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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Humanpathogene Pilze gewinnen zunehmend an Bedeutung als Ursache lebensbedrohlicher, invasiver
Infektionen. In einer europédischen Studie von Sepsispatienten einer Intensivstation konnten 17% der
Erkrankungen auf Candida-Arten als mikrobielle Ursache zuriickgefiihrt werden [1]. C. albicans ist
das hidufigste Erregerisolat aus Candiddmiepatienten, deren Krankheitsverlauf mit hohen
Mortalitétsraten verkniipft ist. In unterschiedlichen Risikogruppen steigt die Wichtigkeit von nicht-
albicans Candidosen, so tritt in HIV-seropositiven Patienten Candida dubliniensis hiufig in
Mischkulturen auf [2, 3]. Obwohl C. dubliniensis der nichste Verwandte von C. albicans und ihre
Genetik sehr dhnlich ist, unterscheidet sich C. dubliniensis durch seine verminderte Pathogenitét im
Mensch und Tiermodell als auch in der Kapazitit zur Ausbildung morphologischer Strukturen. Fiir
einen vollstdndigen Infektionsverlauf bediirfen mikrobielle Pathogene genetisch determinierter
Virulenzfaktoren zur Anheftung an und Invasion von Wirtszellen und zur Dissemination im
Organismus als auch Mechanismen zur effizienten Aufnahme von Makrondhrstoffen und
Spurenelementen. Der allumspannende Anspruch der vorliegenden Arbeit war der zwischenartliche
genetische und phinotypische Vergleich von C. albicans und C. dubliniensis zur Identifikation und
Charakterisierung verschiedenartiger virulenzassoziierter Faktoren beider Candida-Arten. Auf der
Ebene der transkriptionellen Regulation wurde der Transkriptionsfaktor Csrl in C. dubliniensis, durch
seine Funktion in der Expressionskontrolle von Zinktransportern und einem Sequestrierungsprotein,
als essentieller Regulator der Zinkhomdostase beschrieben. Das Wachstumsdefizit einer
C. dubliniensis csrlA/A-Mutante unter Zinkmangelbedingungen konnte durch die Uberexpression des
putativen Hochaffinititszinkimportergens ZRT2 weitgehend wiederhergestellt werden. Wéhrend der
orthologe Faktor in C. albicans unerldsslich fiir eine Filamentierung war [4], erscheint die
Hyphenentwicklung in C. dubliniensis von Csrl entkoppelt zu sein. Nichtdestotrotz war der Verlust
des Regulators an eine signifikante Verminderung der Virulenz von C. dubliniensis im
Hithnerembryo-Infektionsmodell gekniipft.

In einem bioinformatischen Ansatz wurden die C. albicans-spezifischen Transkriptionsfaktoren Zcf28
und orf19.4768 ausgewihlt und auf eine Rolle in artspezifischen und virulenzrelevanten Arrays
untersucht. Es konnten Hinweise auf eine Mitwirkung hinsichtlich der Toleranzen gegeniiber
osmotischen Stress und antifungaler Azole gefunden werden, jedoch waren die Faktoren erlésslich fiir
die in vivo-Virulenz und verbundener Prozesse in C. albicans.

In den dimorphen Hefen C. albicans und C. dubliniensis ist das Vermogen der Hefe-zu-Hyphe-
Transition von pathogenititsentscheidender Bedeutung und speziesspezifische Auspriagungen sind
bekannte Diskriminierungsmerkmale. Die Bildung von Chlamydosporen als dritte morphologische
Struktur ist ein Mittel der klinischen Diagnostik, doch sind sowohl ihre biologische Funktionen als
auch die Mechanismen zur molekulargenetischen Regulation weitestgehend unbekannt. Hier konnte
das Wissen um die Chlamydosporenbildung um zahlreiche elementare Fakten erweitert werden.
Vergleichende Transkriptomanalysen ergaben eine massive Hochregulation einzigartiger
Zellwandproteine, welche als zelluldre chlamydosporenspezifische Marker etabliert werden konnten.

In einer systematischen Untersuchung von sporulationsrelevanten Komponenten zeigten sich im
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Abstract

Besonderen Regulatoren der Hyphenbildung auch in diesem morphologischen Prozess involviert. Die
Initiation der Chlamydosporulation konnte als Hungerantwort kategorisiert werden, die sich durch
speziesspezifische Schwellenwerte des Nahrstofflimits darstellte und iiber den Repressor Nrgl
spezifisch vermittelt wurde.

Im Zusammenhang der néhrstoffgetriebenen Entwicklungsprozesse konnte die C. dubliniensis-
spezifische Chlamydosporen- und Pseudohyphenbildung auf Stickstoffmangelmedium durch die
Integration des C. albicans Gens, HMAI (orf19.2115), zu einem Hefenwachstum verschoben werden.
Hmal-negative C. albicans und C. dubliniensis-Mutanten zeigten Verdnderungen in ihrer
Rapamycinresistenz, wodurch ein Wirken durch den néhrstoffsensitiven TOR-Signalweg postuliert
wurde. Eine deutliche Verkiirzung der Filamente trat nur in den C. albicans hmalA/A-Mutanten auf,
die auf oralen Zellen mit einer verminderten Adhdrenz und Invasivitit korrelierte und in der
Attenuierung im Infektionsmodell embryonierter Hiihnereier miindete. Mittels Analysen von
orthologen  Faktoren in  Saccharomyces  cerevisiae konnte C. albicans Hmal als
Threonylcarbamoyladenosin-Dehydratase klassifiziert werden, die spezifisch Adeninmolekiile in
direkter Nachbarschaft von NNU-Anticodons modifiziert und direkt die Effizienz und
Leserahmengenauigkeit der Translation verstirkt [5, 6]. In silico-Genontologieanalyse konnten
morphologie- und virulenzassoziierte Transkriptionsfaktoren als reich an ANN-Codons vorhersagen,
worauf sich die destruktiven Phinotypen begriinden kdnnten.

Die grofle Bedeutung von enzymatischen tRNA-Modifizierern in pathogenen Hefen bestdtigte sich
auch in der Analyse von Ncs2, welches an der Sulfidierung von Wobblebasen beteiligt ist. In Analogie
zeigten sich auch hier weitreichende Einschriankungen in der Filamentierung und der Schiadigung von
humanen Zelllinien. Restimierend konnte hier erstmals die exakte Komposition von tRNA-
Basenmodifikationen als ein vollkommen neuartiger, epigenetischer Pathogenitdtsmechanismus fiir

pilzliche Humanpathogene beschrieben werden.

2 Abstract

Invasive, life-threating mycoses gain a frightening impact as they cause worldwide far more than two
million infections each year and mortality rates reach levels of 70% and above [7]. A European meta-
analysis of sepsis patients detected Candida spp. as causative agents in 17% of all cases [1]. Truly,
Candida albicans is the most frequent isolate in terms of candidemia, but by determination of several
risk cohorts non-albicans species rise in importance. Severely immunocompromised HIV-infected
individuals often suffer from co-infections with Candida dubliniensis strains [2, 3].

Genetically, C. dubliniensis is the closest known relative of C. albicans, whereas they share a number
of phenotypic traits, including the ability to form true hyphae and chlamydospores. Both sister species
are opportunists with the potential to infect human hosts, but C. dubliniensis is infrequently found in
patients suffering from critical medical conditions. Its lower virulence is strikingly reflected in animal
infection models and its specifically reduced propensity in hyphal development and higher stress

susceptibilities are the supposed underling mechanisms. The aim of the study encompasses the
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identification of novel pathogenicity factors in terms of morphological transitions and the cellular
response to starvation by cross-species comparisons.

The battle for nutrients and trace elements between host and microbial pathogens is crucial in infection
development. As transcriptional adaptations occur fast in response to environmental changes like
starvation, transcription factors were selected regarding their potential species-specific character. With
this view the transcriptional regulator Csrl was analyzed in C. dubliniensis and an evolutionary
conserved function in zinc homeostasis was confirmed. A transcriptional deregulation of its target
genes, including zinc transporters and a zinc scavenger, resulted in a growth defect of a C. dubliniensis
csrid/4 mutant in low zinc media. This deficiency was restored by an artificial overexpression of the
putative high affinity zinc importer gene ZRT2. While, Csrl is essential for hyphae formation in
C. albicans [4], virulence but filamentation was coupled with CSRI knockout in C. dubliniensis.
Further comparative in silico screenings revealed ZCF28 and orf19.4768 to be C. albicans-unique.
Phenotypic characterizations of deletion and heterologous expression mutants showed minor
alterations in resistance towards osmotic and azole stresses, but no deeper influence in virulence-
required pathways was found and their supposed role in C. albicans-specific pathogenicity was
negated.

Yeast-to-hyphae transition is the most popular virulence feature in dimorphic Candida spp. however;
the biological function of chlamydospores as further morphological structures remains mainly obscure.
Here, first transcriptome assays of chlamydospores uncovered a significantly rearrangement of the
sporal cell wall components, which were applied to serve as specific cellular marker molecules. In a
systematic approach, key factors of TOR- and cAMP-driven pathways mostly controlled the
development of both: hyphae and chlamydospore formation. Even so, factors with a unilateral range of
functions were discovered. The most important criterion of chlamydospore induction was the
availability of short saccharides or peptone, whose signal thresholds appeared to be species-specific.
Here, an even minimal supplementation with nutrients blocked specifically chlamydosporulation of
C. albicans: a process governed by the transcriptional key repressor Nrgl.

For deeper understanding of the relation between starvation and C. dubliniensis-specific
chlamydospore formation, a genomic library of C. albicans DNA-fragments was heterologously
integrated into C. dubliniensis and transformants with a diminished sporulation were isolated. Gene
expression of HMAI was confirmed to strengthen yeast cell growth under nitrogen limitation and a
gene deletion affected resistance to the TOR-antagonist rapamycin in both Candida species. Solely a
C. albicans hmal4/4 deletion mutant exhibited a pronounced hyphae shortening accompanied by
reduced adherence and invasion of human oral cells. These phenotypical deficiencies resulted in a
significantly attenuated virulence in an infection model of embryonated chicken eggs. In relation to its
orthologous factor in Saccharomyces cerevisiae Hmal was unveiled to bear tRNA
threonylcarbamoyladenosine dehydratase activity in C. albicans. Thus, Hmal modifies specific
adenosine bases adjacent to NNU-anticodons and thereby it enhances translational stacking accuracy,

maintenance of frameshift events and ribosomal reading speed [5, 6].
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Since the cyclic N6-threonylcarbamoyladenosine ct’A modification exclusively touches genes rich in
ANN-codon stretches and in silico analysis of ontology terms predicted a particular enrichment of
transcription factors; including such essential for morphology and direct virulence which substantiate
distinctive disabilities after ct®A loss.

In order to emphasize the importance of proper tRNA-modifications for a full virulence expansion in
fungal pathogens, Ncs2 as a second base modifier was evaluated. The mediated thiolation targets a
uridine residue at the tRNA wobble base. Virulence-related phenotypes of C. albicans mutants lacking
one of either tRNA-modifications showed broad overlaps in hyphal underdevelopment and impaired
infection capacities of human epithelial cell lines. In conclusion, this study is pioneer to illustrate the
importance of proper tRNA modification patterns for epigenetic regulation of virulence factors in

human fungal pathogens.

3 Einleitung

3.1 Pilze als Krankheitserreger

Pilze sind eukaryotische Lebewesen, die sich von Tieren und Pflanzen durch ihre heterotrophe
Lebensweise, Glucogen als Kohlenhydratspeichersubstanz, eine chitinhaltige Zellwandstruktur und
den a-Aminoadipat-Weg zur Lysinbiosynthese abgrenzen [8]. Weltweit sind etwa 3 - 5 Millionen
Pilzarten bekannt, von denen etwa 600 Vertreter fahig sind Infektionskrankheiten beim Menschen
auszulosen [9, 10]. Dabei ist im Vergleich zu den vielfiltigen Erregern bakterieller und viraler
Infektionen die Anzahl der héufig isolierten, pilzlichen Krankheitserreger auf 15 Arten beschrankt
[11]. Auch aus diesem Grund werden invasive fungale Erkrankungen hiufig unterschitzt und oftmals
spat diagnostiziert. Zudem erschweren die wenigen zur Verfiigung stehenden Klassen an
Antimykotika die Therapie, wodurch Mortalitdtsraten iiber 50% keine Seltenheit sind [7].

Anhand der Infektionsquelle lassen sich exogene und endogene Mykosen unterscheiden. Erstere
umfassen Pathogene wie Histoplasma capsulatum, Aspergillen und Cryptococci, die in der Umwelt
vorliegen und von dort potenziell den menschlichen Wirt infizieren konnen. Wahrend die meisten
Vertreter dieser Gruppe als opportunistische Erreger ausschlieBlich eine Infektion in
immungeschwichten Personen hervorrufen kann, sind einzelne exogene Pilze wie Cryptococcus gattii
auch in der Lage immunkompetente Menschen zu infizieren [12].

Die meisten Fille invasiver und disseminierter Pilzinfektionen sind jedoch endogenen Ursprungs und
treten in Abhédngigkeit des wirtlichen Immunstatuses auf. Der menschliche Wirt und andere
Warmbliitler beherbergen eine Vielzahl kommensaler Mikroben auf der Haut, den Schleimhauten, im
Darm und Urogenitalsystem, die im Einklang mit der natiirlichen Mikrobiota als auch dem
Wirtsimmunsystem stehen. Durch Verdnderungen der immunologischen Kapazitit oder einer
Dysbalance der mikrobiellen Gemeinschaft kommt es zum Uberwachsen durch einzelne
Subpopulationen, welche Epithelbarrieren schadigen und diese so durchqueren kénnen [13, 14]. Die
opportunistisch Pathogenen durchlaufen dabei einen Wechsel vom kommensalen zum pathogenen

Stadium. Selbst als apathogen beschricbene Arten wie Subtypen der Béckerhefe
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Saccharomyces cerevisiae konnen unter diesen Umstinden invasive Pilzinfektionen dhnlich einer
Candidiasis auslosen. Neben den endogenen S. cerevisiae-Quellen zéhlen hiufig kontaminierte
Lebensmittel, Nahrungsergdnzungsmittel oder intravendse Medizinprodukte zu den Infektionsgriinden
und betroffene Patienten leiden meist an schwerwiegenden Vorerkrankungen des Verdauungstrakts
[15, 16].

3.2 Candida albicans als Pathogen

Der Hefepilz Candida albicans ist ein haufiger und normalerweise harmloser Kommensale oraler,
gastrointestinaler und urogenitaler Schleimhiute des gesunden Menschen [13, 17]. Stérungen der
Wirtsabwehr, wie Verdnderungen der intestinalen Mikrobiota und der Schleimhautimmunitit, konnen
zu einer Candida-Infektion fiihren [18]. Es wird angenommen, dass der Erreger damit einhergehend
sein Transkriptom &ndert und pathogenitétsassoziierte Faktoren exprimiert (siche Abschnitt 0).

Mit einer Infektionsrate von jdhrlich weltweit 400.000 Individuen ist C. albicans einer der drei
klinisch bedeutsamsten Erreger lebensbedrohlicher, disseminierter Mykosen [7], und in der Summe
bilden Candida-Arten die vierthdufigste Ursache aller nosokomialen Blutstrominfektionen in den
Vereinigten Staaten [19]. Im Zuge dieser systemischen Infektionen kann C. albicans fast alle Organe
kolonisieren und Multiorganversagen verursachen [20]. Trotz der Entwicklung neuartiger
Antimykotika verbleiben die Mortalititsraten invasiver Candidosen mit 37-44% auf einem hohen
Niveau, welches viele bakterielle und virale Infektionen iibertrifft [21, 22]. Systemische Candida-
Infektionen sind mit Stérungen der zelluldren Immunitét assoziiert, und sie treten gehduft in den
folgenden immungeschwichten Risikogruppen auf: Patienten mit lingerem Aufenthalt auf einer
Intensivpflegestation, untergewichtige Neugeborene, Empfanger von Organtransplantation, Patienten
unter Breitbandantibiotikatherapie, Chemotherapie, mit Langzeitkathetern oder mit vorliegenden HIV-
Infektionen/AIDS-Erkrankungen [21, 23]. Viele Behandlungsmoglichkeiten der modernen Medizin
vergroBern die Kohorte immunsupprimierter Patienten, wodurch Erkrankungen durch opportunistische
Pathogene fortschreitend an Relevanz gewinnen [7, 24].

Wihrend systemische Candidosen bis auf seltene Ausnahmen [25] nur bei immunsupprimierten
Wirten und bei geschéadigten Epithelbarrieren in Folge von Operationen oder Polytrauma [26]
auftreten, ist die Verbreitung oberflichlicher mukosaler Infektionen auch in immunkompetenten
Bevolkerungsgruppen hoch. Neben Candidosen des Oropharynx, des Osophagus, der Haut und Nigel
sind Vaginalmykosen von grofler klinischer Relevanz, da bis zu 75% aller Frauen im gebarfahigen
Alter mindestens einmalig eine Vulvovaginitis-Episode erfahren und diese in 5-8% der Patientinnen

rezidivieren [27, 28].

3.2.1 Verlauf einer C. albicans-Infektion und deren Pathogenititsmechanismen

Der Wechsel vom kommensalen zum pathogenen Status beruht auf einer Vielzahl genetisch-
determinierter Faktoren, die in Abhingigkeit der Umgebung exprimiert werden, um das Uberleben
und die Verbreitung im Wirt zu gewéahrleisten.

Sowohl wihrend der kommensalen Phase als auch im ersten Schritt einer C. albicans-Infektion ist die

Adhérenz an die Wirtsoberfliche oder kiinstliche Trager, wie Silikonkatheter, entscheidend. Den
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molekularen Prozess der Anheftung vermittelt unter anderem die wichtige Genfamilie der ALS-
Adhisine, die iiber Glycosylphosphatidylinositol (GPI) in der Zellwand oder Membran verankert sind
und durch Agglutinin-dhnliche Proteindoménen die Bindung an Glucoproteine vermitteln [29]. In der
polymorphen Hefe C. albicans ist die Expression von mehreren Virulenzfaktoren, wie beispielsweise
der Adhésine Hwpl und Als3, an die Initiation der Hyphenbildung gekoppelt [30].

