse, dass die Fusion von den Zink-­‐

Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren Mrr1, Tac1 und Upc2 mit der Gal4-­‐AD aus S. cerevisiae

tatsächlich zu einer künstlichen Aktivierung führte. Diese Methode könnte sich

demzufolge als eine generelle Strategie zur funktionellen Analyse der Zink-­‐Cluster-­‐

Transkriptionsfaktoren eignen. Sie stellt ein erfolgsversprechendes zusätzliches

Werkzeug zu den konventionellen Methoden der funktionellen Charakterisierung dieser

Proteinfamilie dar. Die Tatsache, dass weder die Deletion, noch die Überexpression von

MRR1 und auch TAC1 deren Rolle in der Resistenzentwicklung offenbaren konnte,

wohingegen jedoch die arti5izielle Aktivierung deren Fähigkeit zur Resistenzvermittlung

aufdeckte, machte diesen neuartigen Ansatz noch attraktiver. Deshalb wurde diese

Strategie genomweit für alle putativen Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren von

C.	
  albicans	
  angewendet.

3.2. Die Bibliothek der arti;iziell aktivierten Zink-­‐Cluster-­‐
Transkriptionsfaktoren

Um die gesamte Proteinfamilie der Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren von C. albicans

arti5iziell zu aktivieren, wurden zunächst alle Gene mit dem typischen Zink-­‐Cluster-­‐

Motiv mithilfe der Genomsequenz identi5iziert und in eine entsprechende

Expressionskassette (siehe Material und Methoden 2.1. Abbildung 1) kloniert. Für jeden

einzelnen Transkriptionsfaktor wurden jeweils zwei unabhängige Expressionskassetten

herstellt, um via Sequenzierung noch unbekannte Polymorphismen von möglichen PCR-­‐

Fehlern zu unterscheiden. Die so entstandene Plasmidbibliothek umfasste alle 82

putativen Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren von C. albicans. Die entsprechenden

Expressionskassetten wurden anschließend isoliert und in den Wildtypstamm SC5314

transformiert. Es konnten für alle Regulatoren dieser Familie positive Transformanten
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erzeugt werden, mit Ausnahme von ZCF29, dessen Expression in dieser hyperaktiven

Form scheinbar zu einem letalen Phänotyp führte. Der Nachweis der potentiell

hyperaktiven Proteine erfolgte per Western Blot Analysen mithilfe eines Anti-­‐HA-­‐

Antikörpers. Für jeden Transkriptionsfaktor wurden zwei unabhängige Transformanten

erzeugt,	
  um	
  die	
  Reproduzierbarkeit	
  der	
  entsprechenden	
  Phänotypen	
  zu	
  veri5izieren.

Die künstliche Aktivierung einiger Transkriptionsfaktoren führte zu einer direkt

sichtbaren phänotypischen Veränderung. Dadurch konnten bereits nach der

Transformation Rückschlüsse auf deren Funktionen gezogen werden. Exemplarisch sind

in Abbildung 6 die Stämme mit den hyperaktiven Regulatoren Ume6*, Ahr1* (Zcf37*),

Zcf17*, orf19.1604* und Sef1* dargestellt. Zum Vergleich dient eine wildtypische

Kolonie	
  von	
  SC5314	
  im	
  oberen	
  Bildteil.

Abb.	
  6: Phänotypen von Stämmen mit arti;i-­‐
ziell aktivierten Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptions-­‐
faktoren. Die Expression des arti5iziell aktivierten
UME6*, AHR1* und ZCF17* bedingt 5ilamentöses
Wachstum unter Standardbedingungen. Gezeigt
sind repräsentative Kolonien nach 2-­‐tägigem
Wachstum bei 30°C auf YPD-­‐Agarplatten. Die
arti5izielle Aktivierung des orf19.1604* führte
unter Selektionsdruck von Nourseothricin zu stark
gerunzelten Kolonien. (Wachstum: 2 Tage, 30°C auf
N200-­‐Platten). Die Expression des hyperaktiven
SEF1* bewirkte die Produktion eines gelblichen
Überstandes in Flüssigkulturen. Dargestellt sind
Übernachtkulturen des Wildtypstammes SC5314
(links) und dessen Derivat mit der SEF1-­‐GALAD-­‐
Fusion (SEF1*; rechts). Die Inkubation erfolgte
über	
  Nacht	
  bei	
  30°C	
  in	
  SD-­‐Medium.

Ume6 ist ein Regulator, der essentiell für die Virulenz von C. albicans ist [Banerjee et al.,

2008]. Er ist maßgeblich für 5ilamentöses Wachstum verantwortlich. Unter

Standardbedingungen wird er in C. albicans nicht exprimiert [Kadosh and Johnson,

2005]. In Abbildung 6 ist ersichtlich, dass Ume6 durch die Fusion mit der Gal4-­‐AD

scheinbar in einem permanent aktiven Zustand vorhanden ist. Dadurch produzierten

die transformierten Zellen obligatorisch Hyphen und die dafür typischen, stark

gerunzelten Kolonien. Eine ähnliche Morphologie konnte auch bei AHR1* beobachtet
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werden. Für diesen Transkriptionsfaktor wurden ebenfalls wichtige Funktionen bei der

Regulation von Virulenzfaktoren nachgewiesen [Askew et al., 2011]. Auch der

Transkriptionsfaktor ZCF17 scheint beim 5ilamentösen Wachstum eine Rolle zu spielen

[Vandeputte et al., 2011]. Obwohl für zcf17-­‐Deletionsmutanten sowohl verstärktes als

auch vermindertes Hyphenwachstum berichtet wurden, so scheint er im hyperaktiven

Zustand die Filamentierung zu verstärken. Mithilfe der arti5iziellen Aktivierung der

Transkriptionsfaktoren konnten auch noch unbekannte Regulatoren des

Hyphenwachstums entdeckt werden. Der Transkriptionsfaktor mit der Nummer

orf19.1604 führte im hyperaktiven Zustand unter Nourseothricin-­‐Selektionsdruck zu

stark gerunzelten Kolonien. Unverkennbar ist auch der Ein5luss des hyperaktiven Sef1*.

Die SEF1*-­‐Zellen produzierten immer einen gelb-­‐grünen Überstand, der besonders

deutlich im 5lüssigen Minimalmedium zu erkennen ist. Für diesen Transkriptionsfaktor

wurde kürzlich gezeigt, dass er bei der Eisen-­‐Homöostase eine Rolle spielt und

besonders unter Eisen-­‐Mangelbedingungen aktiv ist [Chen et al., 2011]. Mit diesen

Bedingungen soll eine Produktion von Flavinen einhergehen, was ein Grund für die

Farbe	
  des	
  Überstandes	
  sein	
  könnte	
  [Knight	
  et	
  al.,	
  2002].

3.3. Neue	
  Regulatoren	
  der	
  Fluconazolresistenz

Einige Vertreter bisher beschriebener Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren haben einen

entscheidenden Ein5luss auf die Multidrug-­‐Resistenz in C. albicans. Darum lag die

Vermutung nahe, dass weitere bislang noch unentdeckte Mitglieder dieser

Proteinfamilie ebenfalls bei der Resistenzentwicklung eine Rolle spielen. Um

herauszu5inden, ob und welche dieser Regulatoren die Resistenz von C. albicans

beein5lussen, wurden MHK-­‐Tests mit dem gängigen Antimykotikum Fluconazol

durchgeführt. Hierfür wurde für die gesamte Bibliothek der künstlich aktivierten Zink-­‐

Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren die MHK mit der unter 2.5. beschriebenen Methode

bestimmt.	
  Die	
  Ergebnisse	
  sind	
  in	
  Abbildung	
  7	
  veranschaulicht.
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Abb.	
  7: Die arti;izielle Aktivierung der Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren identi;izierte neue
Resistenzregulatoren in C. albicans. MHK von Fluconazol [μg/ml] für den Wildtypstamm SC5314
(hellgrau), den künstlich aktivierten Stämmen MRR1*, TAC1* und UPC2* (grau) und den Stämmen mit
künstlich aktivierten Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren, die durch eine erhöhte Resistenz auf5ielen
(schwarz). Die MHK-­‐Tests wurden in SD-­‐CSM-­‐Medium durchgeführt. Unabhängig voneinander
hergestellte	
  Transformanten	
  einer	
  Serie	
  verhielten	
  sich	
  identisch.

Mithilfe der künstlichen Aktivierung konnten 14 zusätzliche, zu den drei bislang

bekannten, Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren entdeckt werden, die einen Ein5luss auf

die Fluconazolresistenz ausüben. Drei von ihnen vermittelten sogar eine höhere

Resistenz als UPC2*, bei dem es verglichen mit dem Wildtyp zu einem 4-­‐fachen Anstieg

der Resistenz kam. Der Transkriptionsfaktor, welcher in der oben stehenden Abbildung

als MRR2 bezeichnet wird, hatte den vorläu5igen Namen ZCF34. Da diesem in der

vorliegenden Arbeit wichtige Funktionen bei der Regulation der Multidrug-­‐Ef5luxpumpe

CDR1 nachgewiesen werden konnten (siehe Abschnitt 3.5.), wird er im Folgenden als

MRR2 (multidrug resistance regulator 2) bezeichnet. Zusammen mit den Stämmen STB5*

und ZNC1* wuchs er bis zu einen MHK-­‐Wert von 3,13 μg/ml, was einem Anstieg der

Fluconazolresistenz um das 8-­‐fache, verglichen mit dem Wildtyp, entspricht. CTA4*,

ARO80*, ZCF25* und ZCF35* wiesen eine 4-­‐fach erhöhte Fluconazolresistenz auf. Die

Stämme mit den hyperaktiven Ahr1*, Lys14*, Lys144*, Suc1*, Zcf9* und Zcf38* konnten

die Fluconazol-­‐MHK zumindest noch um eine Stufe erhöhen. Alle anderen Stämme der

Bibliothek, die nicht in der Abbildung 7 gezeigt sind, besaßen eine wildtypische

Fluconazolemp5indlichkeit.

Die Stämme CTA4*, STB5*, MRR2* und ZNC1* wurden für weitere Analysen ausgewählt,

da sie die höchste Fluconazolresistenz verursachten. CTA4* befand sich trotz der MHK

von 1,6 μg/ml mit in der Auswahl, weil er in dem ersten Screening ebenfalls eine 8-­‐fach

erhöhte Resistenz aufwies. Zunächst sollte überprüft werden, ob die Deletion dieser vier
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Transkriptionsfaktoren oder die Expression der entsprechenden wildtypischen Gene

unter dem starken ADH1-­‐Promotor auch deren Funktion in der Resistenzentwicklung

offenbart. Demzufolge wurden entsprechende Deletionsmutanten und

Überexpressionsstämme hergestellt. Anschließend wurde deren Sensitivität gegenüber

Fluconazol	
  in	
  einem	
  MHK-­‐Test	
  bestimmt	
  (Abbildung	
  8).

Abb.	
  8: Vergleich: künstliche Aktivierung, Deletion und Überexpression. MHK
von Fluconazol [μg/ml] für den Wildtypstamm SC5314, für die Stämme, die die
hyperaktiven Transkriptionsfaktoren CTA4*, STB5*, MRR2* und ZNC1* bzw. die
entsprechenden wildtypischen Regulatoren unter der Kontrolle des starken ADH1-­‐
Promotors (über-­‐)exprimieren und für die Deletionsmutanten cta4Δ, stb5Δ, mrr2Δ
und znc1Δ. Die MHK-­‐Tests wurden in SD-­‐CSM-­‐Medium durchgeführt. Unabhängig
voneinander	
  hergestellte	
  Transformanten	
  einer	
  Serie	
  verhielten	
  sich	
  identisch.

In Abbildung 8 sind die Vorzüge der neu etablierten Methode noch einmal deutlich

demonstriert. Weder die Deletion von CTA4, STB5 noch die von ZNC1 führte zu einer

erhöhten Fluconazolemp5indlichkeit. Lediglich die mmr2-­‐Deletionsmutante zeigte eine

leichte Sensitivität gegenüber Fluconazol, was zuvor auch schon von Homann et al.,

2009 beschrieben wurde. Die Expression der genannten Transkriptionsfaktoren unter

der Kontrolle des ADH1-­‐Promotors hatte keinerlei Auswirkungen auf die

Fluconazoltoleranz.
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3.4. Genexpressionspro;ile	
  von	
  CTA4*,	
  STB5*,	
  MRR2*	
  &	
  ZNC1*

Um herauszu5inden, welche Gene von C. albicans in den Stämmen CTA4*, STB5*, MRR2*

und ZNC1* hochreguliert sind, also potentielle Zielgene der vier Zink-­‐Cluster-­‐

Transkriptionsfaktoren sein könnten, wurden bei der Firma Febit Microarray-­‐Analysen

der entsprechenden Stämme in Auftrag gegeben. Hierbei wurden deren

Transkriptionspro5ile mit dem des Wildtypstamms SC5314 verglichen. Eine Liste der

vollständigen Pro5ile, mit allen mindestens 2-­‐fach hochregulierten Genen, be5indet sich

im	
  Anhang	
  dieser	
  Arbeit	
  (Tabelle	
  6;	
  Seite	
  101ff).

Das rechts stehende Diagramm gibt einen

kompakten Überblick über die Anzahl der

hochregulierten Gene in den Stämmen mit

den vier künstlich aktivierten Transkrip-­‐

tionsfaktoren. So konnten für CTA4*

insgesamt 153 hochregulierte Gene

festgestellt werden. In STB5* sind es 137

Hochregulierungen und in MRR2* und

ZNC1*	
  32	
  bzw.	
  104. Abb.	
  9: Anzahl hochregulierter Gene in CTA4*,
STB5*,	
  MRR2*	
  und	
  ZNC1*.	
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Abb.	
  10: Venndiagramm	
  der	
  hoch-­‐
regulierten	
  Gene.	
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Interessanterweise gab es in allen vier

Stämmen 71 überlappende Hochregulie-­‐

rungen, d. h. es gab zahlreiche Gene, die

von mindestens zwei der hyperaktiven

Transkriptionsfaktoren beein5lusst wer-­‐

den. Zur besseren Übersicht wurde dies in

dem nebenstehenden Venndiagramm ver-­‐

anschaulicht.
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Beeindruckender Weise gab es unter den hochregulierten Genen ein Set aus acht Genen,

welches in allen vier Stämmen verstärkt exprimiert wurde (siehe Tabelle 5; Seite 64). Zu

diesen acht Genen gehört z. B. PDR16 und der orf19.344, die beide auch Teil des Tac1-­‐

Regulons sind [Liu et al., 2007; Znaidi et al., 2007]. Der orf19.7042, ebenfalls Bestandteil

des Sets, konnte zuvor auch schon in Zusammenhang mit Azolresistenz gebracht

werden. Er ist eines der Zielgene von Mrr1 [Schubert et al., 2011a]. Des Weiteren

wurden die Gene für eine Glutathion-­‐S-­‐Transferase (GST2), eine Superoxiddismutase

(SOD3) und eine alternative Oxidase (AOX2) in allen vier Stämmen stärker exprimiert.

Aber auch die Gene ALS1 und der orf19.5777, die wesentliche Funktionen bei der

Adhäsion und der Bio5ilmbildung in C. albicans besitzen, zählten zu dem Set der acht

verstärkt exprimierten Gene. Eine Übersicht über die gemeinsam hochregulierten Gene

und	
  die	
  entsprechenden	
  fold-­‐change-­‐Werte	
  be5indet	
  sich	
  in	
  Tabelle	
  5.