Diese Invasion in das Wirtsgewebe kann iiber aktive Penetration direkt durch die Hyphen erfolgen
oder iiber den Mechanismus der induzierten Endozytose durch die Wirtsepithelzellen vermittelt
werden [31]. Wéhrend Adhédrenz- und teilweise Invasionsprozesse wahrscheinlich auch wéhrend des
Kommensalismus auftreten, ist die Schadigung des Wirtsgewebes charakteristisches Merkmal einer
C. albicans-Infektion. Die Ursachen der Wirtszellschddigung sind dabei mannigfaltig: Neben dem
mechanischen Eindringen von Hyphen [31] konnen Zellmembranen hydrolytisch durch Proteasen oder
Lipasen [32] oder durch das Toxin Candidalysin [33] angegriffen werden, und die Integritdt der

Wirtszellen und damit des Gewebes beeintrachtigen.

3.2.1.1 Polymorphismus

Polymorphe Pilze vereint die Eigenschaft zwischen mehreren morphologischen Wachstumsformen in
Abhéngigkeit der Umwelt reversibel wechseln zu konnen. Diese Verdnderungen in der Zellform
konnen durch vielseitige Reize, einschlieBlich Temperaturinderungen, des pH-Werts und der
Konzentrationen an Sauerstoff oder Nahrstoffen, induziert werden [34-36].

C. albicans ist dazu in der Lage in Form von Hefezellen, Pseudohyphen und echten Hyphen zu
wachsen (Abbildung 1). Zudem treten morphologische Sonderformen wie die kreuzungskompetenten

Opaque-Zellen und die Chlamydosporen auf [37].
Hefezellen Pseudohyphen Echte Hyphen Chlamydosporen

Abbildung 1 Uberblick ausgewihlter morphologischer Wachstumsformen von C. albicans.
Lichtmikroskopische Aufnahmen der Morphologien: Hefezellen, Pseudohyphen, echte Hyphen und
Chlamydosporen an Pseudohyphen. Der MafB3stabsbalken entspricht 100 um. Bilder: diese Arbeit.

Der Ubergang von einzelligen Hefezellen (vormals auch Blastosporen genannt) zum filamentdsen
Wachstum geht mit einer Umstrukturierung des Aktinskeletts einher [38]. Wéhrend echte Hyphen
gerichtet den apikalen Vesikelkomplex des Spitzenkorpers entlang wachsen [39], entstehen die ovalen
Tochterzellen von Hefen anfangs durch polares Wachstum, doch erfolgt die spitere Zunahme der
ZellgroBe isotropisch. Pseudophyphen stellen eine dritte morphologische Form dar, deren Entstehung
der Hefezellen dhnelt, aber die initiale polare Wachstumsphase ldnger anhélt und in langgestreckte,
elliptische Zellen miindet [40].

Die Uberginge zwischen den Wachstumsformen Hefe und Hyphe sind essentiell wihrend der
Pathogenese von C. albicans, denn ein Verlust der Hyphenbildung und hyphenassoziierter Faktoren

geht haufig mit einer Virulenzreduktion oder der Apathogenitét des entsprechenden Stammes einher
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[34, 41]. Echte Hyphen werden als invasive Form angesehen, da sie Epithelbarrieren durchbrechen
konnen oder zum Ausbruch aus Makrophagen nach Phagozytose von Hefezellen beitragen [42].
Wegen der zentralen Bedeutung der Hyphenbildung wird diese genetisch und posttranslationell streng
kontrolliert. Verschiedene duBere Reize, einschlieBlich einer Temperatur von 37 °C, der Verfiigbarkeit
an Glucose und Stickstoffquellen, Serum, CO, und einem leicht alkalischem Milieu [43], entscheiden
iiber die Finleitung zelluldrer Signalkaskaden, die letztlich Transkriptionsfaktoren hyphenassoziierter
Gene aktivieren. Wesentlich ist der cAMP-Proteinkinase A (PKA)-Signalweg, welcher iiber hohe
CO,-Konzentrationen, die Anwesenheit von Serum und verfiigbarer Kohlenstoffquellen, vor allem
Glucose, induziert wird [35, 44, 45]. Eine Stickstofthungerantwort, die ebenfalls Filamentierung
unterschiedlicher Hefen hervorruft, verlduft hingegen iiber den Cekl-MAP-Kinase-Weg und den
Néhrstoff-regulierten TOR-Signalweg [46-48]. Eine pH-Wert-abhédngige Regulation erfolgt zudem
iiber den Transkriptionsfaktor Rim101, der den morphologischen Repressor Nrgl unterdriickt und
dadurch die Hypheninduktion unter alkalischen Bedingungen vermittelt [49]. Die einzelnen
Signaltransduktionswege sind nicht voneinander isoliert, und durch gemeinsame Faktoren und deren
Querverkniipfungen entstehen viele Uberlappungen zwischen den Signalwegen [35]. Beispielsweise
aktiviert die zentrale Ras1-GTPase zugleich downstream-Komponenten des cAMP- und MAPK-
Weges [50], und wihrend die Initiation der Hyphenbildung an einen tempordren cAMP-Peak
gekoppelt ist, bedarf die Aufrechterhaltung des Signals zur Hyphenverlingerung einer reduzierten
TOR-Aktivitét [51].

Chlamydosporen konnen als vierte morphologische Kategorie von C. albicans aufgefasst werden. Bei
diesen Strukturen handelt es sich um kugelformige, stark ummantelte Zellen, die terminal iiber eine
Suspensorzelle mit Hyphen oder Pseudohyphen verkniipft sind. Mit einem Durchmesser von bis zu
10 um erreichen sie die zwei- bis dreifache GroBe einer Hefezelle [52]. Charakteristische
Komponenten sind ein hoher Lipid- und RNA-Gehalt im Zellinneren und eine p-1,3-Glucan-reiche
dullere Zellwand [53]. Zur Induktion der Sporulation werden néhrstoffarme Festmedien genutzt, die
oftmals stirkehaltige Pflanzenextrakte und Detergenzien enthalten [54, 55], die Inkubationstemperatur
liegt bei ca. 27 °C oder Raumtemperatur [56], und ein Ausschluss von Tageslicht gilt als wichtiger
stimulierender Faktor [57]. Zudem wird der Prozess durch Nahrstoffmangel, insbesondere niedrigen
Glucosekonzentrationen und im geringen Maf3 Stickstoffkonzentrationen, unterstiitzt [58, 59]. In der
C. albicans-Diagnostik ist die Bildung von Chlamydosporen ein hdufig genutztes und zuverldssiges
Merkmal zur Unterscheidung von anderen Candida-Arten [60], jedoch waren zu Beginn dieser Arbeit
nur wenige molekulare Regulatoren dieses Prozesses bekannt. Im Gegensatz zum Hefe-Hyphe-
Dimorphismus ist die Rolle dieser morphologischen Strukturen im Verlauf von Candidosen zudem
kaum untersucht. Jedoch wurden auch hyphen- und virulenzassoziierte Gene wie EFGI, SCH9 und
RIM101 als essentiell wihrend der Chlamydosporulation von C. albicans beschrieben [55, 61]. Die
Schwesternart C. dubliniensis (siche auch Abschnitt 3.3) ist die einzige Nicht-albicans-Art, die auch in
der Lage ist Chlamydosporen zu produzieren — und dies sogar in einem grof3eren MaB als C. albicans
[60, 62]. Wahrend die Ursachen der spezifischen Filamentierung unter anderem in Unterschieden der

TOR-Kaskade sowie Efgl- und Ume6-getriebenen Wegen liegen [63-65], ist Nrgl der bisher einzig
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bekannte Faktor, der sowohl die Hyphenbildung von C. dubliniensis als auch die Chlamydosporulation
in C. albicans reguliert [62, 66]. Chlamydosporen existieren auch in anderen pathogenen Pilzen, und
obwohl sie sich strukturell &hneln, sind ihre funktionellen Eigenschaften divers. So stellen sie in
Dermatophyten klassische Uberdauerungsformen unter Hunger- und Stressbedingungen dar [67]. In
Cryptococcus neoformans fungieren sie nicht als Speicherstrukturen, vielmehr wird ihre Rolle im
sexuellen Zyklus diskutiert [68]. Im Gegensetz dazu ist bei der diploiden Hefe C. albicans bisher kein
vollstindiger sexueller Zyklus bekannt und sie wird der Gruppe Fungi imperfecti zugeordnet [69],
obwohl eine haploide Form und ein pseudosexueller Zyklus beschrieben wurden [70]; jedoch ist die
Chlamydosporulation ein asexueller Prozess. Da Chlamydosporen von C. albicans auch keine
charakteristischen Merkmale von typischen Verbreitungssporen, wie eine erhdhte Stressresistenz oder

Langlebigkeit, aufweisen, bleibt ihre biologische Funktion bislang unbekannt [52, 60].

3.2.1.2  ,Nutritional Immunity“

Neben der Morphologie ist die Fahigkeit, ausreichend Néhrstoffe und Spurenclemente aus der
Wirtsumgebung aufzunehmen ein wichtiger Virulenzfaktor pathogener Mikroorganismen. Die Hilfte
der Gesamtzahl aller Enzyme und anderer Proteine in der Zelle bendtigen Spurenelemente, wie die
Metalle Zink und Eisen, als Cofaktoren fiir ihre volle Funktionalitiat [71]. Wiahrend einer Infektion
stehen Mikroorganismen und Wirtszellen dadurch im stetigen Wettstreit um verfiigbare Néhrstoffe.
Nur eine effiziente Néhrstoffaufnahme des Pathogens ermdglicht eine bestédndige Proliferation. Der
gezielte Nahrstoffentzug durch den Wirt wird auch als ,,Nutritional Immunity* bezeichnet [71, 72], da
es dhnlich dem Immunsystem der Vermehrung von Pathogenen entgegenwirken kann. Beispielsweise
binden Vertebraten ihren Eisenvorrat in Hadm-Molekiilen, welche weiter an Globuline gebunden
und/oder in Erythrozyten gespeichert werden. Dadurch wird die Verfiigbarkeit von Eisen effektiv
minimiert, und Pathogene miissen Strategien zur Eisengewinnung, wie zum Beispiel
Erythrozytenhdmolyse und Spaltung von Pyrrolringen, entwickeln, um wachsen zu kénnen [72]. Der
Begriff der ,,Nutritional Immunity* schlie3t auch die lokale Anreicherung von Mikrondhrstoffen in
hohen und dadurch toxischen Konzentrationen ein. Arbeiten mit Mycobacterium tuberculosis zeigten
nach der Phagozytose eine hochdosierte, intrazelluldre Freisetzung von Zinkionen in den
Phagolysosomen der Makrophagen. Darauf reagieren die Bakterien mit einer raschen Aktivierung von
Zinkexportsystemen, so dass Effluxsysteme hier als essentielle Virulenzfaktoren gelten konnen [73].
Die Keimschlauchbildung von C. albicans ist an eine erhdhte Expression von hyphen- und
virulenzassoziierten Genen geknilipft, zu welchen auch Faktoren fiir die Aufnahme von
Mikronéhrstoffen gehoren. Zur Aufrechterhaltung der Metallhomdostase exprimiert C. albicans
beispielsweise die Himoglobinrezeptoren Rbt5/Rbt51, die der Internalisierung und Verwertung dieser
Eisenquelle dienen [74]. In einem weiteren pathogenitdtsrelevanten Prozess wird Ferritin, der
wichtigste eisenspeichernde Proteinkomplex epithelialer Zellen, durch das hyphenassoziierte Invasin
Als3 auf der Oberflache von C. albicans gebunden [75]. Neben Eisen ist Zink eines der wichtigsten
essentiellen Metalle, welches als Cofaktor an 10% der humanen Proteine gebunden ist [76]. Im
Vergleich zu Eisen und Mangan ist die Bioverfiigbarkeit von Zink im menschlichen Kérper noch

geringer [77]. Auch fiir Pathogene stellt Zink einen bedeutsamen Cofaktor fiir Metalloenzyme dar; so
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haben drei der sechs Superoxiddismutasen von C. albicans ein bimetallisches Zentrum und sind
kupfer- und zinkabhingig [78, 79]. Im humanen Wirt exkretieren neutrophile Granulozyten bei
Infektion das antimikrobielle Peptid Calprotectin, welches Zink und andere Metallionen im
extrazelluldiren Raum sequestriert [80]. Andererseits nutzen Pathogene eigene sekretorische Zink-
bindenden Proteine und Hochaffinitéitstransportsysteme, wie die ZnuABC-Transporterfamilie
gramnegativer Bakterien, um eine effiziente Metallaufnhahme zu ermoéglichen [81]. Auf evolutionér
konservierte Art wird in der Bickerhefe S. cerevisiae und diversen pathogenen Pilzen die
Zinkhomdostase unter restriktiven Bedingungen durch den Transkriptionsfaktor Csrl bzw. das
Homolog Zapl reguliert [82]. Diese Aktivatoren steuern die Expression membranstindiger
Zinkimporter und sekretorischer zinkbindender Proteine (Zinkophore); zudem regulieren sie die
Mobilisierung intrazelluldrer Zinkspeicher [4, 83]. Wird die Zinkaufnahme in verschiedenen
pathogenen Bakterien und Pilzen unterbunden, fiihrt dies stets zu einer Verminderung oder dem
Verlust der mikrobiellen Pathogenitit [77, 84-86]. In C. albicans ist Csrl von multifaktorieller
Bedeutung: neben der Zinkhomdoostase reguliert es positiv die Filamentierung, die Zell-Substrat-
Adhérenz, die Biofilmbildung, sowie die Freisetzung des Quorum Sensing Molekiils Farnesol [4, 87-
89].

3.2.2 Regulation von Pathogenititsfaktoren

Opportunistische Krankheitserreger sind meist Generalisten, die im Gegensatz zu Spezialisten oft in
der Lage sind, viele verschiedene Nischen, unter anderem im Wirt, zu besiedeln. Bei ldngerfristigen
Adaptationsprozessen ist eine genomische Anpassung nicht selten. Durch den parasexuellen
Lebenszyklus von C. albicans kommt es hdufig zu Chromosomenverdopplungen und es treten
unterschiedliche chromosomale Ploidie-Stadien auf, einschlieBlich Tetra-, Haplo- und Aneuploidie
[70, 90]. Diese genomische Flexibilitdt ermoglicht eine vergroferte phénotypische Varianz und
Anpassungsfahigkeit innerhalb einer Subpopulation [70]. Fiir einen raschen Nischenwechsel bzw.
einen Wechsel zu einer pathogenen Phase zeigen Mikroorganismen eine Plastizitdt, die mit einer
Anderung des Phinotyps ohne genotypische Verinderungen einher geht [91]. Bei C. albicans handelt
es sich zum Beispiel um die Expression von dimorphismus- und virulenzassoziierten Faktoren, die den
Beginn und das Voranschreiten der infektiosen Phase ermdglichen. Neben der transkriptionellen
Regulation sind auch posttranskriptionelle, cotranslationelle und posttranslationelle Mechanismen

beteiligt.

3.2.2.1 Transkriptionelle Regulation von Virulenzdeterminanten

Eine polytrope Proteinbiosynthese ist ein wichtiger Teil der mikrobiellen Plastizitit, und sie wird
bestimmt durch eine Reihe gekoppelter Prozesse, beginnend mit der Transkription, Prozessierung und
Degradierung von mRNA {iber die Translation, Lokalisation und Modifikation von Proteinen bis hin
zu ihrer finalen gezielten Degradierung. Eine Ubersicht der wichtigsten Regulationsmechanismen mit

entsprechenden Beispielen ist in Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2 Die eukaryotische Genexpression wird auf verschiedenen Stufen reguliert. Die
Proteinbiosynthese gliedert sich grob in Transkription und Translation, und beide Prozesse werden
durch pré-, co- und postregulative Mechanismen beeinflusst. Manche Faktoren haben iiberlappende
Funktionen - so wird die 5°-Cap-Struktur bereits cotranskriptionell an den naszierenden mRNA-Strang
gekniipft und posttranskriptionell hat sie zusammen mit dem Poly-(A)-Schwanz einen groB3en Einfluss
auf die Halbwertszeit der mRNA. tRNA-Molekiile werden selbst posttranskriptionell modifiziert, aber
ihre Funktion kommt bei der Translation zu tragen. Des Weiteren wird die Aktivitdt mancher
Transkriptionsfaktoren ebenso wie epigenetisch wirksamer Enzyme, wie Histondeacetylasen, durch
posttranslationelle Modifikationen bestimmt [92], was den Ring zur prétranskriptionellen Wirkung
schlieft.

Die Transkription bei eukaryotischen Zellen ldsst sich anhand der DNA-abhingigen RNA-Polymerase
in drei Klassen einteilen. Die RNA-Polymerase I transkribiert ribosomale (r)DNA-Gene, Klasse II
bildet Boten- (m)RNA und Klasse III produziert Transfer- (t)RNA und weitere kleine RNAs. Fiir die
Transkriptionsinitiation sind eine Reihe von Hilfsfaktoren notwendig, die charakteristische
Promotorenelemente erkennen. Die RNA-Polymerase II erkennt vergleichsweise viele
Sequenzvariationen innerhalb der Promotoren, und sie arbeitet mit einer hohen Anzahl von DNA-
bindenden Cofaktoren zusammen. Neben den konstitutiven upstream-Faktoren und induzierbaren
Response-Elementen stellen allgemeine Transkriptionsfaktoren einen basalen Bestandteil des
Transkriptionsapparats dar, indem sie oft aktivierend, aber auch reprimierend auf die

Transkriptionsinitiation einwirken. Anhand ihrer DNA-Bindedoméine werden Transkriptionsfaktoren
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klassifiziert, und zu den bekannten Strukturdomidnen gehdren Helix-turn-helix, Helix-loop-helix,
Homoodoméinen und Leucin-Zipper [93]. In Ascomyceten kommen die C,H,-Zinkfinger und
Zn(Il),Cysg-Transkriptionsfaktoren iiberdurchschnittlich hdufig vor [94]. Einzelne Zinkfinger haben
eine Cystein- bzw. Cystein-Histidin-reiche Konsensussequenz, die wiederholt in einem Fingerprotein
auftritt. Diese Motive reihen sich zu einer tetraedrischen DNA-bindenden Sekundérstruktur, in dessen
Zentrum Zinkionen komplexiert sind [95]. Beispiele flir Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren in
Candida-Arten sind Mitglieder der ZCF-Genfamilie, die das pilzspezifische Zn,Cysc-Motiv [96]
tragen, und der Csrl-Transkriptionsfaktor mit sieben C,H,-Elementen, der als zentraler Regulator die
Zinkhomoostase in C. albicans steuert [4, 88].