Tab.	
  5: Übersicht	
  der	
  acht	
  gemeinsam	
  hochregulierten	
  Gene.

Gen
fold	
  change

Annotation
CTA4* STB5* MRR2* ZNC1*

ALS1 3,84 4,56 7,13 21,92 Adhäsin,	
  ALS-­‐Familie,	
  Zellober5lächen	
  Glykoprotein;	
  
wichtig	
  bei	
  der	
  Bio5ilmproduktion	
  und	
  Virulenz

AOX2 266,57 240,10 6,39 6,16 Alternative	
  Oxidase;	
  wichtig	
  bei	
  oxidativem	
  Stress

GST2 38,08 7,24 4,48 4,52 Gluthation-­‐S-­‐Transferase;	
  hochreguliert	
  in	
  Fluconazol-­‐
exponierten	
  Zellen

PDR16 3,80 2,67 3,00 3,60 Phosphatityl-­‐Inositol-­‐Transferprotein;	
  korrelliert	
  mit	
  
CDR1/CDR2	
  Überexpression	
  und	
  Azolresistenz

SOD3 18,89 12,63 19,58 24,05
Mangan-­‐enthaltende,	
  zytosolische	
  
Superoxiddismutase,	
  in	
  der	
  stationären	
  Phase	
  
exprimiert

orf19.344 19,73 17,06 77,97 61,27
hochreguliert	
  nach	
  Fluphenazin-­‐Behandlung	
  und	
  in	
  
azolresistenten	
  Stämmen	
  mit	
  hochregulierten	
  CDR1	
  
und	
  CDR2,	
  eventuell	
  Tac1	
  reguliert

orf19.5777 4,50 6,78 2,79 9,03 induziert	
  während	
  Bio5ilmproduktion

orf19.7042 22,72 8,70 4,54 25,88 hochreguliert	
  in	
  azolresistenten,	
  MDR1	
  
überexprimierenden	
  Stämmen

Um die Microarray-­‐Daten zu veri5izieren wurden anschließend Northern-­‐

Hybridisierungen durchgeführt. Hierfür wurden Digoxigenin-­‐markierte PCR-­‐Sonden für

die acht gemeinsam hochregulierten Gene hergestellt. Die Gesamt-­‐RNA des
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Wildtypstamms SC5314 und der Stämme CTA4*, STB5*, MRR2* und ZNC1* wurde

mittels Agarose-­‐Gelelektrophorese aufgetrennt. Da diese zuvor mit Ethidiumbromid

versehen wurde, diente die anschließende Geldokumentation gleichzeitig als

Ladekontrolle. Der Transfer und die Hybridisierung erfolgten nach dem unter 2.3.

beschriebenen Prinzip. Die Ergebnisse der Northern Hybridisierungen sind in der

Abbildung	
  11	
  dokumentiert.

Abb.	
  11: Northern Hybridisierung.
Nachweis der Transkripte, der acht in
den Microarray-­‐Analysen hochre-­‐
gulierten Gene in den Stämmen CTA4*,
STB5*, MRR2*, ZNC1* und dem Wild-­‐
typstamm SC5314. Ethidiumbromid-­‐
gefärbte 18S rRNA diente als Lade-­‐
kontrolle.

Mithilfe der Northern-­‐Blot-­‐Analysen konnten die Microarray-­‐Daten nur teilweise

bestätigt werden. So war eine verstärkte ALS1-­‐Expression nur in den Stämmen MRR2*

und ZNC1* mit der Northern-­‐Blot-­‐Technik nachweisbar. Eine erhöhte Expression von

AOX2 war für ZNC1* mittels Northern Hybridisierung nicht detektierbar, wohingegen

eine erhöhte GST2-­‐mRNA-­‐Konzentration in allen vier Stämmen festgestellt werden

konnte. Eine stärkere PDR16-­‐Transkription war auf diesem Wege nur in MRR2* zu

veri5izieren. Der Nachweis der SOD3-­‐Expression gestaltete sich in vier allen Stämmen

schwierig, da die entsprechenden Banden immer von einem starken unspezi5ischen

Signal überschattet wurden. Die mRNAs vom orf19.344 konnten mit der angewandten

Northern-­‐Blot-­‐Methode nur in MRR2* detektiert werden, wogegen sich die erhöhte

Expression	
  des	
  orf19.5777	
  und	
  des	
  orf19.7042	
  in	
  allen	
  vier	
  Stämmen	
  veri5izieren	
  ließ.
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Zur Überprüfung, ob eines der laut Microarray-­‐Daten hochregulierten acht Gene für die

Fluconazolresistenz verantwortlich ist, wurden parallel dazu Deletionsmutanten dieser

acht Gene hergestellt. Anschließend wurden die künstlich aktivierten Zink-­‐Cluster-­‐

Transkriptionsfaktoren in die Deletionsmutanten integriert. Da einige der acht Gene

auch potentielle Zielgene von Mrr1 und Tac1 darstellen, erfolgte die Integration der

künstlich aktivierten Versionen dieser Regulatoren ebenfalls in die konstruierten

Deletionsmutanten. Anschließende MHK-­‐Analysen mit Fluconazol offenbarten keine

neuen Erkenntnisse im Hinblick auf noch unbekannte Resistenzmechanismen. (Daten

nicht gezeigt). Keine der Deletionsmutanten war hypersensitiv gegenüber Fluconazol.

Die getesteten Stämme mit den hyperaktiven Transkriptionsfaktoren waren trotz der

verschiedenen Deletionen in der Lage, die entsprechende erhöhte Fluconazolresistenz

zu bewirken. Lediglich die Deletion von pdr16 reduzierte sowohl in CTA4* und ZNC1* als

auch in MRR1* und TAC1* die Resistenz um eine Stufe, wohingegen sich die MHK,

bedingt	
  durch	
  das	
  hyperaktive	
  Stb5*	
  in	
  der	
  pdr16-­‐Mutante,	
  sogar	
  um	
  eine	
  Stufe	
  erhöhte.

Interessanterweise zeigten die Microarray-­‐Analysen von STB5*, MRR2* und ZNC1* auch

eine Hochregulation von CDR1, eine der wichtigsten Multidrug-­‐Ef5luxpumpen in

C. albicans. Die Überexpression solcher Transporter, von denen in C. albicans bislang nur

drei beschrieben werden konnten, ist einer der wichtigsten und effektivsten

Resistenzmechanismen	
  (siehe	
  Abschnitt	
  1.3.	
  und	
  1.4.)	
  in	
  Candida.

3.5. Mrr2,	
  ein	
  neuer	
  Regulator	
  von	
  CDR1,	
  der	
  wichtigsten	
  
Multidrug-­‐Ef;luxpumpe	
  in	
  C.	
  albicans

Die Resistenzentwicklung gegen die limitierte Anzahl von Antimykotika stellt ein

zunehmend größer werdendes Problem bei C.-­‐albicans-­‐Infektionen dar. Um so wichtiger

ist das Au5klären der molekularen Ursachen dieser Problematik. In der Einleitung

dieser Arbeit wurden die bisher bekannten Resistenzstrategien von C. albicans

detailliert geschildert. Dabei wurde auch beschrieben, dass die Multidrug-­‐Transporter

CDR1, CDR2 und MDR1 häu5ig durch deren Überexpression zu solchen Multidrug-­‐

Resistenzen führen [Morschhäuser, 2010]. Die Expression dieser Gene wird durch Zink-­‐

Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren reguliert, in denen es zu gain-­‐of-­‐function-­‐Mutationen
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kommen kann. Die somit bewirkte Hyperaktivität der Regulatoren ist letztendlich die

Ursache für die Überexpression der Ef5luxpumpen [Coste et al., 2006;

Morschhäuser et al., 2007]. Für die Regulierung der Expression von CDR1 und CDR2

wurde der Transkriptionsfaktor TAC1, als zentraler Regulator der CDR1/2-­‐vermittelten

Multidrug-­‐Resistenz, beschrieben. Der Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktor MRR1 ist der

zentrale Regulator von MDR1. Die MDR1-­‐Überexpression in azolresistenten klinischen

Isolaten	
  wird	
  meist	
  durch	
  gain-­‐of-­‐function-­‐Mutationen	
  in	
  MRR1	
  verursacht.

3.5.1.MRR2*	
  und	
  ZNC1*	
  erhöhen	
  die	
  CDR1-­‐Expression

Wie bereits oben erwähnt, konnte anhand der Microarray-­‐Daten eine Hochregulierung

der Multidrug-­‐Ef5luxpumpe CDR1 in den Stämmen STB5*, MRR2* und ZNC1* festgestellt

werden, wogegen weder für MDR1 noch für ERG11 eine erhöhte Expression

nachweisbar war. Die Überexpression von Ergosterolbiosynthesegenen, wie ERG11,

gehört ebenfalls zu den gängigen Resistenzmechanismen gegen Fluconazol. Diese

werden u. a. durch den Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktor Upc2 reguliert (siehe

Abschnitt 1.3.). Da sich die Microarray-­‐Ergebnisse jedoch zuvor nur zu ca. 70%

veri5izieren ließen, wurde auch die Expression von CDR1, MDR1 und ERG11 mittels

Northern Hybridisierung überprüft. Dabei fand ebenfalls der Vergleich zwischen der

wildtypischen mRNA von SC5314 mit der von CTA4*, STB5*, MRR2* und ZNC1* statt. In

der folgenden Abbildung sind die entsprechenden Ergebnisse dokumentiert. Die

Detektion der MDR1-­‐Transkripte ist nicht abgebildet, da die MDR1-­‐Expression unter

Standardbedingungen nicht angeschaltet und somit im Wildtyp kaum nachweisbar ist.

Gleiches galt auch für die Stämme CTA4*, STB5*, MRR2* und ZNC1*, wodurch die

entsprechenden	
  Microarray-­‐Ergebnisse	
  bestätigt	
  wurden.

3.5.	
  Mrr2,	
  ein	
  neuer	
  Regulator	
  von	
  CDR1
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Abb.	
  12: Nachweis der Genexpression von CDR1 und ERG11 via Northern Hybridisierung.
CDR1-­‐ und ERG11-­‐Transkripte wurden im Wildtypstamm SC5314 und in zwei unabhängigen
Transformanten, die die angegebenen hyperaktiven Regulatoren exprimieren, mit entsprechen-­‐
den	
  Sonden	
  detektiert.	
  Als	
  Ladekontrolle	
  fungierte	
  die	
  Ethidiumbromid-­‐gefärbte	
  18S	
  rRNA.	
  

Wie deutlich in Abbildung 12 zu erkennen, war die CDR1-­‐Expression in den Stämmen

MRR2* und ZNC1* stark erhöht. Hiermit bestätigen sich demnach die Microarray-­‐Daten,

die für die entsprechenden Stämme eine mehr als 4-­‐fache Hochregulierung von CDR1

zeigten. Die erhöhte Expression von CDR1 in STB5* konnte mittels Northern

Hybridisierung nicht veri5iziert werden. Auch für ERG11 konnte in keinem der Stämme

eine erhöhte Expression nachgewiesen werden. Im Fall von MRR2* war im Northern

Blot sogar eine deutliche Reduktion der ERG11-­‐Expression sichtbar. Dies wurde auch

schon mit den Microarray-­‐Daten impliziert. Gleiches galt für die verminderte ERG11-­‐

Expression	
  in	
  STB5*.

Obwohl für die Northern Hybridisierung zum Nachweis der CDR1-­‐Expression ein Sonde

hergestellt wurde, die möglichst spezi5isch für CDR1 ist, so kann durch die hohe

Homologie zu CDR2, ein weiterer Multidrug-­‐Transporter, nicht vollständig

ausgeschlossen werden, dass nur die CDR1-­‐Expression nachgewiesen wurde. Dafür

sprachen die Microarray-­‐Ergebnisse, in denen keine erhöhte CDR2-­‐Expression

detektiert wurde. Um jedoch sicher zu gehen, dass es sich tatsächlich um eine erhöhte

CDR1-­‐Expression handelte, wurden entsprechende GFP-­‐Reporterstämme konstruiert.

Hierbei befand sich das GFP-­‐Gen unter der Kontrolle des CDR1-­‐ bzw. CDR2-­‐Promotors.

Durch das Einbringen der arti5iziell aktivierten Transkriptionsfaktoren STB5*, MRR2*

und ZNC1* in diese Reporter sollte festgestellt werden, ob diese in der Lage sind, die

entsprechenden Promotoren anzuschalten. Als Kontrolle wurde TAC1* verwendet, von

dem bekannt ist, sowohl die CDR1-­‐ als auch die CDR2-­‐Expression zu regulieren

[Coste et al., 2004]. Anschließend erfolgten FACS-­‐Analysen, deren Ergebnisse in

Abbildung	
  13	
  dargestellt	
  sind.

WT# CTA4*# STB5*# MRR2*# ZNC1*#
CDR1/

18S#rRNA#

18S#rRNA#
ERG11/
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Abb.	
  13: CDR1-­‐ und CDR2-­‐Promotoraktivität in Stämmen mit arti;iziell aktivierten Zink-­‐
Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren. Die getesteten C.-­‐albicans-­‐Stämme enthielten PCDR1-­‐GFP-­‐ (A)
oder PCDR2-­‐GFP-­‐ (B) Reporterfusionen und exprimierten die angegebenen hyperaktiven
Regulatoren unter der Kontrolle des ADH1-­‐Promotors. Nach der Anzucht in YPD-­‐Medium bis zur
log-­‐Phase wurde die durchschnittliche Fluoreszenz der Zellen mittels Durch5lusszytometrie
bestimmt. Gezeigt sind jeweils die Ergebnisse zweier unabhängig hergestellter Reporterstämme.
Die Durchschnittswerte und Standardabweichungen berechneten sich aus den Ergebnissen von
drei unabhängigen Experimenten. Die Hintergrund5luoreszenz von sonst identischen Stämmen
ohne	
  GFP	
  ist	
  mithilfe	
  der	
  schwarzen	
  Bereiche	
  in	
  jeder	
  Säule	
  dargestellt.

Die FACS-­‐Analysen bestätigten eindeutig eine erhöhte CDR1-­‐Expression in MRR2* und

ZNC1*. Somit war zweifelsfrei bewiesen, dass es sich bei den detektierten Transkripten

in den Northern Hybridisierungen um die von CDR1 handelte. Mithilfe der

Reporterstämme konnte ebenfalls keine verstärkte CDR1-­‐Expression in STB5*

nachgewiesen werden, was die diesbezüglichen Northern-­‐Blot-­‐Ergebnisse bestätigte.

Die besonders starke CDR1-­‐Promotoraktivität in dem Stamm mit dem arti5iziell

aktivierten MRR2* war durchaus vergleichbar mit jener, die von dem künstlich

hyperaktiven TAC1* bewirkt wurde. In der Abbildung 13 B ist deutlich zu erkennen, dass

nur TAC1* in der Lage war, den CDR2-­‐Promotor anzuschalten. Die anderen

Transkriptionsfaktoren scheinen also bei der Regulierung der CDR2-­‐Expression keine

Rolle zu spielen. Dem Teil A der Abbildung 13 ist ferner zu entnehmen, dass CDR1 als

einzige der Multidrug-­‐Ef5luxpumpen über eine basale Expression verfügt. Weder eine

CDR2-­‐ (siehe Abbildung 13 B) noch eine MDR1-­‐Expression kann unter

Standardbedingungen in wildtypischen Stämmen detektiert werden. Außerdem ist die

Überexpression von CDR1 die häu5igste Ursache für die Azolresistenz in klinischen

Isolaten. So geht die Deletion dieses Multidrug-­‐Transporters in CDR1/2-­‐

überexprimierenden klinischen Isolaten mit einem stärkeren Verlust der Azolresistenz
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einher, als es die Deletion von CDR2 bewirkt [Tsao et al., 2009]. Auch in wildtypischen

Laborstämmen führt die Inaktivierung der CDR1-­‐Allele zu einer Hypersensitivität

gegenüber vielen Antimykotika, inklusive Fluconazol [Sanglard et al., 1996]. Damit stellt

Cdr1	
  die	
  wichtigste	
  Multidrug-­‐Ef5luxpumpe	
  für	
  C.	
  albicans	
  dar.

3.5.2.Die Überexpression von CDR1 ist für die Fluconazolresistenz von
MRR2*	
  und	
  ZNC1*	
  verantwortlich

Um zu überprüfen, ob die erhöhte Expression von CDR1 für die Fluconazolresistenz in

den Stämmen MRR2* und ZNC1* verantwortlich war, wurden Deletionsmutanten von

CDR1 hergestellt. In diese erfolgte anschließend die Integration der hyperaktiven

Transkriptionsfaktoren CTA4*, STB5*, MRR2*, ZNC1* und TAC1*. Die cdr1Δ-­‐Mutante mit

dem hyperaktiven TAC1* fungierte als Positivkontrolle, weil bekannt ist und in dieser

Arbeit auch demonstriert wurde, dass TAC1 die CDR1-­‐Expression reguliert und im

hyperaktiven Zustand, sei es natürlich oder künstlich, für deren Überexpression und

daraus resultierende Fluconazolresistenz verantwortlich ist. Im Anschluss wurden die

MHK-­‐Werte von Fluconazol für diese Stämme bestimmt. Das Resultat ist in Abbildung

14	
  dokumentiert.

Abb.	
  14: Cdr1 ist für die Fluconazolresistenz in MRR2* und ZNC1* verantwortlich.
MHK von Fluconazol der Stämme mit den angegebenen künstlich aktivierten Zink-­‐Cluster-­‐
Transkriptionsfaktoren im Wildtyp-­‐Hintergrund und in den entsprechenden cdr1Δ-­‐
Mutanten. Die MHK-­‐Tests wurden in SD-­‐CSM-­‐Medium durchgeführt. Unabhängig von-­‐
einander	
  hergestellte	
  Transformanten	
  einer	
  Serie	
  verhielten	
  sich	
  identisch.
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Wie bereits erwähnt, führt die Deletion von CDR1 zur Hypersensitivität gegenüber

Fluconazol. Dies ist auch an der erniedrigten Fluconazol-­‐MHK, verglichen mit der des

Wildtyps, in Abbildung 14 ersichtlich. Obwohl keine erhöhte CDR1-­‐Expression in den

Stämmen mit den künstlich aktivierten Regulatoren CTA4* und STB5* nachgewiesen

werden konnte, reduzierte sich die CTA4*-­‐ und STB5*-­‐bedingte Resistenz. Trotzdem

waren beide hyperaktiven Transkriptionsfaktoren immer noch in der Lage, die MHK von

Fluconazol, verglichen mit der des Ausgangsstammes cdr1Δ, um eine Stufe zu erhöhen.

Das verdeutlicht erneut die Wichtigkeit des Multidrug-­‐Transporters Cdr1. Beim Fehlen

dieser Ef5luxpumpe kann trotz anderer Resistenzmechanismen die gewohnte

Fluconazol-­‐Toleranz nicht mehr erzielt werden. Die cdr1Δ-­‐Mutanten mit den arti5iziell

aktivierten Regulatoren MRR2* und ZNC1* zeigten die gleiche Fluconazol-­‐

hypersensitivität, wie die cdr1Δ-­‐Mutanten ohne hyperaktive Transkriptionsfaktoren.

Damit wies alles darau5hin, dass die Überexpression von CDR1 in den Stämmen mit den

genannten aktivierten Regulatoren im wildtypischen Hintergrund für die erhöhte

Fluconazolresistenz verantwortlich war. Fehlt CDR1 konnte weder MRR2* noch ZNC1*

eine Resistenz gegen Fluconazol verursachen. Im Vergleich dazu vermittelte TAC1* trotz

deletierter CDR1-­‐Ef5luxpumpe Fluconazolresistenz. Dies bestätigt wiederum, dass TAC1

auch an der Regulation anderer Resistenzgene, wie CDR2 und PDR16, beteiligt ist

[Coste	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Znaidi	
  et	
  al.,	
  2007].

3.5.3.MRR2	
  reguliert	
  die	
  basale	
  Expression	
  von	
  CDR1

Wie schon in Abbildung 13 A demonstriert, exprimiert C. albicans die CDR1-­‐

Ef5luxpumpe immer auf einem basalen Level. Sehr wahrscheinlich unterliegt auch diese

basale Expression verschiedenen Regulationsprozessen. Chen et al., 2004 zeigten, dass

der Transkriptionsfaktor Ndt80, unter bestimmten Bedingungen, sowohl einen Ein5luss

auf die basale als auch auf die Drug-­‐induzierte CDR1-­‐Expression besitzt. Weitere

Untersuchungen, bezüglich der Involvierung von Ndt80 in verschiedenste

Regulationsprozesse der Multidrug-­‐Resistenzmechanismen, konnten diese Funktionen

von Ndt80 jedoch nicht bestätigen [Sasse et al., 2011]. Aller Voraussicht nach ist die

Regulierung der basalen CDR1-­‐Expression ein komplex gesteuerter Prozess, für den

nicht nur ein Regulator alleine verantwortlich sein kann und der höchstwahrscheinlich
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von vielen verschiedenen Bedingungen reguliert wird. So demonstrierten [Shukla et al.,

2011], dass Ncb2, die β-­‐Untereinheit des NC2-­‐Komplexes (ein heterodimerischer

Regulator der Transkription) als Repressor der CDR1-­‐Expression fungiert und auch bei

der Regulierung von Tac1-­‐aktivierten Genen eine Rolle spielt. Tac1 ist der bekannteste

Transaktivator der CDR-­‐Gene [Coste et al., 2004]. Er ist jedoch bewiesenermaßen nicht

für die basale Expression verantwortlich, was auch in dieser Arbeit nochmals gezeigt

wurde (siehe Abbildung 15). Außerdem kann die Expression der CDR-­‐Gene auch durch

verschiedene chemische Induktoren angeschaltet werden. Dazu gehört z. B.

Fluphenazin, ein metabolischer Inhibitor, und β-­‐Estradiol, ein Sexualhormon [Sanglard

et	
  al.,	
  1996;	
  Cheng	
  et	
  al.,	
  2006].

Um herauszu5inden, ob MRR2 auch für die basale Expression oder die Induzierbarkeit

von CDR1 verantwortlich ist, wurde die PCDR1-­‐GFP-­‐Reporterfusion in die mrr2-­‐

Deletionsmutanten eingebracht. Gleiches geschah auch mit den Deletionsmutanten

stb5Δ, znc1Δ und tac1Δ. Anschließend wurde die CDR1-­‐Promotoraktivität mittels

Durch5lusszytometrie uninduziert und nach Induktion mit Fluphenazin und β-­‐Estradiol

gemessen.	
  Das	
  Ergebnis	
  ist	
  im	
  folgenden	
  Diagramm	
  dargestellt.

Abb.	
  15: Induzierbarkeit des CDR1-­‐Promotors im Wildtyp und den Deletionsmutanten
stb5Δ, mrr2Δ, znc1Δ und tac1Δ. Stämme mit einer PCDR1-­‐GFP-­‐Reporterfusion in den
entsprechenden genetischen Hintergründen wurden in Abwesenheit (‒) oder Anwesenheit (+)
von Fluphenazin bzw. β-­‐Estradiol, wie im Abschnitt 2.7. beschrieben, angezüchtet. Die Messung
der durchschnittlichen Fluoreszenz der Zellen erfolgte mittels Durch5lusszytometrie. Die
Ergebnisse zweier unabhängig voneinander hergestellter Reporterstämme sind jeweils
nebeneinander dargestellt. Durchschnittswerte und Standardabweichungen stammen von drei
verschiedenen Experimenten. Die Hintergrund5luoreszenz von sonst identischen Stämmen ohne
GFP	
  ist	
  mithilfe	
  der	
  schwarzen	
  Bereiche	
  in	
  jeder	
  Säule	
  dargestellt.
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Das Diagramm in Abbildung 15 verdeutlich erneut, dass der CDR1-­‐Promotor über eine

basale Aktivität verfügt. Das wird anhand der durchschnittlichen Fluoreszenz von ca. 25

im Wildtypstamm deutlich. Weder die basale Expression, noch die Induzierbarkeit des

CDR1-­‐Promotors veränderte sich durch die Deletion von STB5 oder ZNC1. Eindeutig zu

sehen ist aber, dass die Deletion von MRR2 eine Reduktion der basalen CDR1-­‐

Promotoraktivität zur Folge hatte. Die durchschnittliche Fluoreszenz lag bei diesen

Stämmen nur bei Werten von ca. 12. MRR2 scheint demnach für die Regulation der

basalen Expression von CDR1 wichtig zu sein. Da der entsprechende Promotor aber

noch über eine minimale Aktivität verfügte, spielen offenbar noch andere Faktoren bei

der Regulierung eine Rolle. Auch die Induzierbarkeit des CDR1-­‐Promotors in den mrr2-­‐

Mutanten war leicht reduziert, vermutlich bedingt durch die Reduktion der basalen

Promotoraktivität. Denn verglichen mit der drastisch verminderten Induzierbarkeit in

den tac1-­‐Mutanten ist der Effekt in den mrr2-­‐Mutanten vernachlässigbar. TAC1 ist

essentiell für die induzierte Expression von CDR1, was sowohl in Abbildung 15

ersichtlich ist, als auch schon von Coste et al., 2004 gezeigt wurde. Gleiches gilt auch für

die CDR2-­‐Expression. Bei der basalen Promotoraktivität von CDR1 spielt TAC1 keine

Rolle, da diese sich in der tac1-­‐Mutante auf dem gleichen Level wie die des Wildtyps

be5indet.
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3.5.4.MRR2	
  und	
  TAC1	
  sind	
  für	
  die	
  CDR1-­‐Expression	
  notwendig

TAC1 ist notwendig für das Anschalten der CDR1-­‐Expression, wohingegen MRR2 bei der

Regulierung der basalen Expression dieser Ef5luxpumpe eine Rolle spielt. Beide

verursachten im hyperaktiven Zustand eine Erhöhung der CDR1-­‐Promotoraktivität, was

eine gesteigerte Fluconazoltoleranz zur Folge hatte. Darum stellte sich die Frage, ob sie

ihre jeweiligen Funktionen auch ohne den anderen ausüben können. Um dies zu

beantworten, wurden in die Deletionsmutanten mrr2Δ und tac1Δ mit und ohne PCDR1-­‐

GFP-­‐Reporterfusion eine hyperaktive Version des jeweils anderen Transkriptionsfaktors

eingebracht. Als hyperaktives TAC1 wurde in diesem Fall ein TAC1-­‐Allel mit einer

natürlich vorkommenden gain-­‐of-­‐function-­‐Mutation, die einen G980E-­‐Austausch

bewirkt, verwendet. Abbildung 16 veranschaulicht sowohl die CDR1-­‐Promotoraktivität

in Abhängigkeit der hyperaktiven und deletierten Transkriptionsfaktoren TAC1 und

MRR2,	
  als	
  auch	
  deren	
  Fluconazolresistenz	
  in	
  Abhängigkeit	
  voneinander.

Abb.	
  16: Konstitutive Expression des CDR1-­‐Promotors und Fluconazolresistenz in
Abhängigkeit von MRR2 und TAC1. (A): Die durchschnittliche Fluoreszenz der Stämme mit
einer PCDR1-­‐GFP-­‐Reporterfusion, in den entsprechenden genetischen Hintergründen, mit einem
hyperaktiven TAC1-­‐Allel (TAC1(G980E)) bzw. dem künstlich aktivierten MRR2*, wurde per
Durch5lusszytometrie gemessen. Die Ergebnisse zweier unabhängig voneinander hergestellter
Reporterstämme sind jeweils nebeneinander dargestellt. Durchschnittswerte und Standard-­‐
abweichungen stammen von drei verschiedenen Experimenten. Die Hintergrund5luoreszenz
von sonst identischen Stämmen ohne GFP ist mithilfe der schwarzen Bereiche in jeder Säule
dargestellt. (B): MHK von Fluconazol [μg/ml] für den Wildtypstamm SC5314 und den Stämmen
mit den angegebenen hyperaktiven Transkriptionsfaktoren unter der Kontrolle des ADH1-­‐
Promotors, in den entsprechenden genetischen Hintergründen. Die MHK-­‐Tests wurden in SD-­‐
CSM-­‐Medium durchgeführt. Unabhängig voneinander hergestellte Transformanten einer Serie
verhielten	
  sich	
  identisch.
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Abbildung 16 A zeigt, dass sowohl das hyperaktive TAC1, als auch das hyperaktive

MRR2* ohne Anwesenheit des jeweils anderen Transkriptionsfaktors, den CDR1-­‐

Promotor nicht mehr im vollen Umfang anschalten konnten. Die Fähigkeit zur

Aktivierung des CDR1-­‐Promotors eines hyperaktiven Tac1(G980E) reduzierte sich z. B.

um mehr als die Hälfte, wenn MRR2 deletiert war. Auch im umgekehrten Fall kam es zu

einer Verminderung. Beim Fehlen von TAC1 ist auch MRR2* nicht mehr in der Lage, die

CDR1-­‐Expression wie gewohnt anzuschalten, auch wenn dieser Effekt nicht so drastisch

war wie im umgedrehten Fall. Im Teil B der Abbildung 16 ist die Fähigkeit beider

Transkriptionsfaktoren Fluconazolresistenz zu vermitteln in Abhängigkeit voneinander

dargestellt. Aus diesem Diagramm wird deutlich, dass sowohl Tac1(G980E) als auch

Mrr2* in der Lage waren, die Fluconazoltoleranz um das 4-­‐fache zu erhöhen, verglichen

mit dem Wildtyp, auch wenn der jeweils andere Transkriptionsfaktor deletiert ist.

Dennoch waren die entsprechenden MHKs um die Hälfte vermindert (von 3,13 µg/ml

auf 1,6 µg/ml). TAC1 und MRR2 funktionieren folglich auch ohne einander. Um jedoch

die CDR1-­‐Expression voll zu aktivieren und somit die CDR1-­‐vermittelte

Fluconazolresistenz im gewohnten Maße zu bewirken, sind beide

Transkriptionsfaktoren notwendig bzw. von Vorteil. CDR1 wird demnach von beiden

Faktoren reguliert. Inwieweit jedoch eine indirekte oder sogar eine direkte

Wechselwirkung zwischen beiden Transkriptionsfaktoren besteht, muss noch ermittelt

werden.
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4. Diskussion

Die Zunahme opportunistischer Infektionen durch pathogene Pilze verlangt immer

mehr therapeutische Maßnahmen, was die Entwicklung von Resistenzen begünstigt. Die

begrenzte Anzahl zur Verfügung stehender Antimykotika und die rasche Ausbreitung

von Resistenzen gegen diese, macht es zwingend notwendig, die molekularen Ursachen

der Resistenzmechanismen im Detail aufzuklären und auch neue Angriffsziele in der

Pilzzelle zu 5inden, die sich durch ihre Einzigartigkeit als Zielstrukturen für neue

Medikamente eignen. Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren existieren ausschließlich in

Pilzen. Ihr DNA-­‐Bindemotiv ist hochkonserviert und viele von ihnen stehen im

Zusammenhang mit der Antwort auf Stresssignale und der Multidrug-­‐Resistenz

[MacPherson et al., 2006]. Diese Regulatoren scheinen demnach essentiell für die

Pathogenität von Pilzen zu sein, weshalb es erstrebenswert ist, die Mitglieder dieser

Proteinfamilie	
  zu	
  charakterisieren.