Eine nischen- und gewebespezifische Expression einzelner Fitness- oder Virulenzfaktoren ermoglicht
C. albicans eine bestmogliche Anpassung an unterschiedliche Wirts- und Umweltbedingungen. Die
rasche Genexpression durch die Aktivierung oder Inaktivierung von Transkriptionsfaktoren ist ein
zentrales Element zur Kontrolle der Stressantwort, Morphologie und weiterer Virulenzfaktoren in
C. albicans [97]. Mechanismen der Transkriptionskontrolle werden exemplarisch anhand der
Genfamilie der sekretorischen Aspartat-Proteasen (SAPI-10) dargestellt: Analysen der
Expressionsprofile zeigten eine erhohte SAP5-Expression in der ersten Phase einer intraperitonealen
Infektion von Méusen, wihrend SAP2 erst fiir das spétere Stadium der Dissemination in die Leber
bedeutsam war [98]. Durch unterschiedliche Erkennungsmotive in den Promotorsequenzen werden
einzelne SAP-Gene iiber verschiedene Transkriptionsaktivatoren gesteuert. Somit fiihrte eine Deletion
der Transkriptionsfaktoren EFGI und CPHI zum Erliegen der SAP5-Expression, wiahrend SAP2 und
weitere SAP-Gene nicht beeintrichtigt wurden [99].

In den meisten Féllen korreliert die Transkriptionsrate mit der Menge an mRNA im Cytoplasma.
Jedoch haben mRNAs unterschiedliche Halbwertszeiten, und posttranskriptionelle Mechanismen, vor
allem die Ausbildungen der 5°-Cap-Struktur und des Poly-(A)-Schwanzes, beeinflussen die mRNA-
Stabilitdt und verdndern den Pool an mRNAs, die zur Translation zur Verfligung stehen. So fiihrt in
C. albicans eine Verdanderung von mRNA-Modifikationen durch den Verlust der Ccr4-Pop2 mRNA-
Deadenylase zu einem verminderten Filamentationsvermdgen und einer eingeschrinkten Virulenz im

murinen intravendsen Candiddmie-Modell [100].
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3.2.2.2 Co- und posttranslationelle Regulation von Virulenzdeterminanten

Auf der niachsten Stufe der Regulation stehen translationelle und posttranslationelle Prozesse: Nicht
alle mRNA-Transkripte werden translatiert, und manche Proteine haben kurze Halbwertszeiten.
Tatséchlich gibt es eine Korrelation der Konzentrationen von kodierender mRNA und kodiertem
Protein in der Zelle, jedoch ist diese nur recht schwach ausgepriagt [101]. Diese bedingte
Ubereinstimmung von Transkriptom- und Proteomdaten basiert auf Regulationsmechanismen der
Translation und ihren Folgeprozessen.

Die Regulationsmechanismen, die den eukaryotischen Translationsprozess kontrollieren, betreffen oft
die Initialisierung und umfassen unter anderem die Rekrutierung der ribosomalen Untereinheiten im
Zusammenspiel verschiedener Elongationsfaktoren, im Besonderem eIF2 bis 4 [102]. Exakte
Nukleosidmodifikationen sind bestimmend fiir die Stabilitit und Funktion von DNA und RNA-
Spezies. Die beidseitig terminalen Modifikationen der mRNA treten in Wechselwirkung mit
transagierenden Elementen der Ribosomenkomplexe, wodurch die Translationseffizienz und mRNA -
Halbwertszeiten gesteuert werden [103].

Bei der Translation stellen Transfer-RNAs (tRNAs) sowohl die physikalischen Verbindungselemente
als auch die Dekodierer zwischen der Information von Nukleotidsequenzen (mRNA) und
Aminoséuren dar, die letztlich funktionelle, strukturelle und/oder katalytisch aktive Proteine bilden.
Ein tRNA-Strang besteht aus 73 bis 95 Nukleotiden, deren Sekundérstruktur sich in vier Schleifen
aufteilt. Das charakteristische tRNA-Kleeblatt besteht aus einer Dihydrouracil-, einer TWC
(Pseudouridin)-, einer variablen und der Anticodonschleife (Abbildung 3). Eine typische Hefezelle
beherbergt etwa 3 Millionen tRNA-Molekiile [104], wobei die Anzahl einzelner tRNA-Spezies
variiert. Wahrscheinlich korreliert die translationelle Elongationsgeschwindigkeit mit der Anzahl
cognater tRNAs. So werden hoch exprimierte Gene, wie die der rDNA, vermehrt durch besonders
hdufig auftretende tRNA-Arten enkodiert [105]. Ein weiterer wichtiger Faktor ist die
Basenmodifikation der tRNA: Allein 90 der 150 bekannten Nukleotidmodifikationen sind fiir tRNAs
charakteristisch, und 1-10% der Gene eines typischen Genoms kodieren fiir tRNA-modifizierende
Enzyme, wodurch ihre Anzahl hoher ist als jene der tRNA-Gene selbst [106, 107]. Die hohe
Variabilitdt der Modifikationen erlaubt die Erfiillung vielfdltiger Funktionen, einschlieBlich der
Bildung von molekularen Sekundérstrukturen sowie der tRNA-Interaktionen mit mRNA-Codons,
Ribosomen, Translationsfaktoren und Aminoacyl-tRNA-Synthetasen [106-109]. Bedeutsam sind oft
konservierte Basenmodifikationen in der Region des Anticodons (ASL: Anticodonschleife) an den
Nukleotidpositionen 34 und 37, da sie die Codon-Anticodon-Paarungseigenschaften determinieren
[110-112]. Dabei  wirkt sich eine erhohte Bindungsaffinitit positiv. auf die
Translationsgeschwindigkeit und -effizienz aus [107]. Modifikationen an der Wobble-Position
(Nukleotid 34 der tRNA) erhohen zudem die Wahrscheinlichkeit von nicht-cognaten Bindungen und
sie erlauben eine cotranslationelle Anpassung an rasch wechselnde Umweltbedingungen [113],
beispielsweise durch die gezielte Steigerung der Biosynthese von Aminosduresynthese-Enzymen unter
Néhrstoffmangel [112].
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Abbildung 3 Schematischer Aufbau der modifizierten tRNAM*,,y. Die kleeblattformige
Sekundérstruktur unterteilt die tRNA in eine D (Dihydrouridin)-, T¥YC (Pseudouridin)- und eine
Anticodonschleife; zusétzlich kann eine Schleife variabler Grofe auftreten. Der Akzeptorarm wird
mittels einer Aminoacyl-tRNA-Synthetase mit der Aminoséure (hier Lysin) beladen. Die dargestellte
tRNA™-Variante  (Isoakzeptor) trigt ein UUU-Codon, dessen Nukeotid 34 (5-
Methoxycarbonylmethyl-2-thiouridin, mem’s*U) und das angrenzende Nukleotid 37 (Zyklisches N6-
Threonylcarbamoyladenosin, ct®A) stark modifiziert wurden. Die Abbildung wurde modifiziert nach
[114].

tRNA-Modifikationen kénnen auch direkt Informationen iiber den metabolischen Zustand der Zelle
geben. So fungieren schwefelhaltige Uridinmodifikationen (mcm’s’U) als intrazellulire
physiologische Schwefelindikatoren, denn der Grofiteil der Schwefelatome einer Hefezelle ist in Form
von modifizierten tRNA-Molekiilen gebunden. Ein Mangel an den Schwefelquellen S-
Adenosylmethionin und Cystein fiihrt zu hypomodifzierten tRNAs, wodurch global die
Translationsgeschwindigkeit reduziert wird. Diese Regulationsschleife ermoglicht es der Zelle unter
Néhrstoffmangel den Aminosiureverbrauch und die Zellteilungsrate anzupassen und den Energie- und
Ressourcenverbrauch zugunsten des Uberlebens zu drosseln [115].

Die Héufigkeit an tRNA-Modifikationen an Position 37, in der direkten 3‘-seitigen Nachbarschaft zum
Anticodon, ist zweifach hoher als an der Wobble-Position [110]. Derivate der hier vorliegenden N6-
Threonylcarbamoyladenosin (t°As;)-Modifikation sind in allen drei Dominen des Lebens konserviert.
Es wurde gezeigt, dass t°A ein Hydrolyseprodukt des zyklischen ct’A ist, welches die eigentliche

native Modifikation in Bakterien und Pilzen darstellt [5]. Die Bildung von (c)t°’A umfasst einen
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dreistufigen Syntheseprozess: die Substrate Threonin und Bicarbonat werden mit einem AMP-Rest
gekoppelt  (Threonyl-Carbamoyl-AMP) und dadurch energetisch aktiviert. Der KEOPS-
Enzymkomplex iibertragt das Zwischenprodukt auf die freie Aminogruppe von Adenosinmolekiilen an
der tRNA-Position 37 [116]. Wéhrend in hoheren Eukaryoten die Synthese hier beendet ist, erfolgt in
Hefen der Ringschluss zu ct°A iiber eine Esterbildung unter ATP-Hydrolyse. In
Saccharomyces cerevisiae wird der finale Schritt durch die Paralogen Tcd1/Tcd2 katalysiert [5]. Das
ct’A-Edukt wurde zunichst als ein zyklisch aktiver Ester mit einem Oxazolonring beschrieben, jedoch
zeigen neue Studien, dass ct’A wahrscheinlich eher eine Hydantoin-Isoform einnimmt [117]. Die
raumliche Sperrigkeit der (c)t’A-Modifikationen zwingt das Anticodon in eine planare
Ausrichtungsebene, wodurch die Affinitdt und die Prédzision zur Codon-Bindung und schlieBlich die
Translationsgenauigkeit enorm verbessert werden.

Defekte in der t°A-Bildung fithren deshalb zu weitreichenden Wachstumsdefekten in S. cerevisiae [6]
und zu starken Entwicklungsverzogerungen in Drosophila [111]. In vielen humanpathogenen
Bakterien, einschlieBlich Vibrio cholerae, Mycoplasma spp, Staphylococcus aureus und Salmonella
Typhi, ist der Knockout des t°A-Syntheseweges letal, und Komponenten des KEOPS-Komplexes
werden als Zielstrukturen neuartiger Antibiotika diskutiert [118, 119]. Die Rolle von tRNA-
Modifikationen wihrend der Pathogenese durch eukaryotische Krankheitserreger war dagegen zu
Beginn der vorliegenden Arbeit vollkommen unbekannt.

Mit dem Abschluss der Translation unterlaufen Proteine zuletzt Reifungs- und Modifikationsprozesse.
Diese dienen der akkuraten Faltung, und sie steuern iiber spezifische Signal- und Leader-Sequenzen
die Lokalisation innerhalb der Zellkompartimente oder die Proteinsezernierung iiber den
sekretorischen Weg. Weiterfithrende Proteinmodifikationen beeinflussen zudem eine Vielzahl
zellulidrer Prozesse, wie das generelle Zellwachstum, Teilungsprozesse und Anpassungen an sich
verdndernde Umweltbedingungen. Ein Beispiel ist die Aktivierung von Kinasen durch
Phosphorylierungen, wie die Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK) Hogl und die MAPK-Kinase
(MAPKK) Pbs2. Letztere Faktoren tragen durch die Einleitung von Stressantworten und
morphologischer Transitionen stark zur Virulenz von C. albicans bei [120-122].

Die Verkniipfungen von funktionellen Gruppen reguliert nicht nur die enzymatische Aktivitit, auch
strukturelle biochemische Eigenschaften von Proteinen konnen optimiert werden. Fiir die Adhérenz
und die Pathogen-Wirts-Interaktionen sind oft reich glykosylierte Mannoproteine der pilzlichen
Zellwand verantwortlich [123]. Diese Glykolysierungen entstehen in einem mehrstufigen
Reifungsprozess im endoplasmatischen Retikulum und dem Golgi-Apparat und ihr Verlust fiihrt zu
einer reduzierten Zellwandintegritdt und einer verminderten Virulenz bei C. albicans [124].

Neben der zielgerichteten Proteinbiosynthese tragen auch gesteuerte Proteindegradierungsprozesse
wie Ubiquitinierung und Sumoylierung entscheidend zur Stressadaptation und Morphogenese bei. So
filhrt der Verlust des Ubiquitinproteins Ubi4 in C. albicans zu mannigfaltigen Phidnotypen von
hyperfilamentosem Wachstum bis zu einem Verlust der Vitalitit unter Mangelbedingungen und einen

deutlich milderem Infektionsverlauf in einem Mausmodell der systemischen Candidiasis [125].
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Als epigenetische Schnittstelle zwischen posttranslationellen und pratranskriptionellen Prozessen kann
der Vorgang von Chromatinumstrukturierungen eingeordnet werden. Chromatin ist eine hoch
dynamische Struktur aus DNA- und Protein-Komplexen, die die Verpackungsstruktur eukaryotischer
DNA darstellt und zudem den physikalischen Zugang zu der DNA-Matrize fiir Transkriptions-,
Rekombinations- und Replikationsereignisse determiniert. Pathogenitdtsmechanismen wie die Hefe-
zu-Hyphe-Transition werden iiber den Acetylierungsstatus von Histonen in rdumlicher Nédhe zu
virulenzassoziierten Genen wie EFGI gesteuert [126]. Dabei wird, induziert durch einen Mangel an
Néhrstoffen, inital der Hyphenrepressor Nrgl von Promotoren der cAMP-Signalwegkomponenten
verdringt und die Keimschlauchbildung setzt ein. Im zweiten Schritt werden eine stabile
Hyphenelongation und deren Aufrechterhaltung {iber Umstrukturierung des Chromatins ermoglicht.
Dazu wird die Hdal-Deacetylase an H4-Histonuntereinheiten rekrutiert, wodurch ein erneutes Binden

von Nrgl verhindert und die Transkription hyphenassoziierter Gene ermoglicht wird [51].

3.3 Der niichste Verwandte: C. dubliniensis

Candida dubliniensis wurde 1995 von Sullivan et al. aus einem HIV-infizierten Patienten mit oraler
Candidiasis isoliert und aufgrund von genomischen Unterschieden zu C. albicans erstmals als neue
Candida-Spezies beschrieben [3]. Aufgrund der Erstidentifikation am Trinity College (Universitét
Dublin) wurde die neue Candida-Art C. dubliniensis genannt [3]. Durch die Entwicklung neuer
Differenzierungsverfahren der beiden sehr &hnlichen Candida-Spezies konnte C. dubliniensis im
Nachgang weltweit in Proben von Patienten mit vielféltigen Primérinfektionen nachgewiesen werden
[127]. Die vorliegenden Grunderkrankungen umfassen unter anderem HIV-Infektionen, Neutropenie,
Diabetes mellitus und Krebserkrankungen [127-130]. Die Krankheitsbilder einer C. dubliniensis-
Infektion reichen dabei dhnlich wie bei C. albicans von einem hiufigen oberflachlichen Befall der
Mundschleimhdute bis zu Blutbahninfektionen, Endokarditis oder Meningitis [131-134]. Die
Ahnlichkeit der Schwesterspezies setzt sich auf genetischer Ebene fort: Uber 96% der C. dubliniensis-
Gene sind mit ithrem C. albicans-Gegenpart zu mindestens 80% identisch [135]. Trotz dieser hohen
genetischen Ahnlichkeit unterscheiden sich beide Spezies aber stark in ihrem Auftreten und ihrer
jeweiligen klinischen Relevanz. Retrospektive bioinformatische Metaanalysen klinischer Isolate, die
urspriinglich als C. albicans identifiziert wurden, ergaben eine Fehlidentifikation in 0,2-6,7% der
Fille [130], wobei das élteste bekannte Isolat aus dem Jahr 1957 stammte [136]. Diese Ergebnisse sind
in Ubereinstimmung mit aktuellen epidemiologischen Studien, die C. dubliniensis in 0,01-3,8% der
Fille mit systemischen Candida-Infektionen nachweisen konnten [19, 132, 137, 138]. Im Vergleich
dazu war C. albicans mit bis zu 64% die am hiufigsten isolierte Candida-Spezies [138].
Interessanterweise ist die Populationsstruktur von C. albicans-Isolaten deutlich divergenter als die von
C. dubliniensis. Dadurch gilt C. dubliniensis als genomisch unflexibler und eingeschrankt in der
Adaptationsfahigkeit, wodurch sich in Teilen das geringere Vorkommen und die verminderte

Pathogenitét des letzteren begriinden lieen [139].
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3.3.1 Phénotypischer Vergleich von C. albicans und C. dubliniensis

Die intrinsischen Resistenzen von Candida-Arten gegeniiber Antimykotika unterscheiden sich sehr
stark. C. albicans- und C. dubliniensis-Isolate weisen normalerweise ein dhnliches Resistenzspektrum
auf, wenn auch auf niedrigem Niveau. Trotzdem sind C. dubliniensis-Isolate aus AIDS-Patienten
vermehrt fluconazolresistent [131], weshalb fiir die Behandlung eine prézise Speziesdifferenzierung
notwendig ist. Neuere Techniken nutzen Raman-Spektroskopie zur Speziesidentifizierung [140],
jedoch ist diese Methode technisch anspruchsvoll und kostenintensiv. In der klinischen Routine-
Diagnostik nutzt man metabolische und morphologische Parameter zur Differenzierung von
C. albicans und C. dubliniensis. Kommerzielle Testkits wie Vitek2 oder APl 20C basieren unter
anderem auf der artspezifischen Verwertung unterschiedlicher Kohlenstoffquellen und der Aktivitét
diverser Oxidasen und Aminopeptidasen [141]. Hinsichtlich der Kohlenhydratassimilation ist die
Verwertung von Xylose und a-Methyl-D-Glucosid spezifisch fiir C. albicans [142]. Des Weiteren
unterscheidet sich C. dubliniensis durch eine hohere Sensitivitit gegeniiber mannigfaltigen Stressoren,
wie erhohter Temperaturen ab 42 °C, sowie osmotischer und oxidativer Substanzen [142-145]. Eine
Ubersicht einzelner Stressoren ist in Tabelle 1 dargestellt. Sowohl die Verwertung alternativer
Kohlenhydratquellen als auch die Toleranz gegeniiber oxidativen Reagenzien und erhohter
Temperatur spielen eine Rolle wihrend des Infektionsprozesses [34], so dass das spezifische
Resistenzmuster auch die verminderte Virulenz von C. dubliniensis widerspiegelt [143].