4.1. Die	
  arti;izielle	
  Aktivierung	
  der	
  Zink-­‐Cluster-­‐
Transkriptionsfaktoren

Die Aktivität von Transkriptionsfaktoren wird auf vielfältige Weise reguliert. Meist sind

bestimmte Konditionen notwendig, damit sie aktiviert werden und so die Transkription

ihrer Zielgene stimulieren können. Diese sind jedoch oft nicht bekannt. Deshalb eignen

sich Deletionsmutanten auch nur bedingt zur Analyse, da eventuelle Phänotypen auch

meist nur unter diesen bestimmten Bedingungen offenbart werden können. Auch die

Überexpression dieser Regulatoren, eine weitere gängige Methode zur funktionellen

Analyse, hat ihre Schwachstellen. Für C. albicans gibt es z. B. keine Multikopie-­‐Plasmide,

wodurch maximal eine verstärkte Expression unter der Kontrolle eines starken

Promotors möglich ist. Außerdem müssen viele Transkriptionsfaktoren aktiviert
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werden, um ihre Aufgaben zu erfüllen. Das geschieht ebenfalls nur unter bestimmten

meist unbekannten Bedingungen. Somit kann die bloße Überexpression von

Transkriptionsfaktoren in einer Zelle, durch deren Inaktivität, ihre Funktionen trotzdem

im Verborgenen lassen [Chua et al., 2006]. In dieser Arbeit wurde deshalb eine Methode

entwickelt, in der die Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren von C. albicans

überexprimiert	
  und	
  künstlich	
  aktiviert	
  werden.

Deveaux und Marc zeigten bereits 2001, dass die Fusion der DNA-­‐Bindedomäne (DBD)

des pleiotropic-­‐drug-­‐resistance-­‐Regulators Pdr1 aus S. cerevisiae mit der Gal4-­‐

Aktivierungsdomäne (AD) des gleichen Organismus zu einem funktionalen Protein

führt. Dieses besitzt in der Hefe ein ähnliches Transkriptionspro5il wie ein Pdr1 mit

natürlich vorkommenden gain-­‐of-­‐function-­‐Mutationen und verursacht durch

Überexpression des ABC-­‐Transporters PDR5 Multidrug-­‐Resistenz. Sie postulierten schon

damals, dass dies eine Methode sein könnte, die sowohl in S. cerevisiae, als auch in

anderen pathogenen Pilzen für die Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren genomweit

anwendbar wäre. In der Zwischenzeit wurden für C. albicans diverse Knock-­‐out-­‐

Bibliotheken hergestellt und einige Mitglieder dieser Familie konnten so charakterisiert

werden. Dennoch hat niemand versucht diese arti5izielle Aktivierung, weder in

C. albicans noch im Modellorganismus S. cerevisiae, zu etablieren und genomweit

anzuwenden. Dies gelang in der vorliegenden Arbeit. Dabei erwies es sich jedoch als

effektiver, den gesamten offenen Leserahmen der Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren

mit	
  der	
  GAL4-­‐AD	
  von	
  S.	
  cerevisiae	
  zu	
  fusionieren.

Mrr1, Tac1 und Upc2 sind drei wichtige Regulatoren der Multidrug-­‐Resistenz in

C. albicans. Fusionsproteine aus deren DBD mit der Gal4-­‐AD erzeugten im wildtypischen

Hintergrund eine 2-­‐ bis 4-­‐fach erhöhte Fluconazolresistenz, wohingegen die

Hybridproteine aus der kompletten Mrr1-­‐, Tac1-­‐ und Upc2-­‐Sequenz und der Gal4-­‐AD

diese Resistenz um das 4-­‐ bis 32-­‐fache erhöhten, was durchaus mit Werten vergleichbar

ist, die von natürlich vorkommenden gain-­‐of-­‐function-­‐Mutationen in diesen drei

Regulatoren bewirkt werden. Es scheint demnach effektiver zu sein, die vollständigen

Gene der Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren mit der GAL4-­‐AD zu fusionieren, anstatt

nur deren DBD. Ein möglicher Grund dafür könnte die notwendige Interaktion der

restlichen Aminosäuren der Transkriptionsfaktoren mit anderen Proteinen sein, welche

womöglich die Bindung an die Zielpromotoren begünstigt oder aber auch für die

Rekrutierung akzessorischer Proteine notwendig ist [Schubert et al., 2011b]. Da viele

4.	
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Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren als Di-­‐ oder Multimere an ihre Zielpromotoren

binden [MacPherson et al., 2006], ist es ebenfalls denkbar, dass die restlichen

Aminosäuren für die Dimerisierung unerlässlich sind. Die Zink-­‐Cluster-­‐Proteine

besitzen eine Leucin-­‐Zipper-­‐ähnliche Dimerisierungsdomäne, die sich meist C-­‐terminal

von der DBD be5indet. Diese Region ist oftmals für die Ausbildung einer

hochkonservierten coiled-­‐coiled-­‐Struktur, die höchstwahrscheinlich für die

Dimerisierung und für weitere Protein-­‐Protein-­‐Interaktionen notwendig ist,

verantwortlich [MacPherson et al., 2006]. Für MRR1 und UPC2 wurde auch gezeigt, dass

das Anhängen eines C-­‐terminalen Epitops zur Aktivierung dieser Zink-­‐Cluster-­‐

Transkriptionsfaktoren führt, wodurch eine erhöhte Fluconazolresistenz bewirkt wird

[Znaidi et al., 2008; Schubert et al., 2011b]. Durch diesen C-­‐terminalen Anhang kommt

es vermutlich zu Konformationsänderungen, die eventuell endogene

Aktivierungsdomänen offenlegen oder aber auch inhibitorische Domänen verdecken.

Um alle Vorteile dieser unabhängig voneinander durchgeführten Vorversuche zu

vereinen, wurde in der vorliegenden Arbeit die Gal4-­‐AD mit dem C-­‐terminalen Ende der

Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren von C. albicans fusioniert. Auf diese Weise ist es

gelungen alle putativen Mitglieder dieser Proteinfamilie, mit einer Ausnahme, künstlich

zu aktivieren. In einigen Fällen führte dies zu sofortigen morphologischen

Veränderungen, was die Wirksamkeit der Methode nochmals bestätigte. Somit ist es

wahrscheinlich, dass diese neue Methode auch geeignet ist, die Mitglieder dieser

Proteinfamilie in anderen pathogenen Pilzen zu erforschen, um auch dort neue noch

unbekannte Regulatoren der Virulenz und Resistenz zu entdecken. Einschränkend ist

dem aber hinzuzufügen, dass die künstliche Hyperaktivierung der

Transkriptionsfaktoren, genau wie deren Deletion, auch negative oder sogar letale

Auswirkungen auf die Zelle haben könnte. Das würde auch die Tatsache erklären,

weshalb für ZCF29 keine korrekten Transformanten bzw. hyperaktiven Proteine

nachweisbar waren. Die Expression eines hyperaktiven Transkriptionsfaktors, welcher

sich negativ auf die Fitness auswirkt, begünstigt womöglich auch die Entstehung

sekundärer Mutationen. Tatsächlich konnten solche Mutationen bei der Transformation

mit dem arti5iziell aktivierten TAC1* in Zellen mit unterschiedlichstem genetischen

Hintergrund beobachtet werden. Die TAC1-­‐GAL4-­‐AD-­‐Fusion war zwar im Genom der

entsprechenden Transformanten vorhanden, dennoch führte sie nicht zu dem

erwarteten Phänotyp. Die Sequenzierung einer TAC1-­‐GAL4-­‐AD-­‐Fusion eines solchen
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Stammes offenbarte das Fehlen von vier Nukleotiden in der TAC1-­‐Sequenz, was eine

Leserasterverschiebung zur Folge hat und vermutlich mit dem Funktionsverlust

einherging. Die Möglichkeit der Entstehung solcher sekundärer Mutationen, wie sie für

TAC1 beobachtet werden konnten, darf auch bei zukünftigen Versuchen nicht außer

Acht gelassen werden. Aus diesem Grund ist es auch für spätere Experimente zwingend

notwendig, immer zwei unabhängig voneinander hergestellte Transformanten zu testen,

um sicherzugehen, dass die entsprechenden Phänotypen nicht das Resultat

unspezi5ischer Mutationen sind. Die Hyperaktivität von Transkriptionsfaktoren kann

auch im Fall von natürlich vorkommenden gain-­‐of-­‐function-­‐Mutationen unter nicht-­‐

selektiven Bedingungen Fitnessdefekte nach sich ziehen [Sasse et al., 2012]. So konnten

ebenfalls einige Stämme mit künstlich hyperaktiven Transkriptionsfaktoren mit einer

verminderten Wachstumsrate beobachtet werden. Doch die Vorteile der Methode

überwiegen eindeutig und machen diese Technik zu einem attraktiven komplementären

Ansatz	
  zur	
  funktionellen	
  Analyse	
  dieser	
  pilzspezi5ischen	
  Proteinfamilie.

4.2. Die Bibliothek der arti;iziell aktivierten Zink-­‐Cluster-­‐
Transkriptionsfaktoren

Die C.-­‐albicans-­‐Bibliothek der arti5iziell aktivierten Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren

liefert ein umfassendes Werkzeug zur Erforschung dieser Proteinfamilie. Besonders

auffällig waren natürlich die morphologischen Veränderungen, die durch die

Aktivierung einiger Regulatoren bewirkt wurden. Dazu gehörten Regulatoren des

5ilamentösen Wachstums. Die Fähigkeit zur Hyphenbildung ist eine wichtige

Virulenzeigenschaft von C. albicans und dient vor allem der Gewebein5iltration. Mithilfe

der künstlichen Aktivierung der Transkriptionsfaktoren konnten sowohl bekannte, als

auch neue Regulatoren dieser Virulenzgene identi5iziert werden. So ist z. B. Ume6

essentiell für die Aufrechterhaltung der gesamten Expression des 5ilamentösen

Wachstumprogramms in C. albicans als Antwort auf hypheninduzierende Bedingungen

(z.B. 37°C; Serum) [Banerjee et al., 2008]. Unter nicht-­‐induzierenden Bedingungen wird

UME6 nicht exprimiert. Genauer untersucht wurde dieser Transkriptionsfaktor, weil er

in Transkriptionspro5ilen, die unter hypheninduzierenden Bedingungen angefertigt

wurden, hochreguliert war. Die ume6-­‐Mutanten sind in ihrer Fähigkeit zum
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5ilamentösen Wachstum stark eingeschränkt. Diese aktivierende Funktion auf das

5ilamentöse Wachstumsprogramm, welches ansonsten unter der Kontrolle von

negativen Regulatoren bzw. Repressoren steht [Kadosh and Johnson, 2005], wurde bei

der künstlichen Aktivierung von Ume6 sofort sichtbar. UME6* produzierte, auch unter

nicht-­‐induzierenden Bedingungen, obligatorisch Hyphen. Das wird an den stark

gerunzelten Kolonien in Abbildung 6 (Seite 59) deutlich und wurde auch

lichtmikroskopisch bestätigt (nicht gezeigt). Im Fall von UME6 ist allerdings schon die

Überexpression suf5izient genug, um eine permanente Hyphenbildung zu induzieren

[Carlisle	
  et	
  al.,	
  2009].

Der Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktor AHR1 wurde ebenfalls durch eine

Transkriptionspro5ilanalyse unter hypheninduzierenden Bedingungen, und zwar die

einer ndt80-­‐Mutante, entdeckt. Dort war er signi5ikant herunter reguliert [Sellam et al.,

2010]. Askew et al., 2011 zeigten, dass Ahr1 an Promotoren von Genen bindet, die an

der Bio5ilmbildung beteiligt sind, einer weiteren wichtigen Virulenzeigenschaft von

C. albicans. Die ahr1-­‐Mutante hat einen Defekt bei der Bio5ilmbildung und bildet auch

nicht mehr die für hypheninduzierende Bedingungen typischen stark gerunzelten

Kolonien. Der Stamm mit dem künstlich aktiven AHR1* bildete unter nicht-­‐

induzierenden Bedingungen immer stark gerunzelte Kolonien. Interessanter Weise

zeigte dieser Stamm aber die für Hefezellen typische glatte Koloniemorphologie auf

Spideragar, welcher eigentlich zur Hypheninduktion verwendet wird (Daten nicht

gezeigt). Demnach führt sowohl die Deletion von AHR1, als auch die künstliche

Aktivierung	
  zu	
  einer	
  Fehlsteuerung	
  hypheninduzierender	
  Gene.

Viel wichtiger ist aber, dass mit dieser neuen Methode auch Morphogenese-­‐Regulatoren

entdeckt wurden, die zuvor noch nicht identi5iziert werden konnten. Wie z. B. der

orf19.1604, der im künstlich aktivierten Zustand, unter Nourseothricin-­‐Selektionsdruck,

immer zu stark gerunzelten Kolonien führte. Dieser Transkriptionsfaktor wird

momentan in der AG Morschhäuser noch genauer erforscht. Es gibt aber einige Indizien,

dass auch er essentielle Aufgaben im 5ilamentösen Wachstumsprogramm von C. albicans

besitzt.

Eine weitere wichtige Virulenzeigenschaft von Pathogenen ist es, sich die begrenzten

Eisenvorräte der Umgebung verfügbar zu machen. Auch C. albicans besitzt eine

komplexe Regulationsmaschinerie, die unter Eisenmangelbedingungen, wie sie üblicher
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Weise im Wirt vorherrschen, agiert. Knight et al., 2002 beobachteten, dass C. albicans

unter Eisenmangelbedingungen Flavine produziert, sichtbar anhand gelb-­‐grünlicher

Überstände in entsprechenden Flüssigkulturen. Für den Zink-­‐Cluster-­‐

Transkriptionsfaktor SEF1 wurde kürzlich gezeigt, dass er unter solchen Bedingungen

angeschaltet wird und bei der darauffolgenden Eisenaufnahme eine Rolle spielt. Wird

SEF1 wie in unserer Bibliothek permanent exprimiert und aktiviert, werden scheinbar

dauerhaft die entsprechenden sonst nur unter Mangelbedingungen aktiven Gene

angeschaltet. Zu diesen Genen zählen offensichtlich auch jene, die für die

Flavinproduktion verantwortlich sind, da der Stamm mit dem hyperaktiven SEF1*

immer einen gelb-­‐grünlichen Überstand produzierte. Ein ähnliches Phänomen wurde

auch für die tup1-­‐Mutante beobachtet [Knight et al., 2002]. TUP1 ist eigentlich ein

Repressor 5ilamentösen Wachstums, spielt aber auch bei der Regulation der

Eisenreduktase FRE10 eine Rolle. Flavine, die häu5ig in Form von Flavoproteinen in

eukaryotischen Zellen vorkommen, dienen in Redox-­‐Reaktionen oft als

Elektronenüberträger. Um das Eisen(III) der Umgebung nutzen zu können, sind solche

Reaktionen durch entsprechende Eisenreduktasen notwendig und könnten diese

Flavinproduktion erklären. Somit ist ein komplexes Zusammenwirken von Tup1 und

Sef1 durchaus vorstellbar, was aber noch zu beweisen wäre. Auch diesbezüglich sind

weitere	
  Studien	
  in	
  der	
  AG	
  Morschhäuser	
  in	
  Bearbeitung.

Im Verlauf dieser Arbeit wurden noch weitere morphologische Screenings durchgeführt.

Untersuchungen der gesamten Bibliothek unter hypheninduzierenden Bedingungen,

wie erhöhte Temperaturen (37°C), Spidermedium oder auch Lee's Medium ergaben

ebenfalls viele morphologische Auffälligkeiten. Dies sind nur vorläu5ige Experimente

gewesen. Es bedarf weiterer Studien, um detailliertere Aussagen treffen zu können. Des

Weiteren wurden alle Stämme der Transkriptionsfaktor-­‐Bibliothek auch bezüglich ihres

Verhaltens unter oxidativem Stress untersucht. Im Zuge dessen wurden sie auf spezielle

Agarplatten gestempelt. Diese enthielten unterschiedliche Konzentrationen von

Wasserstoffperoxid, einem starken Oxidationsmittel oder auch Menadion, ein

Superoxidgenerator. Auch in diesen Schnelltests konnten Transkriptionsfaktoren

identi5iziert werden, die zu einer erhöhten Toleranz gegenüber oxidativem Stress

beitrugen, was bekanntermaßen ebenfalls zu den Charakteristika von Pathogenen zählt.

Weitere Experimente zur Erforschung neuer Regulatoren des Verhaltens unter
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oxidativem Stress werden derzeitig ebenfalls in der AG Morschhäuser durchgeführt. An

dieser Stelle werden diese Ergebnisse nicht weiter diskutiert, da es sich bisher nur um

vorläu5ige Erkenntnisse handelt. Außerdem legte sich der Fokus dieser Arbeit auf

Regulatoren der Multidrug-­‐Resistenz. Diesbezüglich wurden tiefergehende

Untersuchungen	
  durchgeführt,	
  die	
  im	
  Folgenden	
  diskutiert	
  werden.

4.3. Neue	
  Regulatoren	
  der	
  Fluconazolresistenz:
CTA4,	
  STB5,	
  MRR2	
  und	
  ZNC1

Die Fluconazoltoleranz der Stämme mit den künstlich aktivierten

Transkriptionsfaktoren wurde mittels MHK-­‐Bestimmungen für dieses Antimykotikum

getestet. Dabei konnten 14 neue Regulatoren, neben Mrr1, Tac1 und Upc2, identi5iziert

werden, die einen Ein5luss auf die Fluconazolresistenz ausübten. Unter ihnen sind z. B.

Transkriptionsfaktoren wie AHR1, der bekannt ist bei der Regulierung von

Adhäsionsgenen mitzuwirken, oder ZCF25, der in dieser Bibliothek immer durch

verstärktes 5ilamentöses Wachstum in Flüssigmedium auf5iel. Generell gilt, dass

Regulatoren, die die Morphologie oder Zusammensetzung der Zellober5läche von

C. albicans beein5lussen, auch Auswirkungen auf Resistenzen gegen Medikamente haben

können, deren Zielstrukturen oftmals genau jene Zellober5lächen darstellen. Sie müssen

demnach nicht gezwungener Maßen essentiell für die Resistenzentwicklung in

C. albicans sein, sondern wirken sich indirekt auf eine veränderte Fluconazoltoleranz

aus. Die Transkriptionsfaktoren CTA4, STB5, MRR2 und ZNC1 sind in diesem Screening

jedoch besonders aufgefallen. Sie vermittelten im künstlich aktivierten Zustand

vergleichbar hohe Resistenzen, wie MRR1-­‐, TAC1-­‐ oder UPC2-­‐Allele mit natürlich

vorkommenden	
  gain-­‐of-­‐function-­‐Mutationen.

CTA4 ist auf dem Chromosom 3 lokalisiert. Es be5indet sich in einer 11 kb großen

Cluster-­‐Region, die noch zwei weitere Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren (MRR1 und

ZCF35) enthält. Schon früher konnte CTA4 in Zusammenhang mit Fluconazolresistenz

gebracht werden [Coste et al., 2008]. CTA4 war in der Lage, in einer S. cerevisiae pdr1/3-­‐

Mutante die Expression des Multidrug-­‐Transporters PDR5 anzuschalten und

Fluconazolresistenz zu verursachen. PDR1/3 sind entsprechende Zink-­‐Cluster-­‐
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Transkriptionsfaktoren von S. cerevisiae, die die Expression der wichtigsten Multidrug-­‐

Transporter dieses Organismus regulieren. Das C. albicans CTA4 vermittelte jedoch auch

ohne PDR5 eine erhöhte Fluconazolresistenz, was darauf schließen lässt, dass dieser

Transkriptionsfaktor andere Gene reguliert, die Ein5luss auf die Azoltoleranz besitzen.

Anschließende von Coste et al., 2008 durchgeführten Experimente konnten auch keinen

Ein5luss von CTA4 auf die CDR1/2-­‐ bzw. MDR1-­‐Expression in C. albicans offenbaren.

Ebenso wenig war die cta4-­‐Mutante hypersensitiv gegenüber Fluconazol. In der

vorliegenden Arbeit konnten auch weder die Microarray-­‐, noch die Northern-­‐Blot-­‐

Analysen eine Hochregulierung von CDR1/2 oder MDR1 durch die künstliche

Aktivierung von CTA4 detektieren. Das Expressionslevel von ERG11, ein wichtiges Gen

der Ergosterolbiosynthese, wurde durch CTA4* ebenfalls nicht beein5lusst. Es muss

folglich noch andere Mechanismen in C. albicans geben, die Auswirkungen auf die

Fluconazolresistenz haben und von CTA4 reguliert werden. CTA4 ist weiterhin dafür

bekannt, Gene zu induzieren, die beim Umgang mit nitrosativem Stress wichtig sind

[Chiranand et al., 2008]. Dazu gehört z. B. YBH1, welches für ein Flavohämoglobin mit

Stickstoffmonoxid-­‐Digoxygenase-­‐Funktion kodiert. Unter nitrosativem Stress ist CTA4

für die Induktion der YBH1-­‐Transkription notwendig. Die cta4-­‐Mutanten hingegen sind

hypersensitiv gegenüber reaktiven Stickstoffspezies. CTA4* im aktivierten Zustand führt

auch laut unseren Microarray-­‐Daten sowohl zu einer erhöhten Expression des

Flavohämoglobingens YBH1, als auch zu einer verstärkten Transkription von SEF1, das

mit der Produktion von Flavinen im Zusammenhang steht. Dies geht mit der

Beobachtung konform, dass Stämme mit CTA4* immer eine leichte orangene Färbung

aufwiesen. Für die Funktion von Cta4 als Stressregulator spricht ebenfalls die verstärkte

Expression von AOX2 und GST2 im Stamm CTA4*. AOX2 kodiert für eine alternative

Oxidase, die C. albicans dazu befähigt, unter oxidativem Stress alternative Wege des

Elektronentransports bei der Zellatmung zu nutzen und so weniger reaktive

Sauerstoffspezies entstehen zu lassen. Auch GST2 ist für die Stressantwort notwendig.

Es kodiert für eine Glutathion-­‐S-­‐Transferase. Mithilfe solcher Enzyme können z. B.

schädliche Stickstoffverbindungen auf Glutathion transferiert und so aus der Zelle

entfernt werden. Die Hochregulation beider Gene wurde in dieser Arbeit sowohl via

Microarray-­‐Analysen als auch durch Northern Hybridisierung offenbart und bestätigt

die wichtige Funktion von CTA4 bei der Antwort auf verschiedene Stresssignale. In dem

Zusammenhang ist auch zu erwähnen, dass die Expression des putativen
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Sul5ittransporters SSU1 ebenfalls von CTA4 reguliert wird, was sowohl von

Chiranand et al., 2008, als auch in den hier vorliegenden Microarray-­‐Daten gezeigt und

bestätigt wurde (siehe Anhang: Übersicht der Microarray-­‐Daten, Tabelle 6; Seite 101).

SSU1 gehört auch zu den unter nitrosativem Stress induzierten Genen. Die Behandlung

mit Fluconazol ist für C. albicans ebenfalls ein Stresssignal, welches scheinbar unter

normalen Umständen die CTA4-­‐vermittelte Stressantwort nicht induzieren würde. Im

hyperaktiven Zustand ist CTA4* jedoch in der Lage, sein Stressbewältigungsprogramm

anzuschalten und so wahrscheinlich eher auf indirektem Weg zu einer erhöhten

Fluconazoltoleranz beizutragen. Für eine indirekte resistenzvermittelnde Wirkung

spricht auch die Tatsache, dass weder die Deletion von AOX2 noch von GST2, deren

Expression	
  in	
  CTA4*	
  stark	
  erhöht	
  war,	
  zum	
  Verlust	
  der	
  Fluconazolresistenz	
  führte.

STB5 liegt im C.-­‐albicans-­‐Genom auf Chromosom 1. Die Involvierung von STB5 in der

Resistenzentwicklung konnte in C.-­‐albicans-­‐verwandten Organismen bereits

nachgewiesen werden. Akache and Turcotte, 2002; Akache et al., 2004 zeigten, dass

STB5 aus S. cerevisiae an der Regulierung der Gene der ABC-­‐Transporter SNQ2, PDR16

und PDR5, wichtige Multidrug-­‐Ef5luxpumpen der Hefe, beteiligt ist. ScStb5 aktiviert die

Transkription von Multidrug-­‐Resistenzgenen, indem es an die PDREs (pleitropic drug

response elements) in deren Promotoren bindet. Diese PDREs werden auch von den

Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren Pdr1/3 erkannt und gebunden. Auf diesem Wege

konnten sie auch eine Dimerisierung von ScStb5 und ScPdr1 demonstrieren. Diese

Heterodimere binden an die genannten PDREs und steuern so die Transkription der

Multidrug-­‐Transporter. Kürzlich wurden Studien veröffentlicht, in denen die Rolle von

STB5 in C. glabrata beschrieben wurde [Noble et al., 2013]. Dort führte die

Überexpression von CgSTB5 zu einer erhöhten Fluconazolsensitivität, wohingegen

dessen Deletion keinen Ein5luss auf die Fluconazoltoleranz hatte. In der

5luconazolsensitiven Cgpdr1-­‐Mutante reduzierte die Deletion von CgSTB5 deren

Azolemp5indlichkeit. Die Überexpression verstärkte im Gegenzug dazu diese

Sensitivität. Transkriptionspro5ile von Cgstb5-­‐Mutanten und CgPDR1-­‐

Überexpressionsstämmen zeigten eine reziproke Regulierung vieler Gene, inklusive

CgCDR1. Daraus schlussfolgerten Noble et al., 2013, dass CgStb5 als transkriptionaler

Repressor der ABC-­‐Transportergene fungiert und als Gegenspieler von CgPdr1 diese

Gene reguliert. Für STB5 in C. albicans kann ausgeschlossen werden, dass er als
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Repressor von CDR1 agiert. Zum einen, weil seine Deletion weder die

Fluconazolresistenz, noch die CDR1-­‐Promotoraktivität beein5lusste und zum anderen,

weil seine künstliche Aktivierung zu einer erhöhten Fluconazolresistenz führte, was

eher für aktivierende Eigenschaften spricht. Wie genau CaSTB5 an der

Resistenzentwicklung beteiligt ist, muss noch intensiver erforscht werden. In jedem Fall

scheint STB5 aber ein Regulator von Resistenzgenen in Hefezellen zu sein, dessen

Funktion sich im Laufe der Evolution von S. cerevisiae, über C. glabrata bis hin zu

C.	
  albicans	
  in	
  unterschiedliche	
  Richtungen	
  entwickelte.

ZNC1 be5indet sich in einer 13 kb großen Zink-­‐Cluster-­‐Region auf dem Chromosom 5, in

der Nähe des MTL-­‐Lokus (mating type-­‐like). Dort be5inden sich drei offene Leserahmen,

die für eben solche Transkriptionsfaktoren mit diesem pilzspezi5ischen DNA-­‐

Bindemotiv kodieren. Sie wurden zuerst von Coste et al., 2004 beschrieben und als

ZNC1, ZNC2 und ZNC3 bezeichnet. Da nur die Deletion von ZNC2 zum Verlust der

Induzierbarkeit der CDR1-­‐ und CDR2-­‐Promotoren führte, erforschten sie dessen

Funktionen genauer und benannten ihn um in TAC1 (transcriptional activator of CDR

genes). Im Zuge dessen stellten sie fest, dass TAC1 maßgeblich für die Aktivierung der

CDR2-­‐Expression verantwortlich ist. Später entdeckten sie in azolresistenten klinischen

Isolaten gain-­‐of-­‐function-­‐Mutationen in TAC1, die eine konstitutive Expression beider

CDR-­‐Gene zur Folge hatten und Fluconazolresistenz vermittelten [Coste et al., 2006]. Auf

die basale Expression von CDR1 hat TAC1 keinen Ein5luss. In dieser Arbeit konnte nun

ein weiterer Regulator dieser Zink-­‐Cluster-­‐Region, ZNC1, sowohl in Zusammenhang mit

Azolresistenz, als auch mit einer Erhöhung der CDR1-­‐Expression gebracht werden. Da

weder die Deletion, noch die Überexpression von ZNC1 dessen Involvierung in der

Resistenzausbildung offenbarten, blieben seine Funktionen bisher unentdeckt. Ein

künstlich aktiviertes ZNC1* vermittelte hingegen eine erhöhte Fluconazolresistenz. Via

Microarray-­‐, Northern-­‐Blot-­‐ und Reportergen-­‐Analysen wurde in dieser Arbeit

demonstriert, dass dies das Resultat einer erhöhten CDR1-­‐Expression ist. Durch die

Deletion von CDR1 verliert der hyperaktive Regulator ZNC1* seine

resistenzvermittelnden Fähigkeiten vollständig. Anhand von ZNC1 wird noch einmal

deutlich, welche Vorteile die in dieser Arbeit etablierte Methode der künstlichen

Aktivierung besitzt, da auf anderem Wege die Funktionen von ZNC1 zu offenbaren

weitaus komplizierter gewesen wäre. Die Zink-­‐Cluster-­‐Region auf der sich ZNC1 und
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TAC1 be5inden, die Überschneidung des Funktionsspektrum beider Regulatoren,

besonders im Hinblick auf die CDR1-­‐vermittelte Fluconazolresistenz, scheint demnach

von großer Bedeutung für die Entwicklung von Resistenzen und damit für das Pathogen

C. albicans zu sein. Inwieweit ZNC1 auch klinische Relevanz hat, bezogen auf das

Vorkommen von natürlichen gain-­‐of-­‐function-­‐Mutationen in diesem Gen, welches

spezi5isch CDR1, nicht aber CDR2 hoch reguliert, wird momentan noch untersucht. Zum

Zeitpunkt des Verfassens dieser Arbeit konnten jedoch noch keine klinischen Isolate

gefunden	
  werden,	
  die	
  entsprechende	
  gain-­‐of-­‐function-­‐Mutationen	
  in	
  ZNC1	
  besitzen.