Die bedeutendsten Unterschiede treten in der Morphogenese auf. Wahrend bei C. albicans oftmals
bereits ein einzelner induzierender Faktor die Hyphenbildung auslosen kann, bildet C. dubliniensis
weniger hiufig echte Hyphen und es bedarf einer Kombination mehrerer auslosender Reize [143].
Besonders gut ist der Effekt von nahrstoffreichen Medien untersucht worden. Das Vorhandensein von
10% Serum in Vollmedium ist ausreichend, um eine vollstdndige Hyphenbildung bei C. albicans zu
ermdglichen, wihrend C. dubliniensis zusitzlich noch eine drastische Reduktion von Pepton und
Glucose bendétigt [65]. Eine geringe Filamentierung von C. dubliniensis wurde auch ex vivo und in
vivo beschrieben [66, 146], und sie gilt als eine der wichtigsten Ursachen fiir die verminderte Virulenz
im Tiermodell und im Patienten [143].

Neben der Filamentierung dient die Chlamydosporenbildung auf Differenzierungsmedien der
diagnostischen Identifizierung. Da die untersuchten Arten die einzigen Chlamydosporen-positiven
Vertreter der Candida-Gattung darstellen, konnen zur Abgrenzung von anderen Candida spp. auf
stiarkereichen Mais- und Reisagarmedien sowohl von C. albicans als auch von C. dubliniensis
Chlamydosporen induziert werden [60, 145]. Medien auf Basis 6lhaltiger Samen von Kreuzbliitlern,
Tabakpflanzen oder caseinhaltigem Milchpulver erlauben die spezifische Chlamydosporulation von
C. dubliniensis [147-150]. Als molekularbiologische Ursache wird eine unterschiedliche Regulation
des Hyphen- und Sporenrepressores Nrgl diskutiert, da eine Nrgl-Deletion in C. albicans den
hypersporulativen Phanotypen von C. dubliniensis phénokopiert [62, 151].
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Tabelle 1 Ausgewéhlte artspezifische Phénotypen bei C. albicans und C. dubliniensis.
Die Tabelle wurde nach [143] erweitert. Die Symbole beschreiben die Wachstumseffizienzen der
Hefestdmme mit ++ sehr gut, + méBig bis — kein Wachstum.

Wachstumsbedingungen

C. albicans

C. dubliniensis

Wachstumstemperatur
[152]

Osmotischer Stress [152]

Oxidativer Stress [153]

Verwertung
Kohlenhydraten [142]

Filamentierung bei 37 °C

[65, 146, 154]

Chlamydosporenbildung
bei 25-30 °C [148, 155]

von

37°C

42 °C

45 °C

1,1 M NaCl

0,4 M LiCl

5 mM H,0,

80 uM Menadion
Xylose

Laktat
a-Methyl-D-Glucosid
Kochblutagar
YPD + Serum
H,O + Serum
Staib-Agar
SLAD-Agar

Maismehl- und Reisagar

++

++

++

++

++

+

++

++

++

++

Infektionsmodelle Rekonstituierte humane Hohe Invasion und Geringe Invasion und
Epithelien [146] Zellschiadigung Zellschiadigung
Embryonierte Hohe Mortalitét Geringe bis mittlere
Hiihnereier [156] Mortalitét
Systemische Hohe Mortalitét Geringe bis mittlere
Mausinfektion [66] Mortalitit

3.3.2 Genetischer Vergleich von C. albicans und C. dubliniensis

C. dubliniensis ist die genetisch am néchsten verwandte sequenzierte Schwesternart von C. albicans,

und die orthologen Gene zeigen eine hohe Sequenzéhnlichkeit und syntenische Colinearitét.

Vergleichende Genomanalysen ergaben 29 C. dubliniensis- und 168 C. albicans-spezifische Gene

[135]. Bislang lag der Fokus der Forschung auf den C. albicans-eigenen Genen, da diese potenziell

mit der hoheren Virulenz verkniipft sein kénnen [143] (Ubersicht in
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Tabelle 2). Bei dieser Hefe sind bereits 26,6% der Gene charakterisiert worden. Im Vergleich dazu ist
in C. dubliniensis das Potential, noch unbekannte Pathogenitétsfaktoren zu identifizieren, sehr hoch,
da im Moment nur 15 Gene (0,26% des Genoms) als verifiziert gelten
(http://www.candidagenome.org/ Stand Juni 2017). Viele der C. albicans-spezifischen Genen kodieren
fiir hyphen- und virulenzassoziierte Proteine. In C. dubliniensis fehlen dagegen wichtige
hyphenassoziierte Faktoren wie Als3, ein zellwandstdndiges Protein, welches durch seinen Agglutinin-
dhnlichen Charakter Adhdrenz an und Invasion in Wirtszellen ermoglicht [157]. Ein weiteres
wichtiges GPI-gekoppeltes Adhdsin mit grofer Bedeutung fiir die Biofilmbildung auf mukosalen
Oberflachen ist Hwpl [158], dessen Ortholog in C. dubliniensis signifikante Sequenzunterschiede
aufweist [135]. Hyrl ist ein weiteres GPIl-verankertes Hyphenprotein, welches spezifisch fiir
C. albicans ist. Eine hohe HYRI-Expression geht einerseits mit einer hoheren Uberlebensrate von
C. albicans-Zellen nach Coinkubation mit Neutrophilen oder Makrophagen einher, und andererseits
korreliert das HYRI-Transkriptlevel mit dem Mall der Schidigung von Leber und Milz in
Mausinfektionen [159].

Unterschiede gibt es zudem in der Zusammensetzung von Genfamilien. Diese Familien umfassen
Gene mit stark iibereinstimmenden Sequenzen, die Ergebnisse evolutiondrer Genduplikationen sind.
Ihre Genprodukte kénnen funktional iiberlappen oder sich spezialisieren und in verschiedenen Nischen
von Bedeutung sein. In C. albicans haben sich durch evolutionidre Adaptationsprozesse Genfamilien
von virulenzassoziierten Faktoren erweitert, wihrend C. dubliniensis mehr Genverluste und
Geninaktivierungen (Pseudogenisierung) erlitt. Diese reduktive Evolution von C. dubliniensis ist wohl
maBgeblich fiir die geringere Pathogenitét [160]. Die Genfamilie der sekretorischen Aspartylproteasen
(SAP-Gene) beispielsweise besteht im Genom von C. albicans aus zehn Genen und dient der
Néhrstoffaufnahme und dem Adhésion-Invasions-Prozess [161]. Statt den einzelnen Genen SAP4/5/6
besitzt C. dubliniensis nur ein einzelnes Hybridgen [135]. Quantitativ treten die grofiten Unterschiede
bei den telomerassoziierten Genen (7LO-Gene) auf. Wéhrend in C. albicans seit der Spaltung von der
Linie zu C. dubliniensis vor 20 Millionen Jahren die Genfamilie auf 14 Mitglieder expandierte [160],
tragt C. dubliniensis nur zwei TLO-Gene [162]. Interessanterweise interagieren Tlo-Proteine mit dem
Mediator-Transkriptionskomplex, und eine TLO-Uberexpression in C. dubliniensis fiihrt zu einem
C. albicans-dhnlichen Filamentierungsverhalten [162]. Aufgrund der Expansion von 7LO-Genen in
C. albicans ist es moglich, dass nischenabhéngig unterschiedliche Tlo-Faktoren an den
Mediatorkomplex binden und so auf cotranskriptioneller Ebene das Transkriptom beeinflussen. Dieser
Mechanismus einer groBeren Plastizitit konnte dem Pilz so eine rasche Adaptation an variierende
Umweltbedingungen ermoglichen [162, 163]. Weitere Genfamilien mit artspezifischen Unterschieden
sind die Filamentwachstumsfaktoren (FGR-Gene) und Zinkcluster-Transkriptionsfaktoren (ZCF-
Gene), die hédufig in C. dubliniensis abwesend sind oder nur als Pseudogene vorliegen [135, 164].
Neben den genomischen Unterschieden werden vorhandene Orthologe besonders von
morphologieassoziierten Genen oft differentiell exprimiert. Beispiele sind die hyphenassoziierten
Gene UME6 und SFL2, der morphogenetische Repressor Nrgl und das Polyprotein Ecel, das
Vorlauferprotein fiir das Peptidtoxin Candidalysin [62, 65, 66, 144, 165].
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Tabelle 2 Ausgewihlte artspezifische Gene und Genfamilien bei C. albicans und C. dubliniensis. Die
Tabelle wurde nach [62, 66, 135, 143, 166] verandert und erweitert.

C. albicans C. dubliniensis
Anzahl artspezifischer Gene 168 29
ALS3 (Adhésin, Invasin) Vorhanden Abwesend
HYRI (hyphenassoziiertes Vorhanden Abwesend
Zellwandprotein)
HWPI (hyphenspezifisches Vorhanden Divergent in der DNA-
Adhisin) Sequenz
NRGI (morphologischer Repressor der spezifischen Repressor der spezifischen
Repressor) Chlamdosporenbildung Hyphenbildung
SAP4, 5, 6  (sekretorische Drei Ein Hybridgen
Aspartylproteasen)
TLO-Gene (telomernahe Gene) 14 Gene Zwei Gene
ZCF-Gene (Zinkfinger- 36 Gene 34 Gene (ZCF6 und ZCF28
Transkriptionsfaktoren) fehlen)

3.3.3 Wege zur Identifizierung von pathogenitiitsassoziierten Faktoren

Die Methoden der Genidentifikation in der postgenomischen Ara sind vielfiltig. Durch vergleichende
Genomanalysen werden konservierte hypothetische Gene und funktionelle Proteindoménen
identifiziert, die mit einer hohen Wahrscheinlichkeit die gleichen Funktionen in verschiedenen
Organismen erfiillen. Auch die Suche nach pathogenititsdeterminierenden Genen nutzt haufig
bioinformatischen Methoden, die ferner eine Analyse von sequenzierten, aber genetisch nicht
manipulierbaren Mikroorganismen, wie Chlamydia-Arten, ermoglicht [167]. Diese Virulenzfaktoren
werden per Definition in in vivo-Situationen zu Beginn oder wihrend einer Infektion exprimiert und
ein Screening von Mutagenesebanken unter infektionssimulierenden Bedingungen dient der
Genidentifikation. Vergleichende Expressionsuntersuchungen per Microarray oder RNA-
Sequenzierung von in vitro- und ex vivo-Kulturen bzw. infektiosem Gewebe erlauben die
Beschreibung der infektionsspezifischen transkriptionellen Antwort [168, 169]. So ergab die Analyse
differentiell regulierter Gene bei Mausinfektionen eine physiologische Anpassung des Pilzes an die
befallenen Nieren und die starke Expression von Virulenzfaktorengenen wie EFGI oder CSRI [169-
171].

Ein anderer Ansatz nutzt den genetischen Vergleich verwandter Mikroorganismen mit
unterschiedlichen Virulenzanlagen. Klinische Isolate einer pathogenen Spezies oder engverwandter
Arten unterscheiden sich haufig in ihrer Virulenz. Beispielsweise umfasst die Gattung Salmonella iiber
2200 Serovare, die sich in ihrer Wirtsanpassung und im Krankheitsverlauf unterscheiden [172].

Auch bei den genetisch eng verwandten Arten C. albicans und C. dubliniensis konnten durch die

differentielle Pathogenitit und damit verbundenen Phinotypen Gene identifiziert werden: mit dem
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Ziel genetische Faktoren zu charakterisieren, die fiir die arttypischen Merkmale verantwortlich sind,
wurden genomische DNA-Fragmente von C. albicans in einen C. dubliniensis-Rezipientenstamm
chromosomal integriert [62]. Das Screening dieser genetischen Bibliothek unter ausgewéhlten
Bedingungen ermdglicht dabei die Selektion von C. dubliniensis-Transformanten, die C. albicans
phénokopieren. Eine Analyse der iibertragenen genetischen Information konnte dann neuartige
morphologische oder stressassoziierte Gene identifizieren. Im Zuge eines solchen Screenings wurde
von Staib und Morschhduser Nrgl als C. albicans-spezifischer Chlamydosporenrepressor erkannt [62].
Die vorliegende Arbeit nutzt in einem dhnlichen Ansatz sowohl bioinformatische als auch
vergleichende gentechnische Verfahren zur Identifizierung und Charakterisierung bisher

uncharakterisierter Candida-Gene.

3.4 Ziele der Arbeit

Die beiden humanpathogenen und genetisch eng verwandten Candida-Arten C. albicans und
C. dubliniensis unterscheiden sich in ihrer klinischen Relevanz, vermutlich auf Grund artspezifischer
Unterschiede in Stressresistenz und morphologischer Plastizitdt [130, 132, 145, 173]. Durch
vergleichende Analysen sollten im Rahmen dieser Arbeit Faktoren identifiziert werden, die zu diesen
spezifischen Phinotypen beitragen und somit eine Rolle in der Infektionsbiologie von Candida spp.
spielen.

Zellulare Antworten auf verfiigbare Néhrstoffe sind vielféltig und steuern beispielsweise die
Expression wichtiger Virulenzfaktoren und damit assoziierte nahrstoffabhingige Signalwege bedingen
artspezifische Eigenschaften von Candida-Arten [4, 63, 65, 174, 175]. In einem ersten methodischen
Ansatz sollte ein zufallsbasierter, gegenseitiger Genaustausch einen phénotypischen Transfer der
Hungermorphotypen erlauben [62]. Eine Evaluierung der {ibertragenen Genfragmente sollte neuartige
Faktoren der Mangelantwort, sowie putative Pathogenitdtsmechanismen aufdecken und ihre
biologische Rolle besser definieren.

Nach der Aufspaltung der beiden Candida-Arten kam es vermutlich zu einer reduktiven Evolution von
C. dubliniensis und einer Erweiterung des Repertoires an virulenzassoziierten Faktoren von
C. albicans [135, 143, 165]. In einem zweiten Ansatz sollten in dieser Arbeit liber in silico-Analysen
artspezifische Gene prognostiziert werden. Diese sollten durch Gendeletion bzw. einer kiinstlichen
Genexpression charakterisiert werden. Die Phinotypisierung sollte im Besonderen die C. albicans-
intrinsischen Merkmale [34], wie Stresstoleranz, Filamentierungskapazitit und die Virulenz im
Zellkultur- und Tiermodell, validieren. Neben der artspezifischen Abundanz einzelner Gene kam es
zur evolutiondren Neuverschaltungen von Signalwegen. Am Beispiel des gemeinsamen
Transkriptionsfaktors Csrl sollte eine systematische Analyse, sowohl evolutiondr konservierte
Funktionen als auch artspezifische Regulationsmechanismen, identifizieren.