Die Fähigkeit von C. albicans einen Bio5ilm auszubilden spielt bei der Multidrug-­‐

Resistenz ebenfalls eine wichtige Rolle. Durch das Abschirmen von der Umgebung ist

die Zellpopulation eines solchen Bio5ilms vor dem Einwirken von Medikamenten

geschützt und damit resistent. Zu diesem Zweck exprimiert C. albicans z. B.

verschiedene Adhäsine. Sein Genom enthält sogar eine ganze Genfamilie, die ALS-­‐

Familie, die für solche Glykoproteine mit wichtigen Funktionen bei der Adhärenz und

Bio5ilmbildung kodieren. Da sowohl in den Microarray-­‐Daten, als auch in den Northern

Hybridisierungen eine erhöhte Expression von ALS1 in den Stämmen MRR2* und ZNC1*

festgestellt werden konnte, wurde ein Bio5ilm Assay, wie unter 2.8. beschrieben,

durchgeführt. Da ALS1 auch eines der Zielgene von Mrr1 ist [Schubert et al., 2011a],

fanden die Bio5ilm-­‐Untersuchungen unter Einbezug von MRR1* statt. Jedoch konnte mit

der hier angewandten Methode kein Zusammenhang zwischen der künstlichen

Aktivierung der entsprechenden Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren und einer

verstärkten	
  Fähigkeit	
  zur	
  Bio5ilmbildung	
  festgestellt	
  werden.

4.4. Mrr2	
  –	
  ein	
  wichtiger	
  Regulator	
  von	
  CDR1

Die Überexpression von Multidrug-­‐Ef5luxpumpen gehört zu den wichtigsten

Resistenzmechanismen in C. albicans. Bisher konnten drei dieser Transporter

identi5iziert werden, zum einen die zwei sehr homologen ABC-­‐Transporter Cdr1 und

Cdr2 und zum anderen die zu den Major Facilitator gehörende Mdr1-­‐Ef5luxpumpe. In

den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass die Expression und damit auch die

Überexpression dieser Pumpen durch Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren reguliert
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wird. Hierbei wurde TAC1 als Masterregulator der CDR-­‐Gene und MRR1 als wichtigster

Regulator für MDR1 identi5iziert [Coste et al., 2004; Morschhäuser et al., 2007].

Coste et al., 2004 demonstrierten, dass TAC1 maßgeblich für die Induzierbarkeit der

Promotoren von CDR1 und CDR2 verantwortlich ist. Fehlt TAC1 kann besonders CDR2

nicht mehr exprimiert werden. CDR1 verfügt über eine basale Expression. Dessen

Transkripte sind folglich immer detektierbar. Durch die Deletion von TAC1 reduziert

sich die Induzierbarkeit der CDR1-­‐Expression drastisch auf ein minimales Level,

wohingegen das basale Expressionslevel unverändert bleibt. Demnach muss es noch

weitere Regulatoren geben, die diese basale Aktivität steuern. Mit der in der

vorliegenden Arbeit etablierten Methode der künstlichen Aktivierung von Zink-­‐Cluster-­‐

Transkriptionsfaktoren	
  konnte	
  einer	
  dieser	
  Regulatoren	
  identi5iziert	
  werden.

Zunächst 5iel MRR2 als einer der Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren auf, die im

künstlich hyperaktiven Zustand einen 8-­‐fachen Anstieg der Fluconazolresistenz,

verglichen mit dem wildtypischen Ausgangsstamm SC5314, bewirkten. Darauf folgende

Microarray-­‐Analysen offenbarten einen Anstieg der CDR1-­‐Expression, wie auch im Fall

von STB5* und ZNC1*. Dieser Anstieg konnte in unabhängigen Northern

Hybridisierungen, wie bereits besprochen für ZNC1*, auch für MRR2* bestätigt werden.

PCDR1-­‐Reporterfusionen veri5izierten die spezi5ische CDR1-­‐Hochregulierung, vollkommen

unabhängig von der CDR2-­‐Expression. Die Deletion vonMRR2 führte interessanterweise

zu einer Reduktion der basalen CDR1-­‐Promotoraktivität. Dies erklärt auch den

5luconazolsensitiven Phänotyp der mrr2-­‐Mutante, wie es auch schon von Homann et al.,

2009 gezeigt wurde und sich in dieser Arbeit bestätigte. Denn auch die Deletion von

CDR1 hat eine Fluconazolhypersensitivität zur Folge. Der Verlust der wichtigsten

Multidrug-­‐Ef5luxpumpe von C. albicans, sei es durch Reduktion der basalen Expression

oder durch vollständige Deletion, führt, wie auch schon früher demonstriert, zu einer

Hypersensitivität gegen antimykotische Substanzen. Ohne CDR1 war das hyperaktive

MRR2* nicht mehr in der Lage Fluconazolresistenz zu vermitteln. Es verlor vollständig

seine Wirkung, was beweist, dass die hervorgerufene Resistenz Cdr1-­‐vermittelt war. Die

Induzierbarkeit des CDR1-­‐Promotors, für die TAC1 von entscheidender Bedeutung ist,

wurde durch die MRR2-­‐Deletion nur leicht geschwächt – ein weiteres Indiz dafür, dass

MRR2 eher ein Regulator der basalen Expression ist. Um zu klären, inwiefern TAC1 und

MRR2 auch ohne einander eine Überexpression von CDR1 und die damit verbundene

Fluconazolresistenz bewirken können, erfolgte die Integration eines hyperaktiven Allels
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des einen Regulators in die Deletionsmutanten des jeweils anderen Regulators. Im Fall

von TAC1 wurde hierfür ein Allel mit einer natürlich vorkommenden gain-­‐of-­‐function-­‐

Mutation gewählt (G980E). Dies geschah sowohl in Stämmen mit und ohne PCDR1-­‐GFP-­‐

Reporterfusionen, so dass anschließende MHK-­‐ und FACS-­‐Analysen Aufschluss darüber

geben konnten. Dabei offenbarte sich die Notwendigkeit beider Regulatoren für die

Cdr1-­‐vermittelte Fluconazolresistenz. Ein hyperaktives TAC1-­‐Allel war ohne MRR2 nicht

mehr in der Lage den CDR1-­‐Promotor in gewohnter Weise anzuschalten. Ebenso

reduzierte sich die MHK von Fluconazol um eine Stufe. Vice versa verhielt es sich

ähnlich. Auch der Verlust von TAC1 reduzierte die MRR2*-­‐bedingte erhöhte MHK von

Fluconazol. Die Reduktion der CDR1-­‐Promotoraktivität war bei Abwesenheit von TAC1

und Anwesenheit von MRR2* nicht so drastisch wie im umgedrehten Fall.

Zusammengenommen demonstrierten diese Versuche, dass ein hyperaktives Mrr2*

unabhängig von Tac1 die CDR1-­‐Überexpression und die damit verbundene

Fluconazolresistenz bewirkte. Jedoch sind beide Transkriptionsfaktoren notwendig,

damit CDR1 in gewohntem Maße überexprimiert wird und Fluconazolresistenz

vermitteln kann. Vermutlich interagieren sie aber mit unterschiedlichen Bereichen des

CDR1-­‐Promotors. Von einigen Wissenschaftlern wurde bereits gezeigt, dass es

verschiedene cis-­‐regulatorische Elemente in den Promotoren von CDR1 und CDR2 gibt.

Von de Micheli et al., 2002 wurde im Zuge dessen demonstriert, dass CDR1 und CDR2 ein

gemeinsames drug response element (DRE) besitzen. Sie postulierten schon damals das

Vorhandensein von gemeinsamen trans-­‐regulatorischen Faktoren, die zur Aktivierung

beider Gene beitragen. Coste et al., 2004 bestätigten dies mit der Entdeckung von TAC1

und zeigten, zumindest für CDR2, die Notwendigkeit des DREs, um Tac1-­‐bedingt

angeschaltet zu werden. MRR2* aktivierte aber spezi5isch die CDR1-­‐Expression, weshalb

dieser Transkriptionsfaktor wahrscheinlich mit einer anderen CDR1-­‐Promotorregion

interagiert. CDR1, als wichtigster Multidrug-­‐Transporter von C. albicans, besitzt neben

dem DRE noch weitere cis-­‐regulatorische Elemente in seiner Promotorregion. Dazu

gehören die steroid response elemente (SREs), die notwendig für die steroid-­‐induzierte

CDR1-­‐Expression, z. B. durch β-­‐Estradiol, sind [Karnani et al., 2004] oder das negative

regulatory element (NRE), welches im Zusammenhang mit der basalen Expression

gebracht werden konnte [Gaur et al., 2004]. Zwei Jahre zuvor, im Zusammenhang mit

der Entdeckung der DREs, konnten de Micheli et al., 2002 aber auch einen Bereich der

CDR1-­‐Promotorregion eingrenzen, der notwendig für dessen basale Aktivität ist und
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nannten ihn basal expression element (BEE). Dieser Bereich be5indet sich 960 bis 710 bp

upstream des Startcodons im CDR1-­‐Promotor. Diese Region enthält allerdings nur ein

CGG-­‐Triplett, welches oft von Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren erkannt und

gebunden wird. Inwiefern Mrr2 an dieses postulierte BEE des CDR1-­‐Promotors bindet

oder durch anderweitige Interaktionen die basale Expression von CDR1 reguliert,

erfordert	
  noch	
  weitere	
  Untersuchungen.

MRR2 und ZNC1 regulierten beide spezi5isch nur die CDR1-­‐Expression. Dabei besaß

MRR2 allerdings einen weitaus größeren Ein5luss auf diese, was in der vorliegenden

Arbeit demonstriert wurde. Um zu überprüfen, ob beide Transkriptionsfaktoren auch

eine klinische Relevanz besitzen, werden derzeitig noch azolresistente klinische Isolate,

soweit zur Verfügung stehend, mit spezi5ischer Überexpression von CDR1, untersucht.

Wie bereits schon im Fall von ZNC1 diskutiert, konnten bisher noch keine klinischen

Isolate mit natürlich vorkommenden gain-­‐of-­‐function-­‐Mutationen in diesen Regulatoren

gefunden werden. In Kooperation mit anderen Wissenschaftlern, die Zugang zu

weiteren klinischen Isolaten haben, wird diese Recherche fortgesetzt. Da solche

Mutationen relativ häu5ig in Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren auftreten, besonders in

denen die bei der Regulation von Multidrug-­‐Resistenzgenen eine Rolle spielen, scheint

es nur eine Frage der Zeit zu sein, bis solche in ZNC1 oder aber MRR2 identi5iziert

werden. Um diese Regulatoren noch weiter zu charakterisieren, ist es auch interessant

zu wissen, ob und wenn wo und wie sie mit dem CDR1-­‐Promotor interagieren. Ebenso

wissenswert ist es, mögliche Interaktionen mit Tac1 zu erforschen, da alle drei

Regulatoren die CDR1-­‐Expression auf unterschiedliche Weise beein5lussen oder

regulieren.

4.	
  Diskussion
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4.5. Abschließende	
  Worte	
  und	
  Ausblick

Mit der Entdeckung neuer Resistenzregulatoren, wie MRR2, ist ein weiterer Schritt zum

molekularen Verständnis bezüglich der Resistenzentwicklung von C. albicans gelungen.

Die Au5klärung dieser Resistenzmechanismen ist von großer Bedeutung, da

opportunistische Infektionen wie die Candidiasis oder Candidämie weiterhin auf dem

Vormarsch sind. Die Untersuchungen der molekularen Ursachen, die hierbei die rasche

Entwicklung solcher Resistenzen bedingen, sind somit zwingend notwendig, um auch

Grundbausteine	
  für	
  die	
  Entwicklung	
  neuer	
  Medikamente	
  zu	
  legen.

Die in dieser Arbeit hergestellte Bibliothek der arti5iziell aktivierten Zink-­‐Cluster-­‐

Transkriptionsfaktoren stellt ein sehr nützliches Instrument bei der Identi5izierung

neuer Regulatoren von verschiedensten biologischen Aspekten dar. Zukünftige

detaillierte phänotypische Untersuchungen hinsichtlich des Verhaltens unter

verschiedenen Stressbedingungen sollten neue Regulatoren offenbaren, welche z. B. für

die Pathogenität von C. albicans notwendig sind. Damit bietet diese genomische

Bibliothek die Basis für viele weitere Studien der funktionellen Charakterisierung der

einzelnen	
  Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren.

Außerdem sollte diese Strategie der arti5iziellen Aktivierung der Zink-­‐Cluster-­‐Proteine,

die hier für C. albicans angewendet wurde, auch in anderen Pilzen, die von

medizinischem, landwirtschaftlichem oder biotechnologischem Interesse sind,

anwendbar sein. Diese pilzspezi5ische Proteinfamilie reguliert auch in dem pathogenen

Pilz Aspergillus fumigatus virulenz-­‐assoziierte Eigenschaften [Liu et al., 2010].

Außerdem spielen sie bei der Produktion von Sekundärmetaboliten, z. B. dem A5latoxin,

in 5ilamentösen Pilzen, wie A. Zlavus und A. parasiticus, oder bei der Synthese von

Flavinen in verschiedenen anderen Pilzen, eine Rolle [Woloshuk et al., 1994]. Eine

generell anwendbare Methode zur arti5iziellen Aktivierung dieser

Transkriptionsfaktoren bietet damit eine geeignete Technik, die viele neue Einblicke in

die Regulationsmaschinerie wichtiger Prozesse, in verschiedenen biologisch relevanten

Pilzen,	
  liefern	
  sollte.
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Anhang

1. Übersicht	
  der	
  Microarray-­‐Daten

In der folgenden Tabelle sind alle offenen Leseraster aufgelistet, die in den Stämmen

CTA4*, STB5*, MRR2* und ZNC1* mit den entsprechenden künstlich aktivierten Zink-­‐

Cluster-­‐Transkriptionsfaktoren mindestens 2-­‐fach hochreguliert sind. Die fold-­‐change-­‐

Werte sind Mittelwerte dreier unabhängiger RNA-­‐Isolierungen, von zwei unabhängig

hergestellten Transformanten (2x vom A-­‐ und 1x vom B-­‐Stamm) und berechneten sich

durch den Vergleich mit der wildtypischen Expression im SC5314. Die Reihenfolge der

ORFs richtet sich danach, welche Gene in allen vier, dann in drei, in zwei und zum

Schluss nur in einem der Stämme hochreguliert waren. Angegeben ist jeweils die orf19-­‐

Nummer, wenn vorhanden der entsprechende Gen-­‐Standardname, die fold-­‐change-­‐

Werte und eine korrespondierende Annotation, die die putativen molekularen

Funktionen	
  bzw.	
  andere	
  wichtige	
  Eigenschaften	
  des	
  jeweiligen	
  ORFs	
  beschreibt.