C. albicans und C. dubliniensis sind polymorphe Hefen, die sich von anderen Vertretern der Gattung
insbesondere durch ihre ausgeprdgte Hyphen- und Chlamydosporenbildung unterscheiden. Die
biologische Funktion der stark ummantelten Sporen ist in Candida spp. bisher unbekannte und
grundlegende Fragen zur méglichen Funktion sollten in dieser Arbeit beantwortet werden. Welche

dueren Bedingungen induzieren oder reprimieren zum Beispiel den morphologischen Wechsel?
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Einleitung

Welchen Einfluss haben bekannte Schliisselfaktoren der Filamentierung wiahrend der
Chlamydosporulation, im Speziellen welche Uberlappungen sowie regulativen Unterschiede treten
auf? Wie unterscheidet sich das Transkriptom von hefe- gegeniiber chlamdosporenhaltigen Kulturen?
Ein zusammenfassendes Bild zentraler Signalkomponenten und deren Zusammenspiel sollte in einem

ersten Modell zur Regulation der Chlamydosporenbildung von Candida-Arten dargestellt werden.
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Inhaltsangabe

Das Aufrechterhalten physiologischer intrazellulirer Metallkonzentrationen ist eine wichtige
Voraussetzung fiir pathogene Mikroorganismen zur erfolgreichen Besiedlung des Wirts. In dieser
Studie wird gezeigt, dass in dem fakultativen Pathogen Candida dubliniensis die intrazelluldre
Zinkhomoostase unter Mangelbedingungen durch den Transkriptionsfaktor Csrl vermittelt wird. Wie
bei anderen Pilzen (bspw. C. albicans) induziert dieser Aktivator die Transkription der
Zinkimportergene ZRTI und ZRT2, des vakuldren Zinkexportergens ZRT73 und des Gens PRAI,
welches fiir ein sekretorisches zinkbindendes Protein kodiert. Die Deletion des Csrl-Regulators in
einer C. dubliniensis csrid/A-Mutante flihrte zu einem Wachstumsdefekt unter Zinkmangel, welcher
durch eine gezielte Uberexpression nur von ZRT2 weitestgehend wieder behoben werden konnte.
Anders als C. albicans zeigte die C. dubliniensis csrid/A-Mutante aber keine morphologischen
Defekte, jedoch war ihre Virulenz in embryonierten Hiihnereiern als Infektionsmodell attenuiert.
Damit konnte sowohl die wichtige Rolle der Zinkhomdostase in der Pathogenese von Pilzinfektionen
bestitigt werden, als auch ein evolutionirer Unterschied in den Transkriptionsnetzwerken dieser
beiden eng verwandten Spezies gezeigt werden, der zu den Unterschieden in Morphologie und

Virulenz beitragen kdnnte.
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EC
Csrl/Zapl Maintains Zinc Homeostasis and Influences Virulence in
Candida dubliniensis but Is Not Coupled to Morphogenesis

Bettina Bottcher,” Katja Palige,” llse D. Jacobsen,® Bernhard Hube,®< Sascha Brunke™*®

Department of Microbial Pathagenicity Mechanisms, Leibniz Institute for Natural Product Research and Infection Biology—Hans Knoell Institute lena, lena, Germany™,
Microfluidic ChipShop GmbH, Jena, Germarny®™; Friedrich Schiller Liniversity, lena, Germany®; Research Growp Micrabial Immunalogy, Leibniz Institute for Matural Product
Research and Infectian Bialogy—Hans Kroell Institute Jera, kena, Gerrmany™; Cerer for Sepsis Control and Care, Jera, Germany”

The supply and intracellular homeostasis of trace metals are essential for every living organism. Therefore, the struggle for
micronutrients between a pathogen and its host is an important determinant in the infection process. In this work, we fo-
cus on the acquisition of zinc by Candida dubliniensis, an emerging pathogen closely related to Candida albicans. We show
that the transcription factor Csrl is essential for C. dubliniensis to regulate zinc uptake mechanisms under zing limitation: it
governs the expression of the zinc transporter genes ZRTT, ZRT2, and ZRT3 and of the zincophore gene PRAI. Exclusively, arti-
ficial overexpression of ZRT2 partially rescued the growth defect of a csr] A/ A mutant in a zinc-restricted environment. Impor-
tantly, we found that, in contrast to what is seen in C. albicans, Csrl (also called Zap1) is not a major regulator of dimorphism in

C. dubliniensis. However, although a csr1 A/A strain showed normal germ tube formation, we detected a clear attenuation in
virulence using an embryonated chicken egg infection model. We conclude that, unlike in C. albicans, Csrl seems to be a viru-
lence factor of C. dubliniensis that is not coupled to filamentation but is strongly linked to zinc acquisition during pathogenesis,

ceess to zinc is essential for organisms throughout the three

domains of life, It is the only metal that occurs as a cofactor in
all six classes of enzymes, from oxido-reductases to lyases (1), and
the average proportion of enzymes containing zing is 8.8% in eu-
karyotic proteomes (2). In pathogens, virulence-associated pro-
teins frequently bind zinc for structural stability or catalytic activ-
ity; e.g., the Ser/Thr-protein kinase PrkC of Bacillus anthracis,
which is essential for its pathogenicity, is regulated by zinc (3], In
the pathogenic yeast Candida albicans, three out of six known
superoxide dismutases (CaSodl, CaSodd, and CaSod6) are cop-
per-zinc dependent. Enzymes of this class detoxify reactive oxygen
species and thus contribute to virulence (4—6). Therefore, it is of
particular importance for both benign and pathogenic microbes
to ensure a sufficient zinc supply, especially when faced with a
micronutrient-poor environment.

Exploiting this dependency, mammalian hosts manipulate lev-
els of accessible zinc and other metals to inhibit pathogen growth
and dissemination. This targeted limitation of micronutrients is
known as nutritional immunity and is one of the main stralegies
used to defend against pathogenic microorganisms (7). To oppose
zinc deprivation, pathogenic bacteria and fungi evolved special-
ized uptake mechanisms to obtain zinc (8, 9). For example, a high-
amnily wine transporter system is n:quired for virulence of Salmao-
nella enterica in mice (10). The intracellular zine homeostasis is
generally strictly controlled, and in C. albicans, the response to
zinc deficiency is mediated by the transcription factor Csrl {Can-
dida suppressor of ROKI) (11), the ortholog of Saccharomyces
cerevisiae Zapl (zinc-responsive activator protein). Within the
Candida clade, CSR1 orthologs have been found in all sequenced
species. However, to date, this transcriptional factor has been in-
vestigated only in C. albicans in more detail, while the function of
Csrl in other pathogenic yeasts like Candida glabrata or even in
the closest relative of C. albicans, Candida dubliniensis, is un-
known.

Both C. dubliniensis and C. allicans are harmless gastrointesti-
nal colonizers, but they can cause diseases ranging from superficial
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mucosal infections to life-threatening candidemia, especially in
immunocompromised individuals. Interestingly, ©. dubliniensis
i5 less frequently isolated from patients with nosocomial blood-
stream infections than C. albicans (2 to 3% versus 10%, respec-
tively) (12-14), The overall lower virulence of C. dubliniensis has
also been confirmed in mice infection models (15) and was found
to be associated with differences in species-specific pathogenicity
properties, such as the ability to adhere and to form true hyphae,
which allow tissue invasion (16, 17). Finding differences in the
genetic setup and infection-relevant phenotypes of these two
fungi is, therefore, a promising avenue to dissect virulence in
pathogenic yeasts and may provide insights into the mechanisms
of evolutionary rewiring of regulatory factors among related mi-
crobes,

In €. albicans, Csrl is known to have dual functions: it plays the
key role both in transcriptional regulation of zine homeostasis and
in biofilm formation. C. albicans mutants lacking CSR1 hence
cannot proliferate under low-zine conditions and show reduced
filamentation in the presence of serum (11) accompanied by al-
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TABLE 1 Strains in this study

Candida strain Parent Genotype” Reference
SC5314 C. albicans wild-type strain 59

Wii2s4 C. dubliniensis wild-type strain 60

CSRIISATIAB Wii2s4 CD36_44490A:SATI-FLIPICID36_44490 This study
CSR1fesrIAA/B CACSRIMI1A/B CD36_44490A:FRT/CD36_44490 This study
csrl AISATIAIB CACSRIM2A/B CD36_44490A:FRTICD36_44490A:SATI-FLIP This study
csrl ATAAB CACSRIM3A/B C36_44490A:FRTICD36_44490A:FRT This study
CACSRIKS1A/B csrIA/AA/B CD36_44490A=FRT] CD36_44490A:: CD36_44490-T , -, -SATI-FLIP This study
csrl AJA+CSRIA/B CACSRIKS1IA/B CD36_44490A:FRT/ CD36_44490A: CD36_44490-T ., -FLIP This study
ZRT1VFA/R Wii284 ADHI/adh1:P ,pp, -CD36_46440-¢aSATI] This study
ZRT2FA/B Wii284 ADHI/adh =Py -CD36_17380-caSATI! This study
PRAI®FA/B Wii2sd ADHIfadh Iz -CD36_46450-caSAT1 This study
esrlA/A+ ZRTIOFAIB esr1AZAAIB CD36_44490A:FRTICD36_44490A:FRT ADHI/adh 3P, ypp,-CI36_46440-caSATI This study
esrIA/A+ZRTZOAIB csr1AfAA/B CD36_44490A:FRTICD36_44490A2FRT ADHIfadh1z:P 1y -CD36_17380-caSATI This study
csrlAMA+PRAIVPAIB csrl AJAAIB CD36_44490A:FRTICD36_44490A:FRT ADHI/adh1::P - CD36_46450-caSATI This study

T SATI-FLIP denotes the SAT flipper cassette (33).

tered biofilm formation (18). Further analysis of genes regulated
by Csrl of C. albicans (CaCsrl) under biofilm-inducing condi-
tions revealed 60 targets, including CaZRTI-3, CaPRAI, and
CaCSRI itself (18). It is noteworthy that in biofilm-producing
communities, a C. albicans csr1 AfA mutant strain secretes smaller
amounts of the quorum-sensing molecule farnesol, which con-
tributes to an altered morphology (19).

The Zrt proteins belong to the ZIP (Zrt/Irt-like proteins) trans-
porter family and facilitate zinc ion transfer across membranes
into the cytosol or cellular organelles. Zrt1 of S. cerevisiae (ScZrt1)
is a high-athnity transporter in S. cerevisiae that mediates zinc
uptake under strong zinc depletion, but it is downregulated under
low-zin¢e conditions. There, the low-affinity zinc transporter
ScZrt2 ensures import of zinc (20, 21). These complementary up-
take systems are under the control of ScZap1 (22), Tightly con-
trolled zinc uptake mechanisms in response to extracellular zinc
levels have been observed not only in 8. cerevisiae but also in
Schizosaccharomyces pombe and Aspergillus fumigatus (22-24). Fi-
nally, Pral is a zinc-binding protein which is part of a novel zinc
uptake mechanism of C, albicans recently discovered by Citiulo et
al. (25).

A C. albicans csr1A/A mutant is known to be proliferation de-
fective during murine infections (26) and to elicit a decreased
immune response in mice (27). In addition to this observation,
expression of CSRI and some of its target genes was increased up
to 10-fold during the early stage of infection with the correspond-
ing C. albicans wild-type strain (27).

In the present work, we analyzed the role of the C. dubliniensis
transcription factor Csrl (CD36_44490)—a homolog of C. albi-
cans Csrl—in zinc homeostasis, germ tube formation, and viru-
lence traits.

MATERIALS AND METHODS

Strains and culture conditions. Candida strains were routinely propa-
gated on YPD agar (20 g peptone, 10 g yeast extract, 20 g glucose, 15 g agar
per liter) at 30°C and stored as frozen stocks in YPD medium with 15%
(volfvol) glycerol at —80°C. For zinc starvation experiments, low-zinc
medium (LZM) was prepared as described previously (22). The medium
was supplemented with ZnS0, as indicated (LZMO contains no zinc
LZM25 and LZM2000 contain 25 pM and 2,000 pM ZnSO,, respec-
tively), and 25 M FeSO, was used as a source of iron. Candida strains
used in this work are listed in Table 1.
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Germ tube assays. Strains were grown in YPD overnight (30°C and
180 rpm), washed with double-distilled water (ddH,0), and transferred
into filament-inducing medium at an optical density at 600 nm (0D, )
of 0.2, To stimulate filamentation, we used spider medium (1% mannitol,
1% nutrient broth, 0.2% K,HPO, [pH 7.2]), liquid YPD, or H,O plus
10% (vol/vol) fetal calf serum. Cultures were shaken (180 rpm) for 4 h at
37°C, and morphology was microscopically analyzed (Axiovert, Zeiss,
Germany).

Chlamydospore formation. Chlamydospore production was induced
on rice extract-Tween 80 agar (BD, Heidelberg, Germany) or Staib agar
(28), both prepared as described before. The plates were incubated at 28°C
for 2 to 4 days in the dark, and chlamydospore formation was monitored
microscopically.

Plasmid construction. The deletion cassette for CSRI was con-
structed as follows. An Apal-Xhol fragment with CSRI upstream se-
quences was cloned after amplification by PCR with the primers CSR1-1
and C5R1-2 (see Table 51 in the supplemental material) using genomic
DNA from C. dubliniensis Wii284 as the template. A SaclI-Sacl fragment
containing CSR1 downstream sequences was obtained with the primers
CSR1-3 and CSR1-4. The CSRI upstream and downstream fragments
replaced SSU2 upstream and downstream fragments in  plasmid
pSSUIM2 (29) via the introduced restriction sites, to result in pCSR1M2,
in which the SATI flipper is flanked by CSR1 sequences.

The whole CSR1 gene for the gene reconstitution was amplified using
the primers CACSR1-1 and CACSR1-5, the Apal/BgllI-cut DNA fragment
was integrated into pSAP2KSI (30), and the CSRI downstream DNA
element was inserted as described above,

For the generation of the PRAI overexpression cassette, a Xhol-Bglll
fragment was amplified via PCR with the primers PRAI-1 and PRA1-2.
Genomic DNA from C. dubliniensis Wii284 was used as the template. This
DNA fragment was introduced behind the cdADH1 promoter into the
ped ADHIE2 vector (31), and the plasmid was named pcdPRAIE]L The
plasmids pedZRT1E] and pedZRT2E1were constructed in a similar way
by amplifying a Xhol-Bglll fragment with the primer pair ZRT1-1 and
ZRT1-20r ZRT2-1 and ZRT2-2. The primer ZRT2-1 carried a Sall restric-
tion site that is compatible with the Xhol overhang of the parental plasmid
ped ADHIE2.

C. dubliniensis transformant construction. Lincar DNA fragments
were transformed by electroporation into chemically competent C. dub-
liniensis cells (32), and clones were selected on YPD plates containing
nourseothricin (Werner Bioagents, Jena, Germany). The usage of the
SATI1 flipper strategy allowed the recycling of the selection marker, as
described here (33). The insertion locus of the DNA fragment was con-
firmed by Southern blot analyses.
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Southern blotting, A 10-pg portion of isolated genomic DNA was
digested with an appropriate restriction enzyme, After DNA separa-
tion on an agarose gel (1%), DNA was stained with ethidium bromide
and transferred onto a nylon membrane using a vacuum blot system.
UV-linked DNA was hybridized with chemiluminescence-labeled
probes and detected via the Amersham ECL direct nucleic acid labeling
and detection kit (GE Healthcare, Braunschweig, Germany) according
to the manufacturer’s instructions (see Fig. S1 in the supplemental
material ).

Growth curve analyses. Proliferation under zinc depletion was eval-
uated via growth curve assays. Strains were pregrown overnight in YPD at
30°C and after repeated washing, cells with an QD of 0.4 were inocu-
lated in LZMO without additional zinc. After starvation in LZMO for 24 h
at 30°C, cells were diluted to an 0D, of 0.01 in LZM supplemented with
various concentrations of ZnSO,. Cultures were incubated at 30°C in a
Magellan TECAN plate reader with shaking for 30 s, and the 0D, was
determined every 15 min over 48 h. Changes of the 0D, were plotted
against the incubation time.

Quantitative real-time reverse transcription-PCR (gRT-PCR). To
determine gene expression rates, cells were precultured in YPD overnight
(30°C and 180 rpm) and washed with phosphate-buffered saline (PBS). A
total of 5 % 10° cells/ml were inoculated into 200 ml LZM plus 2,000 M
ZnSO,, and the cells were grown for an additional 24 h (30°C and 180
rpm). To remove residual zine, cultures were washed four times with
ultrapure water, and all yeast cells were transferred into 200 ml LZMO
without zinc,

Cells from 20 ml of liquid culture were sampled and frozen in liquid
nitrogen at 0 h, 0.5 h, 4 h, and 24 h, RNA was isolated using an RNeasy kit
(Qiagen, Hilden, Germany) following the manufacturer’s instructions. A
Bioanalyzer instrument (Agilent, Santa Clara, CA) was used to measure
RNA quality, and RNA concentration was determined via NanoDrop
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). A 700-ng portion of RNA was
treated with DNase and transcribed into cDNA (enzymes by Promega
[Fitchburg, WII). Finally, a total amount of 13.3 ng cDNA was used for
each qRT-PCR that included EvaGreen as fluorescent dye and ROX as an
internal reference (Biosell, Feucht, Germany). The experiments were per-
formed in a thermal cycler (Bio-Rad, Hercules, CA) and run in biological
duplicates and technical triplicates. The expression rates reported here are
relative to the expression values of the housekeeping gene TEF3, All prim-
ers are listed in Table 51 in the supplemental material.

Sequence analyses. The protein sequences of C. dubliniensis Cd36_
44490 (CdCsrl), C. albicans orf19.3794 (CaCsrl), C. glabrata CAGL
0]05060g (CgCsrl), 5. cerevisiae YILOS6C (ScZapl ), Aspergillus fumigatus
AfulglOns0 (ZafA), and Cryptococcus neoformants (CnZapl) were com-
pared using NCBI PBLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi); they
were aligned with the Clustal W2 multiple-sequence-alignment tool (http:
{fsimgene.com/ClustalW}, and the phylogenetic tree was constructed at
http:/fwww.phylogeny.fr (34). This phylogenetic analysis includes MUS-
CLE (v3.7) alignment, removal of ambiguous regions with Gblocks
(¥0.91b), and the reconstruction of the phylogenetic tree used the maxi-
mum-likelihood method implemented in the PhyML program (v3.0
aLRT). The tree was plotted with TreeDyn (v198.3).

Pro Coffee (35) was used as a tool to align homologous promoter
regions of ZRT2 from C, dubliniensis, C. albicans, and S. cerevisiae.

Chicken embryo infection model. The embryonated chicken infec-
tion model was used to study virulence as described previously (36).
Briefly, overnight cultures of yeasts were washed with PBS and adjusted to
10% cells/ml. An inoculum of 107 yeast cellsfegg was applied to the chorio-
allantoic membrane at developmental day 10 via an artificial air chamber.
In each experiment, the viability of 20 eggs per group (Candida or PBS
control) was evaluated daily by candling for 7 days. Experiments were
performed twice. Surviving embryos were humanely terminated by chill-
ing on ice at the end of the experiment. All experiments were performed in
compliance with the German animal protection law. Accordingto this, no
specific approval is needed for work performed on avian embryos before
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FIG 1 Structural analysis of the homologous Csrl proteins. (A) Phylogenetic
analysis of homologous Csr1/Zap] protein sequences from distinct fungi:
Candida dubliniensis Cd36_44490 (CdCsr1), C. albicans 19.3794 (CaCsrl), C.
glabrata CAGLOJ05060g (CgCsr1), S. cerevisiae YJLO56C (ScZapl), Cryptococ-
cus reoformans serotype A CNAG_05392 (CnZap1), and Aspergillus fumigatus
Afulgl0080 (ZafA). Construction of the phylogenetic tree used the maximum
likelihood method. The scale bar indicates the genetic distance, which is pro-
portional to the number of amino acid substitutions. (B) Comparison of the
Zap1/Csrl protein domains. The protein structure was determined using the
SMART analysis service, Zap1 from 5. cerevisiae contained two activation do-
mains (AD1 and AD2; in gray) that are absent in both Candida species. Seven
C,-H,-like zine finger domains (black) were found in all analyzed species, and
comparison of the C-terminal DNA binding domain (DBD) regions showed
highest similarities.

the time of hatching. Experiments were terminated at the latest on devel-
opmental day 18,

RESULTS

The transcription factors CdCsrl, CaCsrl, and ScZapl are or-
thologous proteins, Protein sequence comparisons using NCBI
PBLAST revealed a high similarity of the C. dubliniensis protein
Cd36_44490 with the . albicans transcription factor and zinc
acquisition regulator Csrl (also known as Zapl; 86% identities
and 91% positives), the 5. cerevisine zinc-responsive activator pro-
tein Zapl (37%/52%), and the Zapl ortholog CNAG_05392 in
Cryptococcus neoformans serotype A (43%/51%). Multiple se-
quence alignments showed the highest similarities for the C-ter-
minal part of the protein sequence with a high degree of conser-
vation of this domain. Phylogenetic tree reconstruction using the
protein sequences of Csrl homologs from the yeasts C. dublinien-
sis (CdCsrl), C. albicans (CaCsrl), C. glabrata (CgCsrl), and S.
cerevisiae (ScZapl), from the filamentous fungus A. fumigatis
(ZafA), and from the basidiomycete C. neoformans (CnZapl)
shows the relationship of the Csrl proteins in fungi (Fig. 1A). The
close relationship of C. dubliniensis and C. albicans is well reflected
in this analysis.