Tab.	
  6: ORFs, die in den Stämmen CTA4*, STB5*, MRR2* und ZNC1*, bezogen auf den Wildtyp
SC5314,	
  mindestens	
  2-­‐fach	
  hochreguliert	
  sind.

orf19-­‐Nr. Gen
fold	
  change

Annotation
CTA4* STB5* MRR2* ZNC1*

orf19.4773 AOX2 266,57 240,10 6,39 6,16 Alternative	
  Oxidase;	
  wichtig	
  bei	
  oxidativem	
  Stress

orf19.2693 GST2 38,08 7,24 4,48 4,52 Gluthation-­‐S-­‐Transferase;	
  hochreguliert	
  in	
  Fluconazol-­‐
exponierten	
  Zellen

orf19.7042 22,72 8,70 4,54 25,88 hochreguliert	
  in	
  azolresistenten,	
  MDR1	
  überexprimierenden	
  
Stämmen

orf19.344 19,73 17,06 77,97 61,27 hochreguliert	
  nach	
  Fluphenazin-­‐Behandlung	
  und	
  in	
  
azolresistenten	
  Stämmen	
  mit	
  hochregulierten	
  CDR1	
  und	
  CDR2,	
  
eventuell	
  Tac1	
  reguliert

orf19.7111.1 SOD3 18,89 12,63 19,58 24,05 Mangan-­‐enthaltene,	
  zytosolische	
  Superoxiddismutase,	
  in	
  der	
  
stationären	
  Phase	
  exprimiert

orf19.5777 4,50 6,78 2,79 9,03 induziert	
  während	
  Bio5ilmproduktion

orf19.5741 ALS1 3,84 4,56 7,13 21,92 Adhäsin,	
  ALS-­‐Familie,	
  Zellober5lächen	
  Glykoprotein;	
  wichtig	
  
bei	
  der	
  Bio5ilmproduktion	
  und	
  Virulenz
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orf19-­‐Nr. Gen
fold	
  change

Annotation
CTA4* STB5* MRR2* ZNC1*

orf19.1027 PDR16 3,80 2,67 3,00 3,60 Phosphatityl-­‐Inositol-­‐Transferprotein;	
  korrelliert	
  mit	
  CDR1/
CDR2	
  Überexpression	
  und	
  Azolresistenz

orf19.4370 6,40 6,79 4,11 induziert	
  bei	
  nitrosativem	
  und	
  oxidativem	
  Stress

orf19.3707 YHB1 2,29 2,32 2,24 Stickstoffmonoxid-­‐Dioxygenase,	
  Flavohämoglobin

orf19.7009 2,15 460,92 2,85 Rolle	
  in	
  zellulären,	
  metabolischen	
  Prozessen

orf19.1149 MRF1 13,74 3,78 15,25 putatives	
  mitochondriales	
  Protein;	
  Stressantwort

orf19.3646 CTR1 5,85 2,97 3,59 Kupfertransporter

orf19.4569 4,94 3,95 2,19 Funktion	
  unbekannt

orf19.6139 FRE7 4,62 5,99 4,63 kupferregulierte	
  Kupferreduktase

orf19.851 3,03 3,29 2,85 Funktion	
  unbekannt

orf19.7539 INO2 2,47 2,97 2,07 reguliert	
  vermutlich	
  Gene	
  der	
  Phosphatidylcholin-­‐	
  und	
  
-­‐Inositol-­‐Biosynthese

orf19.2496 ATO2 2,35 4,32 2,04 putatives	
  pilzspezi5isches	
  Transmembranprotein;	
  Funktion	
  
unbekannt

orf19.6000 CDR1 3,48 4,19 4,41 ABC-­‐Transporter;	
  Mulitdrug-­‐Resistenz

orf19.4573 ZCF26 2,24 2,16 2,35 Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktor;	
  Funktion	
  unbekannt

orf19.3998 2,21 2,27 2,19 Funktion	
  unbekannt

orf19.1120 FAV2 31,03 4,93 Adhäsin-­‐ähnliches	
  Protein;	
  reguliert	
  von	
  Nrg1,	
  Rfg1,	
  Tup1

orf19.7091 10,15 2,02 Funktion	
  unbekannt

orf19.164 8,38 3,29 Funktion	
  unbekannt

orf19.2046 POT1-­‐2 7,12 6,86 putative	
  Peroxisomal-­‐3-­‐Ketoacyl-­‐CoA-­‐Thiolase

orf19.4150 5,57 3,76 putatives	
  Glutaredoxin;	
  induziert	
  bei	
  nitrosativem	
  Stress

orf19.3364 5,09 4,67 Funktion	
  unbekannt

orf19.1240 4,36 8,99 Funktion	
  unbekannt

orf19.3415 PTK2 3,58 2,33 putative	
  Proteinkinase	
  des	
  Polyaminimports

orf19.2601 HEM1 3,45 2,58 putative	
  5-­‐Aminolevulinate-­‐Synthase

orf19.1718 ZCF8 3,12 2,11 Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktor;	
  notwendig	
  für	
  Adhärenz	
  
von	
  Hefezellen	
  auf	
  Silikonsubstrat

orf19.4570 2,81 2,68 Funktion	
  unbekannt

orf19.272 FAA21 2,71 6,74 putative	
  Acyl-­‐CoA-­‐Synthetase

orf19.508 QDR1 2,53 2,33 putativer	
  Transporter;	
  Resistenz

orf19.3516 2,24 2,49 Funktion	
  unbekannt

orf19.5808 2,06 3,64 Funktion	
  unbekannt

orf19.1430
orf19.5290

41,57 12,96 Funktion	
  unbekannt

orf19.6586 10,76 2,60 Funktion	
  unbekannt;	
  im	
  reifen	
  Bio5ilm	
  induziert

orf19.7214 9,45 2,69 putative	
  Glucan-­‐1,3-­‐β-­‐Glucosidase

orf19.2177 5,33 2,46 Funktion	
  unbekannt

orf19.1327 RBT1 4,93 2,56 Zellwandprotein

orf19.5059 GCS1 4,42 2,21 γ-­‐Glutamylcysteine-­‐Synthetase
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orf19-­‐Nr. Gen
fold	
  change

Annotation
CTA4* STB5* MRR2* ZNC1*

orf19.7166 3,19 32,83 Funktion	
  unbekannt

orf19.4133 2,76 2,24 Funktion	
  unbekannt

orf19.7344 2,76 2,92 Funktion	
  unbekannt

orf19.23 RTA3 2,66 82,45 putatives	
  Membranprotein;	
  Funktion	
  unbekannt

orf19.4234 2,63 2,07 Funktion	
  unbekannt

orf19.5759 SNQ2 2,59 3,05 ABC-­‐Transporter;PDR-­‐Familie

orf19.5295 2,55 2,34 Funktion	
  unbekannt

orf19.996 2,41 6,24 Funktion	
  unbekannt

orf19.3644 2,10 3,09 Funktion	
  unbekannt

orf19.5785 25,04 4,57 Funktion	
  unbekannt

orf19.4662 RLM1 5,69 2,34 notwendig	
  für	
  Resistenz	
  bei	
  Zellwandstörung;	
  reguliert	
  
Caspofungin	
  Induktion	
  von	
  PGA13

orf19.4574 2,36 3,85 Funktion	
  unbekannt

orf19.7595 2,31 2,86 Funktion	
  unbekannt

orf19.3733 IDP2 21,17 2,68 Isocitrat-­‐Dehydrogenase

orf19.4122 9,04 3,02 Funktion	
  unbekannt

orf19.6577 FLU1 4,03 4,32 Major	
  Facilitator	
  Superfamilie;	
  Multidrug-­‐Ef5luxpumpe

orf19.2652 TEF4 2,93 2,98 Funktion	
  unbekannt

orf19.6318 2,84 3,38 Funktion	
  unbekannt

orf19.6984 2,25 2,58 Funktion	
  unbekannt

orf19.1783 YOR1 44,72 3,09 ATPase-­‐Aktivität

orf19.5217 TES1 23,17 2,40 putative	
  Acyl-­‐CoA-­‐Thioesterase

orf19.7204 12,63 4,41 Funktion	
  unbekannt

orf19.6007 12,55 2,96 Funktion	
  unbekannt

orf19.1069 RPN4 10,02 3,74 Transkriptionsfaktor	
  mit	
  Cys2-­‐His2	
  Zink5inger-­‐Motif;	
  putativer	
  
Regulator	
  von	
  Proteasomgenen

orf19.7513 ALK2 9,98 18,58 N-­‐Alkane	
  induzierbares	
  Cytochrom	
  P450

orf19.2244 6,07 3,88 Funktion	
  unbekannt

orf19.1586
orf19.5797

FGR22
PLC2

3,51 2,25 Phosphatidylinositol-­‐spezi5ische	
  Phospholipase	
  C-­‐Aktivität

orf19.4056 3,23 2,49 Transkriptionsfaktor;	
  involviert	
  in	
  Kontrolle	
  der	
  
Bio5ilmbildung

orf19.6781 ZFU2 2,57 3,75 Transkriptionsfaktor;	
  reguliert	
  Adhärenz	
  von	
  Hefezellen

orf19.3120 214,44 putativer	
  PDR-­‐Subfamilie	
  ABC-­‐Transporter;	
  ATPase-­‐Aktivität

orf19.7313 SSU1 50,24 Sul5it-­‐Transporter

orf19.7495 36,34 Funktion	
  unbekannt

orf19.7148 TPO2 31,64 putativer	
  Polyamin-­‐Transporter

orf19.1816 ALS3 19,72 ALS-­‐Familie;	
  Adhäsin

orf19.5069 18,48 Funktion	
  unbekannt

orf19.3639 15,66 Funktion	
  unbekannt
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orf19-­‐Nr. Gen
fold	
  change

Annotation
CTA4* STB5* MRR2* ZNC1*

orf19.6209 14,38 Monocarboxylate-­‐Transmembran-­‐Transporter-­‐Aktivität

orf19.5635 PGA7 12,72 Vorstufe	
  von	
  Hyphen-­‐Ober5lächen-­‐Antigen;	
  Funktion	
  
unbekannt

orf19.4816 12,16 Funktion	
  unbekannt

orf19.5636 RBT5 12,04 GPI-­‐verankertes	
  Zellwandprotein;	
  involviert	
  in	
  
Hämoglobinabbau

orf19.1830 10,55 Funktion	
  unbekannt

orf19.1395 8,81 Funktion	
  unbekannt

orf19.5940 ZCF32 8,55 Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktor;	
  Funktion	
  unbekannt

orf19.7077 8,51 putative	
  Eisenreduktase

orf19.4680 8,26 possile	
  Protease

orf19.5634 FRP1 8,15 Eisenreduktase

orf19.2947 SNZ1 7,85 Stationäre-­‐Phase-­‐Protein

orf19.4287 7,45 Funktion	
  unbekannt

orf19.2607 6,18 Funktion	
  unbekannt

orf19.3234 OYE22 6,04 putative	
  NADPH-­‐Dehydrogenase

orf19.7374 CTA4 5,88 Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktor;	
  Funktionen	
  bei	
  der	
  Antwort
auf	
  nitrosativem	
  Stress

orf19.5585 SAP5 5,82 sekretierte	
  Aspartyl-­‐Proteinase

orf19.4720 CTR2 5,78 putativer	
  Kupfertransporter

orf19.4817 RAM2 5,76 Geranylgeranyl-­‐	
  und	
  Farnesyltransferase

orf19.2968 5,69 Funktion	
  unbekannt

orf19.4743 AFG1 5,09 Funktion	
  unbekannt

orf19.2886 CEK1 5,09 Proteinkinase	
  der	
  ERK-­‐Familie;	
  MAP-­‐Kinase-­‐Aktivität

orf19.946 MET14 5,09 putative	
  Adenylylsulfatkinase

orf19.1861 4,98 Funktion	
  unbekannt

orf19.1464 BMT5 4,92 putative	
  β-­‐Mannosyltransferase

orf19.6980 4,70 Funktion	
  unbekannt

orf19.2281 4,50 Funktion	
  unbekannt

orf19.3753 SEF1 4,26 Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktor;	
  reguliert	
  Eisenaufnahme,	
  
aktiv	
  unter	
  Eisenmangelbedingungen

orf19.4980 HSP70 4,17 Hitzeschock-­‐Protein	
  70,	
  Chaperon

orf19.3508 4,05 Funktion	
  unbekannt

orf19.3615 4,04 Funktion	
  unbekannt

orf19.970 4,03 Funktion	
  unbekannt

orf19.4757 NAR1 3,99 putatives	
  zytosolisches	
  Eisen-­‐Sulfur-­‐Bindeprotein

orf19.2862 RIB1 3,65 putative	
  GTP-­‐Cyclohydrolase	
  II

orf19.7225 3,63 Funktion	
  unbekannt

orf19.21 3,58 Funktion	
  unbekannt

orf19.1719 SGA1 3,46 putative	
  Glucoamylase
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orf19-­‐Nr. Gen
fold	
  change

Annotation
CTA4* STB5* MRR2* ZNC1*

orf19.1057 3,41 Funktion	
  unbekannt

orf19.3131 OYE32 3,40 NAD(P)H	
  Oxidoreduktase

orf19.6387 HSP104 3,26 Hitzeschock-­‐Protein,	
  Chaperon

orf19.3340 SOD2 3,25 Superoxiddismutase

orf19.6920 3,25 Funktion	
  unbekannt

orf19.2948 SNO1 3,24 möglicher	
  Weise	
  im	
  Pyridoxine	
  Metabolismus	
  involviert

orf19.3190 HAL9 3,20 Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktor

orf19.2977 MIA40 3,08 möglicher	
  Weise	
  Bestandteil	
  der	
  mitochondrialen	
  
Importmaschinerie

orf19.3661 2,99 putatives	
  Deubiquitinierungsenzym

orf19.3556 2,96 Funktion	
  unbekannt

orf19.6478 YCF1 2,96 putativer	
  Glutathion-­‐S-­‐Konjugat-­‐Transporter

orf19.3783 2,94 Funktion	
  unbekannt

orf19.4507 2,94 Funktion	
  unbekannt

orf19.1573 2,87 Funktion	
  unbekannt

orf19.1742 HEM3 2,86 Hydroxymethylbilansynthase;	
  Hämbiosynthese

orf19.5542 SAP6 2,78 sekretierte	
  Aspartyl-­‐Proteinase

orf19.22 2,77 Funktion	
  unbekannt

orf19.1058 2,72 Funktion	
  unbekannt

orf19.1282 CKS1 2,71 Funktion	
  unbekannt

orf19.428 2,70 putative	
  Serin-­‐/Threoninkinase

orf19.2825 2,66 putatives	
  zytosolisches	
  Eisen-­‐Sulfur-­‐Bindeprotein

orf19.240 2,64 möglicher	
  Weise	
  am	
  Proteinimport	
  in	
  die	
  mitochondriale	
  
Matrix	
  beteiligt

orf19.5716 SAP4 2,63 sekretierte	
  Aspartyl-­‐Proteinase

orf19.3706 2,63 Funktion	
  unbekannt

orf19.4951 2,62 Funktion	
  unbekannt

orf19.6816 2,59 Funktion	
  unbekannt

orf19.1153 GAD1 2,58 putative	
  Glutamatdecarboxylase

orf19.6440 2,54 Funktion	
  unbekannt

orf19.3448 2,53 Funktion	
  unbekannt

orf19.5228 RIB3 2,52 3,4-­‐Dihydroxy-­‐2-­‐Butanon-­‐4-­‐Phosphat-­‐Synthase;	
  
Ribo5lavinbiosynthese

orf19.6059 TTR1 2,52 Glutathionreductase

orf19.968 PGA14 2,51 Funktion	
  unbekannt,	
  vermutlich	
  mit	
  GPI-­‐Anker

orf19.2952 EXG2 2,49 Zellwandprotein	
  mit	
  GPI-­‐Anker

orf19.1727 PMC1 2,49 Vakuoläre	
  Calcium-­‐P-­‐Typ	
  ATPase

orf19.1847 ARO10 2,49 aromatische	
  Decarboxylase;	
  Biosynthese	
  aromatischer	
  