The protein domain architecture of Csrl in §. cerevisiae, C.
albicans, and C. dubliniensis was then analyzed using the SMART
program (34, 37). In all these homologs, the C-terminal region
contains seven C,H,-like zinc finger domains (Fig. 1B). Both ac-
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tivation domains (ADs) present in ScZapl, AD1 and AD2 (38),
were not detected in C. dubliniensis or in C. albicans.

The characteristics of the ZRT2 promoter region in 8. cerevisiae
allow both transcriptional activation and repression of ZRT2 via
Zapl in response to zinc levels (39). An alignment of the homol-
ogous ZRT2 promoter regions in S. cerevisiae, C. albicans, and C.
dubliniensis using Pro Coffee (35) revealed a strong divergence of
the zinc-responsive elements (ScZRE1 and ScZRE2) between the
Candida species and §. cerevisiae (39). Of particular note, the re-
pressive ScZRE3 region was entirely absent in Candida spp. (see
Fig. 82 in the supplemental material). However, a direct compar-
ison of C. albicans and C. dubliniensis promoter sequences re-
vealed a high similarity between two species, This hints at a pro-
moter type-specific, distinct regulation of the ZRT2 genes among
the different yeasts.

CSR1 is essential for C. dubliniensis growth in low-zinc me-
dium. The aim of this study was to elucidate the functions of the
transcriptional factor CACSRI, called CSR1 here, in C. dublinien-
sis. To this end, we created both a csr1 A/A knockout and a CSR1-
complemented mutant. Additionally, the zinc responsive genes
ZRTI, ZRT2, and PRA were expressed under the control of the
constitutive ADHI promoter both in the C. dubliniensis wild-
type strain Wii248 and in the csr1A/A mutant strains. All mutants
were constructed as independent duplicates and gene deletions
were confirmed by Southern blot analyses (see Fig. S1 in the sup-
plemental material).

To investigate the role of Csrl for zinc acquisition in C. dub-
liniensis, growth of prestarved (24 h without zinc) wild-type and
mutants strains was monitored for 2 days in defined medium
(LZM) with no (0 M}, little (25 pM), or plentiful (2,000 pM)
zinc. The prestarvation step was designed to largely deplete the
internal zinc storage, so that fungal growth depended on the abil-
ity to acquire zinc from the surrounding medium.

The growth of wild-type and all mutant strains was nearly abol-
ished when no zinc was added to the LZM (Fig. 2A). Under low-
zinc conditions (25 WM ZnS0,), all C. dubliniensis strains harbor-
ing at least one intact CSR1 allele proliferated robustly and ata rate
virtually identical to the wild-type strain Wii284, whereas most
mutants lacking CSRI (the esrlA/A, csrlAA+ZRTIY, and
csr1AJA+PRATV strains) failed to adapt and grow in the low-zinc
medium (Fig. 2B). Only artificial overexpression of ZRT2 in the
csr]AJA mutant could largely phenocopy wild-type growth under
low-zine conditions (Fig. 2B).

Addition of 2,000 pM ZnSO, to the LZM rescued the growth
defect of all csrIA/A mutant strains (Fig. 2C). We concluded that
Csrl is a key regulator of C. dubliniensis for growth in environ-
ments with low zinc. While overexpression of neither ZRTI nor
PRAT in the esrIA/A background improved growth under condi-
tions of low zine, the ZRT2 overexpression mutant displayed in-
termediate growth in LZM plus 25 pM ZnSO,, which indicates
that this zinc transporter may play an important role under con-
ditions of low zinc.

The upregulation of CSRI and its target genes facilitates
adaption to low zinc. In 5. cerevisiae, more than 40 putative target
genes of Zap1 are known. All of these are regulated in response to
zinc levels and contain zinc-responsive elements (ZREs) to which
Zap1 binds (40). Additionally, C. albicans Csrl is known to con-
trol not only zinc homeostasis but also the hypha-associated gene
HWP1 under filament-inducing conditions (11} and during bio-
film formation (18). To determine whether selected homologs of
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these target genes are also zinc responsive in C. dubliniensis, the
transcription levels of genes encoding putative zinc transporters
(ZRTI to ZRT3), the zincophore gene PRAI, and the hypha-asso-
ciated gene HWP1 were analyzed by quantitative real-time PCR
(qRT-PCR). Cells were precultured for 24 h in LZM plus 2,000
WM ZnSO, before these LZM-adapted cells were shifted into LZM
without added zinc. This ensured that changes in gene expression
were solely due to zinc deficiency and not the medium per se. At
2,000 pM zinc in the preculture, the csrlA/A mutant strains pro-
liferated at wild-type levels (Fig. 2C). The relative gene expression
was normalized to TEF3, an established C. dubliniensis reference
gene used for Northern blot analyses (41).

In the wild-type strain Wii284, a 10-fold increase of CSR I
mRNA levels was observed within the first 4 h of starvation, re-
flecting the transcriptional response to the absence of external
zine. The transeript levels remained highly elevated until the end
of the experiment at 24 h (1,440 min) (Fig. 3A). This gives addi-
tional support to the presumptive key role for CSR1I in the upkeep
of zinc homeostasis. All ZRT genes were highly (=20x) upregu-
lated at 24 h. By 4 h, the expression of the putative low-affinity zinc
transporter ZRT2 and the vacuolar zinc exporter ZRT3 was in-
creased 37-fold and 7-fold, respectively. In contrast, ZRT1 (likely
encoding a high-affinity zinc transporter) transcript levels slightly
decreased within the first 4 h but reached a 125-fold upregulation
after 24 h compared to the zero time point. The transcript level of
PRAI reached its measured maximum after 24 h, where this zin-
cophore-encoding gene showed the highest transcript level of all
genes investigated in the wild-type strain,

Morphologically, no hypha formation was observed under
zinc limitation (data not shown), in agreement with a negligible
mRNA level of HWP1 atall time points (compared to TEF3) in the
wild type. As expected, no CSRI gene expression was measured in
the esr1A/A mutant, and in addition, transcript levels of the ZRT
genes and of PRAT were significantly decreased compared to those
in the wild type (Fig. 3B). The absolute amount of ZRTI tran-
scripts was mostly below the detection limit, showing its depen-
dency on Csrl during zine depletion. A slight increase was ob-
served for ZRT2, ZRT3, and PRAI mRNA levels after 24 h,
suggesting that their expression is regulated by other factors in
addition to Csrl. Reintroduction of one CSRI allele into the
csrIA/A mutant restored the overall expression pattern of CSR1 as
well as of the other zinc-responsive genes, although the transcript
amounts of ZRT3 and PRAI did not fully achieve the level of the
wild type (compared to TEF3) (Fig. 3C). Reintroduction of CSRI
hence largely restored the transcriptional response to zinc limita-
tion,

Morphology of C. dubliniensis is not coupled to CSR1. Pre-
viously, Kim et al. reported a filamentation defect for the C. albi-
cans esr1A/A mutant in serum-containing medium (11). To test
the possible relevance of C. dubliniensis Csrl for initiation of germ
tubes, the wild type, the csrIA/A mutant, and the revertant were
tested for germ tube induction in water with 10% serum or in
liquid spider medium at 37°C. Invariably, all strains formed
proper germ tubes under these filament-inducing conditions ( Fig.
4). In addition, germ tube formation was tested for the overex-
pressing strains ZRT1V%, ZRT2VF, PRAIVY, csrIA/A+ZRTIOY,
csrIAA+ZRT29F, and csrlAfA+ PRAICE, No difference relative
to the wild-type phenotype was detected in any strain (data not
shown). These results confirm the findings from our gene expres-
sion analysis of HWPI, and together they demonstrate that in C.
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FIG 2 Growth of wild-type and mutant strains depends on extracellular zinc levels. C. dubliniensis Wii284 and the csr1AJA, csrl AJA+CSRI, ZRTIE, sriA)
A+ZRTIV%, ZRT2V%, csr INIA+ZRT27%, PRATVY, and csr1AJA+PRA1Y strains were assayed for growth. Cells were prestarved in LZM0 for 24 h at 30°C, and
afterwards strains were grown in LZM without zinc (A) and with addition of 25 uM (B) or 2000 pM (C) ZnSO,. At the starting point, the optical density at 600

nm was adjusted to (.01, and changes were monitored every 15 min for 48 h.

dubliniensis, in contrast to C. albicans, hypha formation is not
regulated by Csr1 under all our investigated conditions.

The simultaneous deletion of two zinc transporter genes
TZNI and TZN2 in Neurospora crassa caused a growth defect
under zinc depletion conditions, and this double mutant strain
failed to exhibit conidiation (42). In this context, we tested pro-
duction of chlamydospores on Staib and rice agar under chlamy-
dospore-inducing conditions (see Fig, $3 in the supplemental ma-
terial}. All strains analyzed in this study were able to produce these
morphological structures in wild-type-like quality and quantity.

CSR1 is crucial for full virulence of C. dubliniensis in vivo. To
study the role of CSR1 during an infection with C. dubliniensis, we
used the embryonated chicken egg model (36). We compared the
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virulence of the C. dubliniensis wild type, the C. dubliniensis
esr]AJA mutants, and the respective complemented strains. To
allow a better estimate of C. dubliniensis’ virulence, we analyzed
the C. albicans wild-type strain SC5314 in parallel. C. albicans is
known to generally have a higher virulence than C. dubliniensis
(16), which was confirmed in our study. The average survival rate
7 days after C. albicans infections in ovo was 14%, whereas C.
dubliniensis infections were survived by 44% of the embryonated
eggs at the end of the experiment (Fig. 5). One of the independent
C. dubliniensis csr1A/A deletion mutants showed a significantly
decreased mortality rate (33%) versus the C. dubliniensis wild type
(56%) and both reconstituted strains (62% and 67%). The second
csrIA/A mutant (csrlA/AB) similarly exhibited a clear, but not
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FIG 3 qRT-PCR gene expression analysis of putative Csrl target genes in the wild-type strain Wii284 (A), the csr1A/A knockout strain (B), and the csr1 A/CSR1
revertant strain (C). The analyzed genes (CSR1, ZRT1, ZRT2, ZRT3, PRAI, and HWP1) are putatively regulated by Csrl. The cells were grown in LZM0 medium,
and RNA samples were taken directly after inoculation in LZM0 and 30 min, 240 min, and 1,440 min postinoculation. The bars represent the relative change in
expression normalized to expression of the housekeeping gene CATEF3, and the results are the means and standard deviations (SD) from two biological and three
technical replicates. The change in expression was significant (one-way analysis of variance [ANOVA], P < 0.05) within one strain (*) or compared to the
expression level in the csr]A/A knockout strain at the same sampling time point (#).

statistically significant, attenuated virulence with a mortality rate
of 46%. The reintegration of CSRI into the knockout strains re-
stored the virulence pattern of the wild type. These abservations
indicate an important role for CSR1 during in vive infections by C.
dubliniensis,

DISCUSSION

C. dubliniensis is an important emerging pathogen but is generally
considered less virulent than C. albicans (43, 44). While the two
fungi share many similarities, genetic, regulatory, and/or pheno-
typic differences must exist between them to explain this gap in
virulence potential (16). The very close evolutionary relationship
between C. dubliniensis and C. albicans can thus provide us with
important tools to investigate the genetic basis of virulence in
fungi.

One important aspect of host-pathogen interaction is the
struggle for micronutrients like iron and zinc (45). In this study,
we hence focused on the role of the transcriptional factor Csrl and
other putative zinc-responsive genes in zinc homeostasis of C.
dubliniensis. Between C. dubliniensis and C. albicans, the tran-
scriptional regulators CdCsrl and CaCsr1 share a high sequence
similarity. Both differ in the N-terminal zinc-responsive activa-
tion domains from their S. cerevisine homolog, the zinc-depen-
dent regulator Zap1 (46). Both Candida species lack AD1 and AD2
(11 and this study). In 5. cerevisige, AD1 binds multiple Zn(II)
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ions and is required for proper catalytic function (47). The ab-
sence of the ADs indicates differences in the structure of this zinc-
responsive regulator between 5. cerevisine and the Candida spe-
cies. In support of that, multiple zinc finger domains were
predicted in the C-terminal region of both CdCsr1 and CaCsrl,
which could allow zinc binding even in the absence of the ADs.
Two out of seven C,H, domains in both Csrl proteins were pre-
dicted with low confidence, and other authors thus describe only
five zinc finger domains in CaCsr1 (11, 48).

More than 270 genes are known to have lower transcription
levels in a C. albicans csr1 A/A mutant compared to the wild type
during biofilm formation (18). The largest differences in expres-
sion were found for the zinc homeostasis genes PRAI, CSRI,
ZRT2, and ZRTI1. Our data indicate that C. dubliniensis Csrl
shares these target genes with C. albicans, as all four genes were not
upregulated during zinc limitation in the csrIA/A knockout
strain.

In C. albicans, the csr1AJA mutant shows impaired growth un-
der zinc limitation (11, 18). We observed a similar growth defect
of the C. dubliniensis csrlAJA mutant. However, in C. albicans
csr1A/A, the overexpression of the zinc transporter genes ZRT1
and ZRT2 is known to improve growth of the mutant during zinc
depletion (18), while overexpression of ZRT1 or PRAT in C. dub-
liniensis csr1A/A did not lead to any phenotypic rescue. The arti-
ficial expression of this zinc transporter or the zinc scavenger pro-
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FIG 4 Filamentation of the wild-type strain Wii284, the csr/ A/A mutant, and
the csr!A/CSRI revertant in 10% (volivol) serum and spider medium. Cells
were grown overnight in YPD at 30°C and shifted to germ tube-inducing
medium for 4 h at 37°C. Germ tube induction was tested for Wii284 (A), the
csrlA/A mutant (B), and the csr1 A/CSR] strain (C) in water plus 10% serum
and liquid spider medium. Cell morphology was documented via differential
interference contrast microscopy. The bar represents 20 pm.

tein is evidently not sufficient to allow efficient zinc uptake by C.
dubliniensis, Possibly, CdZRT1 is generally less efficient in zinc
uptake than CaZRT]. Alternatively, both partners of the zinco-
phore uptake system are required in C. dubliniensis for zinc acqui-
sition. In C. albicans, zinc uptake can occur via a zincophore sys-
tem comprising both Pral to sequester extracellular zinc ions and
Zrtl to transport zinc into the fungal cell (25). Based on their close
genetic relationship, we expect a similar mechanism to be present
in C. dubliniensis. Possibly, C. albicans, but not C. dubliniensis, has
sufficient remaining transcriptional activation of PRAT and ZRT1
in the absence of CSR1 to compensate for growth defects during
artificial expression of only one reaction partner under low-zinc
conditions.

On the other hand, overexpression of ZRT2 in the C. dublini-
ensis csr]A/A mutant allowed growth under low-zinc conditions,
which hints at an important role for this transporter in such envi-
ronments. In S, cerevisiae, Zrtl is known to be the high-affinity
extracellular zinc transporter (21). Comparisons of the ScZrtl
protein with the C. dubliniensis proteome revealed a higher simi-
larity with CdZrt2 (43% identities and 59% positives) than with
CdZrtl (27%/48%), in agreement with a recent report showing a
rather distant relationship between ScZrtl and its homologous
proteins in several Candida species (49). Furthermore, regulatory
ZREs were not detected in the promoter sequence of the two Can-
dida species, which points to differences in the transcriptional
regulation between Candida spp. and 5. cerevisiae. Therefore, we
hypothesize Zrt2, rather than Zrtl, to be the high-affinity zinc
transporter in C. dubliniensis.
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FIG 5 Virulence of the wild-type strain Wii284, the csr] A/A mutant, and the
csr] A/CSRI revertant in infected chicken embryos. Survival after infection is
depicted as Kaplan-Meyer plots. There were 20 chicken embryos per group per
experiment, and the combined results of two independent experiments are
shown. The mutant csriIA/AA exhibited significantly attenuated virulence
(P = 0.01) compared with the wild type and the reconstituted mutant csr1 A/
CSRIA, as calculated by the log-rank {Mantel-Cox) test.

The zinc transporters Zrtl and Zrt2 of C. dubliniensis exhibit
only 30% amino acid sequence identity, suggesting nonredundant
functions. Eide showed that in S. cerevisiae, the regulation of ZRT1
and ZAPI transcription differs from that of ZRT2, with the first
two being downregulated at higher zinc concentrations (50). This
indicates, for baker’s yeast, the presence of both a high-affinity
zinc uptake system, comprising the regulator Zap1 and the trans-
porter Zrtl, and a low-affinity zinc uptake system mediated by
Zr12 (20). Here, we measured the expression levels of putative
zinc-responsive genes in a C. dubliniensis csr1A/A mutant and
noticed a strong dependency of ZRTI on CSRI.

Overall, data on ZRT2 gene expression in S. cerevisiae are con-
tradictory. Bird et al. showed a peak in ZRT2 mRNA accumulation
at 300 to 1,000 pM zinc (39). In a different study, a p-galactosi-
dase activity assay demonstrated ZRT2 promoter activity under
low-zinc conditions, which was reduced under conditions of in-
creased zinc abundance (250 wM or more) (46). In our experi-
ments, we observed a strong upregulation of C. dubliniensis ZRT2
during zinc depletion. ZRT2 transcription is hence in agreement
with a role for Zrt2 as a high-affinity zinc transporter in C. dub-
liniensis.

A detailed study on the structural basis of the transcriptional
regulation of ZRT2in S. cerevisiae revealed that one of three ZREs
(ZRE3) is located inside the promoter region. Zinc deprivation
results in repressional binding of Zap1 to ZRE3, which inhibits the
initiation of ZRT2 transcription (39). As we observed a significant
upregulation of ZRT2 in the absence of zinc, promoter regions of
ZRT2in both Candida species were aligned with sequences from §.
cerevisiae. The lack of the repressing ZRE3 domain in Candida
species supports our finding that ZRT2 was upregulated during
zinc limitation. These differences in the promoter sequence seem
to be clade specific, as Bird et al. reported a conserved ZRT2 pro-
moter region for different Saccharomyces species (39).

Furthermore, Eide suggested an at least partial independency
of ZRT2 transcription from Zapl in S. cerevisine (50). We ob-
served the same phenomenon in C. dubliniensis with a delayed and
reduced but measurable upregulation of ZRT2 even in the csrTA/A
background. Interestingly, in addition to ZRT2, ZRT3 and PRAI
also remained responsive to zinc starvation in a csr1 A/A deletion
mutant. Hence, additional factors besides Csr1 likely contribute to
expression of zinc-responsive genes in C. dubliniensis. Finally, it is
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known that ZRTI and PRA share the same intergenic promoter
region in C. albicans, which allows efficient zinc assimilation by
their coregulation (25). The synteny of this PRAI-ZRTI locus is
conserved in C. dubliniensis, and we detected largely synchronous
shifts in gene expression during zinc starvation as long as CSR1I
was present.

S. cerevisiae stores zinc intracellularly under zinc-replete con-
ditions via the vacuolar importer Zrcl. Under conditions of low
extracellular zinc availability, this intracellular storage is accessed
via the vacuolar zinc exporter Zrt3 (51). We observed a clear up-
regulation of ZRT3 in C. dubliniensis within 4 h of zinc starvation.
Likely, the cells had filled their vacuolar storage during the adap-
tion phase in 2,000 wM zine, which was then used to maintain zinc
homeostasis under starvation. We found ZRT3 upregulation to be
dependent on Csrl, as ZRT3 expression never exceeded the initial
levels in the esr1AJA mutant. This is in agreement with the Zapl-
mediated upregulation of ZRT3 in S, cerevisiae (51).

A highly interesting aspect of Candida pathobiclogy is that
human infections with C. dubliniensis occur much less frequently
than those with C. albicans. C. dubliniensis is also far less able to
disseminate into the kidney and liver in oral-intragastrically in-
fected mice. Histological analyses of these organs revealed that C.
dubliniensis remained as yeast cells in vivo, whereas C. albicans
formed true hyphae and caused major tissue damage (17). Due to
their potential role as a pathogenicity factor differentiating C. al-
bicans and C. dubliniensis, we characterized the ability of a C. dub-
liniensis csrIA/A deletion mutant to produce hyphae in vitro.

A filamentation defect has been observed for the C. albicans
csr]AJA deletion mutant in inducing medium, accompanied by
impaired gene expression of the hypha-associated HWPI gene
(11). Similar hypha formation defects were observed in in vitro-
grown biofilms and in vive using a rat intravenous catheter model
(18). In the same study, expression of hypha-associated genes like
HYRI, HWPI, IHD1, and RBT1 were found to be positively regu-
lated by Csr1, while the yeast-specific YWPI was downregulated in
a C. albicans wild-type biofilm (18).

Therefore, we investigated the capacity of C. dubliniensis
csr1A/A to induce germ tubes and found no differences relative to
the wild-type strain. Hence, in contrast to C. albicans, hypha in-
duction is not coupled to the zine-responsive transcription factor
Csrl in C. dubliniensis. This constitutes a species-specific pheno-
type which may help to explain the different in vivo morphologies
of the two fungi. In fact, one of the main differentiation criteria
between C. dubliniensis and C. albicans is the differences in regu-
lation of true hypha formation (52). Compared to the common
ancestor, C. dubliniensis underwent reductive evolution and pseu-
dogenization, which affected several virulence factors, including
genes known to be hypha associated in C. albicans. This includes
the disappearance of members of the SAP gene family, ALS3 and
HYRI, and a strong divergence in the HWPI gene, among others
(53). Interestingly, the latter two are also targets of Csrl in C.
albicans (18}, which might contribute to the filamentation defect
in the absence of CSR1. This offers a possible explanation for the
filamentation of C. dubliniensis even with a csr1 A/A background.
Interestingly, a C. albicans csr1 AJA mutant was also shown to pro-
duce less of the quorum-sensing molecule farnesol during biofilm
formation (19). As farnesol is also able to block hypha formation
in C. dubliniensis (54), our data hint at possible species-specific
differences in the relation of CdCsrl and CaCsr1 to farnesol pro-
duction and/or detection.
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A supply of micronutrients like zinc is essential for a microbial
pathogen to survive and disseminate during an infection. Previous
studies have shown that orthologs of Csr1 are essential for patho-
genicity of different fungal pathogens: A murine infection with
zapl and zafA knockout strains resulted in milder forms of cryp-
tococcosis and aspergillosis, respectively (48, 55). Very recently,
the effect of a C. albicans csr1AJ/A deletion on virulence in mice
and the associated transcriptome changes were assayed (27). In
the present work, we used the embryonated egg infection model
(36) for the first time to examine the virulence of wild type and
mutant C. dubliniensis. This alternative infection model reflected
the species-specific differences in virulence observed in human
infections with C. albicans and C. dubliniensis. The survival rate of
chicken embryos infected with C. dubliniensis Wii284 (44%) was
more than three times higher than after infection with C. albicans
SC5314 (14%) and paralleled previously published data on mu-
rine infections (68% versus 19% survival) (56).

The attenuated virulence of the C. dubliniensis csr1 A/A strains
is of special interest, as hypha formation was still intact in virro,
and these results thus hint at an important role for zinc homeo-
stasis during C. dubliniensis infections. This is also in agreement
with data for CSR1 in C. albicans obtained by infection experi-
ments in mice, where csrIA/A cells were strongly depleted in in-
fected kidneys (26, 27). However, in C. albicans, a lack of filamen-
tation by the CSRI mutation may have played an additional or
even dominant role besides the defect in zinc supply, although the
C. albicans esr1A/A mutant showed no reduction in hypha-asso-
ciated gene expression during kidney invasion (27). Likely, im-
portant differences exist in hypha-related gene regulation by
CdCsrl and CaCsrl (Zapl) in vitro and in vive. Thus, our data
provide an important hint at an independent contribution of the
zinc supply to the success of fungal infection. Interestingly, the few
virulence-associated genes veritied in C. dubliniensis are generally
associated with hypha formation, e.g., via calcineurin signaling
(57) or telomere-associated open reading frames (ORFs) (58).
Csrl, in contrast, seems be a virulence factor that is not mandato-
rily linked to a global filamentation defect,

In conclusion, we found that zinc homeostasis regulation by
Csrl seems to be generally conserved among C. dubliniensis, C.
albicans, and S, cerevisiae, although there are important differ-
ences, especially with regard to its role in hypha formation. Fur-
thermore, we identified Csrl as a virulence factor in C. dublinien-
sis, which underlines the general relevance of micronutrient
supply during fungal infections.

ACKNOWLEDGMENTS

This study was supported by Deutsche Forschungsgemeinschaft (DFG)
grant STA 1147/1-1 and by the Hans-Knall-Institute. This work was sup-
ported by the German Federal Ministry of Education and Health (BMBF)
Germany, FKZ, 01EO1002, Integrated Research and Treatment Center,
Center for Sepsis Control and Care (CSCC).

We thank Volha Skrahina and Daniela Schulz for technical assistance
and advice and Duncan Wilson for stimulating discussions and his intel-
lectual input.

REFERENCES

1. Sharma A, Patni B, Shankhdhar D, Shankhdhar SC. 2013, Zinc—an
indispensable micronutrient. Physiol Mol Biol Plants 19:11-20, http://dx
,dn]',nrg)‘l(l,l(l[]?k]2293-(!12-(!139—1

2. Andreini C, Banci L, Bertini I, Rosato A. 2006. Zinc through the three
domains of life. | Proteome Res 5:3173-3178. http://dx.doiorg/10.1021
Ipri603699.

July 2015 Volume 14 Number 7



-

=

e

July 2015 Volume 14 Number 7

Manuskript 1: Die Funktion von Csrl in C. dubliniensis

. Arora G, Sajid A, Arulanandh MD, Misra R, Singhal A, Kumar S, Singh
LK, Mattoo AR, Raj R, Maiti §, Basu-Modak §, Singh Y. 2013. Zinc
regulates the activity of kinase-phosphatase pair (BasPrkCi/BasPrpC) in Ba-
cillus anthracis. Biometals 26:715-730. http://dx.doi.org/10.1007/s10534
-013-9646-y,

. Frohner IE, Bourgeois C, Yatsyk K, Majer O, Kuchler K. 2009, Candida
albicans cell surface superoxide dismutases degrade host-derived reactive
oxygen species to escape innate immune surveillance. Mol Microbiol 71:
240-252. http:/fdx.dororg/10.1111/].1365-2958.2008.06528.x.

. Martchenko M, Alarco AM, Harcus D, Whiteway M. 2004. Superoxide
dismutases in Candida albicans: transcriptional regulation and functional
characterization of the hyphal-induced SODS gene. Mol Biol Cell 15:456—
467. http://dx.dotorg/10.1091/mbe.E03-03-0179.

. Fradin C, De Groot P, MacCallum D, Schaller M, Klis F, Odds FC,
Hube B. 2005. Granulocytes govern the transcriptional response, mor-
phelogy and proliferation of Candida albicans in human blood. Mol Mi-
crobiol 56:397-415. http://dx.dot.org/10.1111/).1365-2958.2005.04557.x.

. Kehl-Fie TE, Skaar EP. 2010. Nutritional immunity beyond iron: a role
for manganese and zinc, Curr Opin Chem Biol 14:218-224. http://dx.doi
org/10.1016/j.cbpa.2009.11.008,

. Wilson D, Citiulo F, Hube B. 2012. Zinc exploitation by pathogenic
fungi. PLoS Pathog 8:e1003034. hitp://dx.doi.org/10.137 1/journal.ppat
1003034,

. Porcheron G, Garenaux A, Proulx ], Sabri M, Dozois CM. 2013. Iron,
coppert, zing, and manganese transport and regulation in pathogenic En-
terobacteria: correlations between strains, site of infection and the relative
importance of the different metal transport systems for virnlence. Front
Cell Infect Microbiol 3:90, http://dx.doi.org(10.3389/fcimb.2013.00090.

. Ammendola 8, Pasquali P, Pistoia C, Petrucci P, Petrarca P, Rotilio G,
Battistoni A. 2007. High-affinity Zn2+ uptake system ZnuABC is re-
quired for bacterial zinc homeostasis in intracellular environments and
contributes to the virulence of Salmonella enterica, Infect Immun 75:
5867-5876. http:/fdx.doi.org/10.1128/IA1.00559-07.

. Kim M]J, Kil M, Jung JH, Kim J. 2008, Roles of zinc-responsive tran-
scription factor Csrl in filamentous growth of the pathogenic yeast Can-
dida albicans. ] Microbiol Biotechnol 18:242-247,

. Wisplinghoff H, Bischoff T, Tallent SM, Seifert H, Wenzel RP, Edmond
MB. 2004. Nosocomial bloodstream infections in US hospitals: analysis of
24,179 cases from a prospective nationwide surveillance study. Clin Infect
Dis 39:309-317, http://dx.doi.org/ 10.1086/421946,

. 0dds FC, Hanson MF, Davidson AD, Jacobsen MD, Wright P, Whyte
JA, Gow NA, Jones BL. 2007. One year prospective survey of Candida
bloodstream infections in Scotland. | Med Microbiol 56:1066-1075. http:

Htdx.doi.org/10.1099/jmm.0.47239-0.

. Giri §, Kindo AL 2012, A review of Candida species causing blood stream
infection. Indian | Med Microbiol 30:270-278. http://dx.doi.org/10.4103
/0255-D857.99484.

. Koga-Ito CY, Komiyama EY, Martins CA, Vasconcellos TC, Jorge AO,
Carvalho YR, do Prado RF, Balducci 1. 2011, Experimental systemic
virulence of oral Candida dubliniensis isolates in comparison with Can-
dida albicans, Candida tropicalis and Candida krusei. Mycoses 54:e278 -
285, http://dx.dol.org/10.1111/].1439-0507.2010.01899.x.

. Moran GP, Coleman DC, Sullivan DJ. 2012. Candida albicans versus
Candida dubliniensis: why is C. albicans more pathogenic? Int ] Microbiol
2012:205921. httpy//dx.doi.org/10.1155/2012/205921.

. Stokes C, Moran GP, Spiering M], Cole GT, Coleman DC, Sullivan DJ.
2007, Lower filamentation rates of Candida dubliniensis contribute 1o s
lower virulence in comparison with Candida albicans. Fungal Genet Biol
44:920-931. http://dx.doi.org/10.1016/1.fgb.2006.11.014.

. Nobile CJ, Nett JE, Hernday AD, Homann OR, Deneault ]S, Nantel A,
Andes DR, Johnson AD, Mitchell AP. 2009, Biofilm matrix regulation by
Candida allicans Zapl. PLoS Biol 7:¢1000133. http://dx.doLorg/10.1371
/journal.pbio. 1000133,

. Ganguly §, Bishop AC, Xu W, Ghosh S, Nickerson KW, Lanni F,
Patton-Vogt J, Mitchell AP, 2011, Zap1 control of cell-cell signaling in
Candida allicans biofilms. Eukaryot Cell 10:1448—1454. http://dx.dotorg
/101 128/EC.05196-11.

. Zhao H, Eide D. 1996. The ZRT2 gene encodes the low affinity zinc
transporter in Saccharontyces cerevisiae. | Biol Chem 271:23203-23210.
httpe/fdx.doi.org/ 10.1074/jbe.271.38.23203,

. Zhao H, Eide D. 1996, The yeast ZRTI gene encodes the zinc transporter
protein of a high-affinity uptake system induced by zinc limitation. Proc

22,

23,

24,

25.

26.

27,

29,

30.

31,

33.

34,

35.

36.

37,

38,

30,

40.

Eukaryotic Cell

Zinc Homeostasis in C. dubliniensis

Natl Acad Sci U S A 93:2454-2458, http://dx.doi.org/10.1073/pnas.93.6
2454,

Zhao H, Eide DJ. 1997, Zaplp, a metalloregulatory protein involved in
zinc-responsive transcriptional regulation in Saccharomyces cerevisiae.
Mol Cell Biol 17:5044 -5052.

Vicentefranqueira R, Moreno MA, Leal F, Calera JA. 2005. The zrfA and
zrfB genes of Aspergillus fumigatus encode the zinc transporter proteins of
a zinc uptake system induced in an acid, zinc-depleted environment. Eu-
karyot Cell 4:837- 848, httpy//dx.doi.org/10.1128/EC.4.5.837-848.2005.
Boch A, Trampczynska A, Simm C, Taudte N, Kramer U, Clemens §.
2008. Loss of Zhf and the tightly regulated zinc-uptake system SpZrt1 in
Schizasaccharamyces pombe reveals the delicacy of cellular zinc balance.
FEMS Yeast Res 8:883-896. http://dx.doi.org/10.1111/j.1567-1364. 2008
004145,

Citiulo F, Jacobsen ID, Miramon P, Schild L, Brunke §, Zipfel P, Brock
M, Hube B, Wilson D. 2012. Candida albicans scavenges host zinc via
Pral during endothelial invasion. PLoS Pathog 8:¢1002777. http://dx.doi
.org/10.1371 fjournal. ppat. 1002777,

Noble SM, French S, Kohn LA, Chen V, Johnson AD. 2010. Systematic
screens of a Candida albicans homozygous deletion library decouple mor-
phogenetic switching and pathogenicity, Nat Genet 42:590-598, http://dx
.doi.org/10.1038/ng.603.

Xu W, Solis NV, Ehrlich RL, Woolford CA, Filler SG, Mitchell AP.
2015, Activation and alliance of regulatory pathways in C, allicans during
mammalian infection. PLoS Biol 13:¢1002076, http:/idx.doi.org/10.1371
fournal.pbio, 1002076,

. Staib F, Arasteh K. 2001, Chlamydospore formation on Staib agar, Ob-

servations made before Candida dubliniensis was described. Mycoses 44:
23-27.

Hennicke F, Grumbt M, Lermann U, Ueberschaar N, Palige K, Bittcher
B, Jacobsen ID, Staib C, Morschhiuser ], Monod M, Hube B, Hertweck
C, Staib P. 2013, Factors supporting cysteine tolerance and sulfite pro-
duction in Candida albicans. Eukaryot Cell 12:604 - 613, http://dx.doi.org
/10.1128/EC.00336-12.

Staib P, Lermann U, Blass-Warmuth ], Degel B, Wurzner R, Monod M,
Schirmeister T, Morschhiuser J. 2008. Tetracycline-inducible expression
of individual secreted aspartic proteases in Candida albicans allows isoen-
zyme-specific inhibitor screening. Antimicrob Agents Chemother 52:
146156, http//dx.doi.org/10.1128/ AAC.01072-07.