Aminosäuren

orf19.7551 ALO1 2,48 D-­‐Arabinono-­‐1,4-­‐Lacton-­‐Oxidase;	
  Schutz	
  vor	
  oxidativem	
  Stress
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orf19-­‐Nr. Gen
fold	
  change

Annotation
CTA4* STB5* MRR2* ZNC1*

orf19.1804 2,43 Funktion	
  unbekannt

orf19.308 2,43 Funktion	
  unbekannt

orf19.3803 MNN22 2,42 putative	
  Golgi-­‐α-­‐1,2-­‐Mannosyltransferase

orf19.2671 2,42 Funktion	
  unbekannt

orf19.5239 2,41 Funktion	
  unbekannt

orf19.1281 2,36 Funktion	
  unbekannt

orf19.5286 YCP4 2,33 putatives	
  Flavodoxin

orf19.915 2,32 Funktion	
  unbekannt

orf19.417 2,32 Funktion	
  unbekannt

orf19.1434 2,29 Funktion	
  unbekannt

orf19.4328 CCC2 2,28 Kupfer-­‐transportierende	
  P-­‐Typ	
  ATPase	
  des	
  Golgi

orf19.7213 2,23 putative	
  ATP-­‐abhängige	
  RNA-­‐Helicase

orf19.6941 2,23 im	
  späten	
  Bio5ilm	
  induziert

orf19.909 STP4 2,19 Zink-­‐Finger-­‐Transkriptionfaktor

orf19.4610 2,18 Funktion	
  unbekannt

orf19.517 HAP31 2,16 Transkriptionsfaktor,	
  putativ	
  involviert	
  in	
  CYC1-­‐Regulation

orf19.5572 2,10 Funktion	
  unbekannt

orf19.5688 2,10 Funktion	
  unbekannt

orf19.3518 2,07 Funktion	
  unbekannt

orf19.815 DCK1 2,06 putativer	
  Guaninnukleotid-­‐Austausch-­‐Faktor

orf19.3231 CDC27 2,04 putative	
  Ubiquitin-­‐Proteinligase

orf19.505 SRV2 2,04 Adenylat-­‐Cyclase-­‐assoziiertes	
  Protein;	
  reguliert	
  die	
  Adenylat-­‐
Cyclase-­‐Aktivität

orf19.7554 114,03 putativer	
  Drug-­‐Transporter

orf19.4121 108,81 Funktion	
  unbekannt

orf19.4612 102,35 Funktion	
  unbekannt

orf19.5169 74,70 Funktion	
  unbekannt

orf19.4833 MLS1 72,93 Malatsynthase

orf19.1867 58,17 putative	
  Malatpermease

orf19.6992 32,04 putativer	
  Drug-­‐Transporter

orf19.2681 RBT7 26,21 Ähnlichkeit	
  zur	
  Rnase	
  T2

orf19.4899 GCA1 20,94 Glucoamylase

orf19.999 GCA2 17,76 Glucoamylase

orf19.473 TPO4 16,54 putativer	
  Drug-­‐Transporter/	
  Sperimidintransporter

orf19.1325 ECM38 15,98 putative	
  γ-­‐Glutamyltransferase

orf19.4128 14,98 Funktion	
  unbekannt

orf19.5102 PLB5 14,93 putative	
  Phospholipase	
  mit	
  GPI-­‐Anker

orf19.1523 FMO1 14,91 putative	
  Oxidoreduktase

orf19.3839 SAP10 11,55 sekretierte	
  Aspartyl-­‐Proteinase
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orf19-­‐Nr. Gen
fold	
  change

Annotation
CTA4* STB5* MRR2* ZNC1*

orf19.2686 8,21 Funktion	
  unbekannt

orf19.3418 7,92 Funktion	
  unbekannt

orf19.2048 7,53 Funktion	
  unbekannt

orf19.3483 7,40 putative	
  Phosphatidyl-­‐Glycerol-­‐Phospholipase	
  C

orf19.4901 7,02 Funktion	
  unbekannt

orf19.1048 6,42 Aldo-­‐keto	
  Reduktase

orf19.780 6,38 Urea-­‐Amidolyase

orf19.5765 6,08 Funktion	
  unbekannt

orf19.3606 5,86 Funktion	
  unbekannt

orf19.3605 PEX17 5,75 Putatives	
  Peroxin;	
  Funktion	
  unbekannt

orf19.1737 5,74 Funktion	
  unbekannt

orf19.5723 POX1 5,01 putative	
  Acyl-­‐CoA	
  Oxidase

orf19.3308 STB5 4,80 Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktor

orf19.86 4,36 putative	
  Glutathion-­‐Peroxidase

orf19.532 RBR2 4,25 Zellwandprotein

orf19.7010 4,23 Funktion	
  unbekannt

orf19.1369 4,19 Funktion	
  unbekannt

orf19.3330.3 POX18 4,11 Funktion	
  unbekannt

orf19.847 YIM1 4,08 Endopeptidase-­‐Aktivität

orf19.4609 4,01 putative	
  Dienelactonhydrolase

orf19.4735 3,94 Funktion	
  unbekannt

orf19.3734 GEF2 3,79 Chloridkanal;	
  Membranpotential

orf19.5070 3,69 Funktion	
  unbekannt

orf19.1509 ROD1 3,52 Funktion	
  unbekannt

orf19.7553 3,47 Funktion	
  unbekannt

orf19.1237 ARO9 3,46 aromatische	
  Transaminase;	
  Biosynthese	
  aromat.	
  Alkohole

orf19.2396 IFR2 3,38 Zink-­‐bindende	
  Dehydrogenase

orf19.2247 3,32 Funktion	
  unbekannt

orf19.3292 3,30 Funktion	
  unbekannt

orf19.4779 3,29 putativer	
  Drug-­‐Transporter

orf19.6263 3,24 putativer	
  Membrantransporter	
  der	
  Monocarboxylat-­‐Porter	
  
Familie	
  (MCP)

orf19.3578 3,21 Funktion	
  unbekannt

orf19.2006.1 COX17 3,19 putatives	
  Kupfer-­‐Metallochaperon

orf19.732 3,16 Funktion	
  unbekannt

orf19.4698 PTC8 3,13 putative	
  Serin-­‐/Threoninphosphatase	
  Typ2C

orf19.6306 3,07 Trimethylaminobutyraldehyd-­‐Dehydrogenase

orf19.3392 DOG1 3,06 putative	
  2-­‐Deoxyglucose-­‐6-­‐Phosphatase

orf19.4498 2,93 Funktion	
  unbekannt
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orf19-­‐Nr. Gen
fold	
  change

Annotation
CTA4* STB5* MRR2* ZNC1*

orf19.1417 2,88 Funktion	
  unbekannt

orf19.6877 PNG2 2,86 putative	
  Peptid:N-­‐Glycanase

orf19.6837 FMA1 2,80 Funktion	
  unbekannt

orf19.6639 2,73 Funktion	
  unbekannt

orf19.2508
orf19.2509

PRM9 2,72 Funktion	
  unbekannt

orf19.1704 FOX3 2,70 putative,	
  peroxisomale	
  3-­‐Oxoacyl-­‐CoA-­‐Thiolase

orf19.1340 2,66 putative	
  Aldosereduktase

orf19.3577.1 2,64 Funktion	
  unbekannt

orf19.3053 2,64 Protein	
  in	
  exponetieller	
  und	
  stationärer	
  Phase	
  nachweisbar;	
  
Funktion	
  unbekannt

orf19.7350 RCT1 2,61 Fluconazol-­‐induzierte	
  Expression,	
  Funktion	
  unbekannt

orf19.5804 HYU1 2,50 Funktion	
  unbekannt

orf19.4948 2,48 Funktion	
  unbekannt

orf19.543 FUM11 2,46 Fumarathydratase

orf19.3365 DAO2 2,44 putative	
  D-­‐Aminosäure-­‐Oxidase

orf19.4175 TOK1 2,38 Kaliumkanal

orf19.6773 ECM29 2,38 Funktion	
  unbekannt

orf19.1576 2,36 Funktion	
  unbekannt

orf19.1391 2,34 Funktion	
  unbekannt

orf19.4474 2,34 Funktion	
  unbekannt

orf19.2104 2,32 Funktion	
  unbekannt

orf19.6838 2,29 Funktion	
  unbekannt

orf19.6126 KGD2 2,26 putative	
  Dihydrolipoamide	
  S-­‐Succinyltransferase

orf19.1496 2,26 putativer	
  Zink-­‐Finger-­‐Transkriptionsfaktor

orf19.1736 2,23 Funktion	
  unbekannt

orf19.2341 HNT1 2,15 Funktion	
  unbekannt

orf19.4445 2,13 Funktion	
  unbekannt

orf19.1412 2,11 Funktion	
  unbekannt

orf19.2710 2,10 Funktion	
  unbekannt

orf19.1121 2,09 Funktion	
  unbekannt

orf19.2229 2,07 Funktion	
  unbekannt

orf19.2446 2,06 Funktion	
  unbekannt

orf19.1341 PRR2 2,03 putative	
  Serine/Threonin-­‐Proteinkinase

orf19.1228 HAP2 2,01 CCAAT-­‐Binding-­‐Faktor,	
  reguliert	
  unter	
  
Eisenmangelbedingungen	
  die	
  Induktion	
  von	
  FRP1

orf19.6182 ZCF34 5,84 Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktor

orf19.4756 3,65 Funktion	
  unbekannt

orf19.1631 ERG6 3,46 δ(24)-­‐Sterol-­‐C-­‐Methyltransferase;	
  Ergosterolbiosynthese
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orf19-­‐Nr. Gen
fold	
  change

Annotation
CTA4* STB5* MRR2* ZNC1*

orf19.3040 EHT1 2,46 Funktion	
  unbekannt

orf19.3672 GAL10 2,39 UDP-­‐Glucose-­‐4-­‐Epimerase;	
  Galactoseabbau

orf19.7466 ACC1 2,01 putative	
  Acetyl-­‐Co-­‐A	
  Carboxylase

orf19.4476 561,18 Funktion	
  unbekannt

orf19.320 64,48 Funktion	
  unbekannt

orf19.4477 41,32 Aldo-­‐keto-­‐Reduktase

orf19.4490 RPL17B 31,58 ribosomales	
  Protein	
  L17

orf19.6869 30,67 Funktion	
  unbekannt

orf19.2175 25,11 putative	
  mitochondrialer	
  Zelltod-­‐Effektor

orf19.4898 16,19 Funktion	
  unbekannt

orf19.5037 HRQ2 12,98 Funktion	
  unbekannt

orf19.6627 12,37 Funktion	
  unbekannt

orf19.6947 GTT11 10,97 Gluthation-­‐S-­‐Transferase;	
  ER-­‐lokalisiert

orf19.1652 POX1-­‐3 9,16 putative	
  Acyl-­‐CoA	
  Oxidase

orf19.359 GTT12 8,85 Funktion	
  unbekannt

orf19.3817 8,13 Funktion	
  unbekannt

orf19.2176 IFM3 7,42 Funktion	
  unbekannt

orf19.6420 PGA13 5,60 Zellwandprotein	
  mit	
  GPI-­‐Anker

orf19.4589 5,39 Funktion	
  unbekannt

orf19.5862 AFP99 5,32 Funktion	
  unbekannt

orf19.4670 CAS5 4,67 Zink-­‐Finger-­‐Transkriptionsfaktor;	
  Antwort	
  auf	
  
Zellwandschädigung

orf19.319 4,51 Funktion	
  unbekannt

orf19.6147 4,10 Funktion	
  unbekannt

orf19.6445 ECI1 3,94 Funktion	
  unbekannt

orf19.94 3,92 Funktion	
  unbekannt

orf19.4309 GRP2 3,91 Methylglyoxal-­‐Reduktase

orf19.1461 3,79 Funktion	
  unbekannt

orf19.6026 ERG2 3,74 C-­‐8	
  Sterol-­‐Isomerase;	
  Ergosterolbiosynthese

orf19.7305 3,73 Funktion	
  unbekannt

orf19.2905 3,48 Funktion	
  unbekannt

orf19.1290 XKS1 3,45 putative	
  Xylulokinase

orf19.4478 3,34 Funktion	
  unbekannt

orf19.4231 PTH2 3,27 putatives	
  cAMP-­‐unabhängiges	
  regulatorisches	
  Protein,	
  
Funktion	
  unbekannt

orf19.5839 PDR17 3,23 pilzspezi5isches	
  Protein;	
  Rolle	
  bei	
  Fluconazolsensitivität;	
  
Funktion	
  unbekannt

orf19.7376 3,19 Funktion	
  unbekannt

orf19.7596 3,17 Funktion	
  unbekannt
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orf19-­‐Nr. Gen
fold	
  change

Annotation
CTA4* STB5* MRR2* ZNC1*

orf19.2544 3,13 Funktion	
  unbekannt

orf19.2829 2,88 Funktion	
  unbekannt

orf19.856 IFK2 2,87 putative	
  Thiol-­‐speci5ische	
  Monooxygenase

orf19.3104 YDC1 2,74 Protein	
  mit	
  Mob2p-­‐abhängiger	
  Hyphenregulation;	
  Funktion	
  
unbekannt

orf19.2568 IFU5 2,67 putatives	
  Membranprotein;	
  Funktion	
  unbekannt

orf19.1668 2,65 Funktion	
  unbekannt

orf19.2962 2,54 Funktion	
  unbekannt

orf19.1439 IPK1 2,54 Funktion	
  unbekannt

orf19.4789 2,51 Funktion	
  unbekannt

orf19.6351 2,49 Funktion	
  unbekannt

orf19.93 2,42 putatives	
  mitochondriales	
  Intermembranprotein;	
  Funktion	
  
unbekannt

orf19.7472 IFF4 2,41 putatives	
  Adhäsin-­‐ähnliches	
  Ober5lächenprotein;	
  Funktion	
  
unbekannt

orf19.310
orf19.6958

ECM18 2,32 putatives	
  mitochondriales	
  Protein;	
  Zellwandbiogenese;	
  
Funktion	
  unbekannt

orf19.4531 2,31 putativer	
  PDR-­‐Subfamilie	
  ABC-­‐Transporter;	
  ATPase-­‐Aktivität

orf19.7306 2,28 Aldo-­‐keto-­‐Reduktase

orf19.2021 HGT8 2,28 High-­‐af5inity	
  Glucosetransporter;	
  Major	
  Facilitator	
  
Superfamilie

orf19.5992 WOR2 2,25 Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktor;	
  Regulator	
  des	
  white-­‐
opaque-­‐switchings

orf19.5257 LCB4 2,20 putative	
  Sphingosinkinase

orf19.6066 2,19 Funktion	
  unbekannt

orf19.3187 ZNC1 2,19 Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktor

orf19.7043 2,15 Funktion	
  unbekannt

orf19.1973 HAP5 2,13 Komponente	
  des	
  CCAAT-­‐Binding-­‐Transkriptionsfaktors

orf19.3669 SHA3 2,11 putative	
  Serin-­‐/Threoninkinase;	
  Glucosetransport

orf19.6348 2,07 Funktion	
  unbekannt

orf19.279 2,06 Funktion	
  unbekannt

orf19.1267 2,04 Funktion	
  unbekannt

orf19.4323 2,02 Funktion	
  unbekannt

orf19.1499 CTF1 2,01 Zink-­‐Cluster-­‐Transkriptionsfaktor
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