Svobodova E, Staib P, Losse ], Hennicke F, Barz D, Jozsi M. 2012,
Differential interaction of the two related fungal species Candida albicans
and Candida dubliniensis with human neutrophils. | Immunol 189:2502—
2511. hrtp://dx.doi.org/10.4049/jimmunel. 1200185,

. Kohler GA, White TC, Agabian N. 1997, Overexpression ofa cloned IMP

dehydrogenase gene of Candida albicans confers resistance to the specific
inhibitor mycophenelic acid. | Bacteriol 179:2331-2338.

Reuss O, Vik A, Kolter R, Morschhiuser ]. 2004. The SAT1 flipper, an
optimized tool for gene disruption in Candida albicans. Gene 341:119—
127. http://dx.doi.org/10,1016/j.gene.2004,06,021.

Schultz J, Milpetz F, Bork P, Ponting CP. 1998, SMART, a simple
modular architecture research tool: identification of signaling domains.
Proc Natl Acad S5ci U § A 95:5857-5864. httpu/fdx.dororg/10.1073/pnas
.95.11.5857.

Erb I, Gonzalez-Vallinas JR, Bussotti G, Blanco E, Eyras E, Notredame
C. 2012. Use of ChIP-Seq data for the design of a multiple promoter-
alignment method. Nucleic Acids Res 40:¢52, http://dx.doi.org/10.1093
fnar/gkr]292.

Jacobsen 1D, Grosse K, Berndt A, Hube B. 201 1. Pathogenesis of Can-
dida albicans infections in the alternative chorio-allantoic membrane
chicken embryo model resembles systemic murine infections. PLoS One
6:e19741. http://dx.doi.org(10.1371/journal.pone.0019741.

Letunic I, Doerks T, Bork P. 2012, SMART 7: recent updates to the
protein domain annotation resource. Nucleic Acids Res 40:D302-D305.
http://dx.doi.org/10.1093/nar/ghkr931.

Bird AJ, Zhao H, Luo H, Jensen LT, Srinivasan C, Evans-Galea M,
Winge DR, Eide DJ. 2000. A dual role for zinc fingers in both DNA
binding and zinc sensing by the Zap1 transcriptional activator. EMBO |
19:3704 3713, hetpe//dx.doi.org/10.1093/emboj/19.14.3704,

Bird AJ, Blankman E, Stillman D], Eide DJ, Winge DR. 2004. The Zapl
transcriptional activator also acts as a repressor by binding downstream of
the TATA box in ZRT2. EMBO ] 23:1123-1132, http://dx.doi.org/10.1038
fsj.emboj. 7600122,

Lyons T1, Gasch AP, Gaither LA, Botstein D, Brown PO, Eide DJ. 2000.

ecasmorg 669



Battcher et al.

41.

42,

43,

w

4.

45,

o

46,

47,

=

48,

49.

670 ecasm.org

Genome-wide characterization of the Zaplp zinc-responsive regulon in
veast. Proc Natl Acad Sci U 5 A 97:7957-7962, httpi/idx.doi.org/10.1073
fpnas97.14.7957.

Moran GP, Sanglard D, Donnelly $M, Shanley DB, Sullivan D], Cole-
man DC. 1998, Identification and expression of multidrug transporters
responsible for fluconazole resistance in Candida dubliniensis, Antimicrob
Agents Chemother 42:1819—1830.

Kiranmayi P, Tiwari A, Sagar KP, Haritha A, Maruthi Mohan P, 2009.
Functional characterization of #znl and tzn2-zinc transporter genes in
Neurospora crassa. Biometals 22:411-420. httpiidx.donorg/10.1007
/s10534-008-9177-0.

Sullivan D], Moran GP, Pinjon E, Al-Mosaid A, Stokes C, Vaughan C,
Coleman DC. 2004. Comparison of the epidemiology, drug resistance
mechanisms, and virulence of Candida dubliniensis and Candida albicans.
FEMS Yeast Res 4:369-376. httpe//dx.doi.org/10.1016/51567-1356(03)
00240-X.

Sullivan D], Moran GP, Coleman DC. 2005, Candida dubliniensis: ten
years on. FEMS Microbiol Lett 253:9-17. httpa//dx.doi.org/10.1016/
femsle.2005.09.015,

Hood MI, Skaar EP. 2012. Nutritional immunity: transition metals at the
pathogen-host interface. Nat Rev Microbiol 10:525-537. http://dx.doi.org
S10.1038/nrmicro2836,

Zhao H, Butler E, Rodgers J, Spizzo T, Duesterhoeft 5, Eide D, 1998,
Regulation of zine homeostasis in yeast by binding of the ZAPI transcrip-
tional activator to zinc-responsive promoter elements. | Biol Chem 273:
28713-28720. http://dx.donorg/10.1074/jbe.273.44.287 13,

Herbig A, Bird AJ, Swierczek S, McCall K, Mooney M, Wu CY, Winge
DR, Eide DJ. 2005, Zapl activation domain | and its role in controlling
gene expression in response to cellular zine status, Mol Microbiol 57:834—
846. httpr//dx.doLorg/10.1111/).1365-2958.2005.04734.x.

Schneider Rde O, Fogaca Nde S, Kmetzsch L, Schrank A, Vainstein
MH, Staats CC. 2012, Zap! regulates zinc homeostasis and modulates
virulence in Crypiococcus gattii. PLoS One 7:e43773. http://dx.doiorg/ 10
1371 /fjournal.pone. 0043773,

Wilson D. 5 February 2015, An evolutionary perspective on zinc up-
take by human fungal pathogens. Metallomics httpi//dx.doi.org/10
1039/ c4mt00331d.

. Eide DJ. 2003, Multiple regulatory mechanisms maintain zine homeosta-

sis in Saccharomyces cerevisine, | Nutr 133:15325-15355,

. MacDiarmid CW, Gaither LA, Eide D, 2000, Zinc transporters that

regulate vacuolar zinc storage in Saccharomyces cerevisiae. EMBO | 19:
2845-2855. http://dx.doi.org/10.1093/emboj/ 19.12.2845.

Eukaryotic Cell

Manuskript 1: Die Funktion von Csrl in C. dubliniensis

. O’Connor L, Caplice N, Coleman DC, Sullivan D], Moran GP. 2010.

Differential filamentation of Candida albicans and Candida dubliniensis is
governed by nutrient regulation of UME6 expression. Eukaryot Cell
9:1383-1397. http://dx.doi.org/10.1128/EC.00042-10.

. Jackson AP, Gamble JA, Yeomans T, Moran GP, Saunders D, Harris D,

Aslett M, Barrell JF, Butler G, Citiulo F, Coleman DC, de Groot PW,
Goodwin TJ, Quail MA, McQuillan ], Munro CA, Pain A, Poulter RT,
Rajandream MA, Renauld H, Spiering MJ, Tivey A, Gow NA, Barrell B,
Sullivan DJ, Berriman M. 2009. Comparative genomics of the fungal
pathogens Candida dubliniensis and Candida albicans. Genome Res 19:
2231-2244, hups/fdx.doi.org/10.1101/gr.097501.109,

. Henriques M, Martins M, Azeredo J, Oliveira R. 2007. Effect of farnesol

on Candida dubliniensis morphogenesis. Lett Appl Microbiol 44:199-205.
http:/fdx.doi.org/10.1111/].1472-765X.2006.02044.x,

. Moreno MA, Ibrahim-Granet O, Vicentefranqueira R, Amich J, Ave P,

Leal F, Latge JP, Calera JA, 2007. The regulation of zinc homeostasis by
the ZafA transcriptional activator is essential for Aspergillus fumigatus vir-
ulence. Mol Microbiol 64:1182-1197. http://dx.doiorg/10.1111/1.1365
-2958.2007.05726.x.

56. Vilela MM, Kamei K, Sano A, Tanaka R, Uno ], Takahashi I, Ito ],

Yarita K, Miyaji M. 2002. Pathogenicity and virulence of Candida dub-
liniensis: comparison with C. albicans. Med Mycol 40:249-257. http://dx
.dotorg/10,1080/mmy.40.3.249.257.

. Chen YL, Brand A, Morrison EL, Silao FG, Bigol UG, Malbas FF, Jr,

Nett JE, Andes DR, Solis NV, Filler SG, Averette A, Heitman J, 2011,
Calcineurin controls drug tolerance, hyphal growth, and virulence in Can-
dida dubliniensis. Eukaryot Cell 10:803-819. http://dx.doLorg/10.1128
JEC.O0310-10.

. Haran ], Boyle H, Hokamp K, Yeomans T, Liu Z, Church M, Fleming

AB, Anderson MZ, Berman J, Myers LC, Sullivan D], Moran GP. 2014.
Telomeric ORFs (TLOs) in Candida spp. encode mediator subunits that
regulate distinet virulence traits, PLo3 Genet 10:e1004658. http://dx.doi
.0rg/10.1371/journal.pgen. 1004658,

59. Gillum AM, Tsay EY, Kirsch DR. 1984. Isolation of the Candida albicans

gene for orotidine-5'-phosphate decarboxylase by complementation of 5.
cerevisiqe wra3 and E. coli pyrF mutations. Mol Gen Genet 198:179-182.
hup:/fdx.doi.org/10.1007/BF00328721.

. Morschhiiuser J, Ruhnke M, Michel §, Hacker J. 1999. Identification of

CARE-2-negative Candida albicans isolates as Candida dubliniensis. My-
coses 42:29-32. hitpy//dx.doi.org/10.1046/1.1439-0507.1999.00259.x.

July 2015 Velume 14 Number 7



Manuskript 2: Chlamydosporen-spezifische Marker

4.2 Manuskript 2: Chlamydosporen-spezifische Marker

»Global Transcriptome Sequencing Identifies Chlamydospore Specific Markers in Candida
albicans and Candida dubliniensis.“ [151]

Katja Palige, Jorg Linde, Ronny Martin, Bettina Béttcher, Francesco Citiulo, Derek J. Sullivan,
Johann Weber, Claudia Staib, Steffen Rupp, Bernhard Hube, Joachim Morschhéuser, Peter Staib
Veroffentlichtes Manuskript (gedruckt am 15.04.2013):

PLOS One. April 2013 8(4): €61940. doi:10.1371/journal.pone.0061940.

Inhaltsangabe

Candida albicans und C. dubliniensis sind die einzigen Vertreter der Gattung Candida, die in einem
bisher wenig verstandenen Prozess Chlamydosporen produzieren konnen. In dieser Studie wurden die
transkriptionellen Verdnderungen analysiert, die mit der Bildung dieser dickwandigen Zelltypen
einhergehen. Dazu wurden zwei chlamydoporenproduzierende Stimme — der C. dubliniensis-Wildtyp
und eine nrgld/A-Deletionsmutante von C. albicans — mit dem nichtsporulierenden C. albicans-
Wildtyp per RNA-Sequenzierungsanalysen verglichen. Es wurde eine Reihe chlamysporenassoziierter
Gene identifiziert, die grofitenteils flir strukturelle Komponenten der Sporenzellwand kodieren. Die
zwei transkriptionell am meisten prasenten Gene CSP/ und CSP2 wurden als fluoreszierende GFP-
Translationsfusionsproteine in C. albicans und C. dubliniensis exprimiert, die dann spezifisch in
Chlamydosporen lokalisiert vorgefunden wurden. Neben den Erkenntnissen zur genetischen Basis der
Chlamydosporulation werden diese neuartigen Chlamydosporen-Reporterstimme zukiinftigen

Analysen von putativen Sporulationsereignissen unter in vitro- und in vivo-Bedingungen dienen.

Eigenanteil
Bettina Bottcher hat 50% der GFP-Reporterstimme konstruiert, deren Genotypen mittels Southern
Blot-Analysen {iberpriift und die Transformanten fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Des Weiteren
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Abstract

Candida albicans and Candida dubliniensis are pathogenic fungi that are highly related but differ in virulence and in some
phenatypic traits. During in vitro growth on certain nutrient-poor media, C albicans and C. dubliniensis are the only yeast
species which are able to produce chlamydosperes, large thick-walled cells of unknown function. Interestingly, only C
dubliniensis forms pseudohyphae with abundant chlamydospores when grown on Staib medium, while C. albicans grows
exclusively as a budding yeast. In order to further our understanding of chlamydospore development and assembly, we
compared the global transcriptional profile of both species during growth in liguid Staib medium by RNA sequencing. We
also included a C albicans mutant in our study which lacks the morphogenetic transcriptional repressor Nrg1, This strain,
which is characterized by its constitutive pseudchyphal growth, specifically produces masses of chlamydospores in Staib
medium, similar to C. dubliniensis. This comparative approach identified a set of putatively chlamydospore-related genes.
Two of the homologous C, albicans and C. dubliniensis genes (C5P1 and CSP2) which were most strongly upregulated during
chlamydospore development were analysed in more detail. By use of the green fluorescent protein as a reporter, the
encoded putative cell wall related proteins were found to exclusively localize to C albicans and C dubliniensis
chlamydospores, Our findings uncover the first chlamydospore specific markers in Candida species and provide novel
insights in the complex morphogenetic development of these important fungal pathogens.
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Introduction spores for species identilication, even today, the biological funetion
of these entities remains enigmatic [5,7]. No role for chlamydo-
spores hag vet been identified in che life cyele of the microorg:
ar in fi

The pathogenic veast Candida albivans vepresents the clinically
most important member of the genus Candide [1]. Although €
afbeeans 15 2 harmless member of the normal microflova in healthy
people, the species can cause  life-threatening,  disseminated
nfections in immunocompromised patients [2]. In medical ronane
diagnosis, £ afbicans has been differentiated for a long dme from specific genes and regulatory pathway: wed
other yeast-like fungi by a species-specific, morphogenetic since the divergence of €. albicans and € dubliniensis approximarely
characteristic, L. the formation of chlamydospores. These large, 210 millio
thick=walled, spherical cells are produced by €0 alberans on specific
nutrient-poor media such as rice-extract or corn meal agar a
room femperature, typica
pseudohyphae [2,3,4,5,6

anisim
wal survival in the environment or in pathogeniciy.
Although readily inducible @ s, chlamydospores have only
rarcly been observed o oo [8.9]. Chlamyvdospore formation
would appear w0 be a complex process that undoubtedly requires

that have been

vears ago. The question therelore remains why have
species retained the capacity o produce these complex and
al structures and what exactly is their purpose in the Condide
life cvele?

¢ from suspensor cells at the end of
Despite the importance of chlamydo-
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In contrast ta hyphae formation, the program of chlamydospore
development has only been stuchied poorly at the molecular level
(for review see [53]). Some of the siznaling pathways which control
byphae formation in (€ albicars were also found o nfluence
chlamydospore development, c.g. those invelving wanscriptional
regulators Efgl and Nrgl, or the stress-actvaied protein kinase
Hogl [10,11,12]. Other genes, which are likely implicated in
chlamydospore formation have also heen identificd, for example
by sereening libraries of deletion mutanis or by testing individual
knock-out strains for their ability o efficientdy develop these
morphological struciures [15,14], However, so far no protcins
have been identified which are specifically localized 1o chlamydo-
spores, Such markers would be useful in the sdy of the
morphogenetic development of these cellular entities, and would
facilitate  the differentiation  of chlamydospores  from  other
morphological growth forms.

Molecular analysis of chlamydospores has received increasing
attention since the description of a new Candida species in 1915, €
dubliniensis, €. dubliniensis is closely related to € albirans and displays
many phenotypic characierisiics that were assumed o be specific
for . albicans, including the ability to form tue hyphae and
chlamydospores [15,16,17]. Intriguingly, however, only €. dubli-
nieniis was found 1o produce pseudohyphac and chlamydespores
on Staib agar (swn, Geizetie afssivica oreatinine agar), where €
albeeans grows as a budding yeast [18]. This species-specific
characteristic was shown to be governed by a  differential
expression of the gene encoding the hyphal repressor Nrgl in
the two species. A € albicans knock-out mutant in the NRGT gene,
which is known for its constitutive pseudohyphal growil [19.20],
prodduces chlamydospores specifically on Staib agar, similar o €
dublintensis [12].

In the present stady, we set out o identify chlanydospore
specific markers in Condide. As a method, we investigated for the
first time genome wide expression patterns in Candida species
during chlamydospore development. In detail, global transerip-
tomes of O, albias and O debfomess wild-type strains as well as
the 0 afbivars w A mutant were monitored by RNA sequencing
during growth in Staib medium, The comparison of the detected
prafiles allowed the identification of a set of highly expressed genes
specifically related o chlamydospore development. For selected
candidates, which code for putative cell wall proweins, the
chlamydospore specific expression and the exclusive localization
of the encoded proteins o chlamydospores was demonstrated by
green (uorescent protein (GFP) [usion strains.

Materials and Methods

Strains and growth conditions

2. albicans and . dubfnmsis strains used in this work are listed in
Table 1. Strains were routinely propagated on YPDY agar (20 g
peptone, 10 g yeast extract, 20 g glucose, 15 g agar per litre) at
0°C and stored as frozen stocks in liguid YPD mediom with 15%
(w/v) glyeerol ar —M°C, Chlamydospore formation in ©, albicens
and L2 dubliniensis was induced by growth of the strains on rice-
cxtract agar (Beckron, Dickinson and Company, Sparks, USA) ar
25°C. Btaib liquid medium was used for the specific induction of
chlamydospore formation in € dubliniesss and the C alidns sl A
mutant strain MMOCS at 25°C, Staib medium was prepared like
Staib agar (syn, Guizetlo abyafrica creatinine agar) as deseribed
previously [21,22], only the agar was omited, In brief, 50 g
pulverized Ganizefin abyssiwics plant seeds were boiled in 11 of
distilled water for 30 min, filered and filled up o 11 with water,
Thereafter, | g glueose, | g KHPOy and 1 g creatinine were
added before autoclaving for 20 min at 110°C,
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Plasmid constructions

A DNA construct for the COSE_I0750-GEP reporter fusion was
generated as follows: upsiream sequences plus the eoding region of
e 3630750 were mhpliﬁc(l by PCR with pr'lmt'r:-' Cel 307530
| and Cd307530-0, using genomic DNA from C. deblinisnss W28
as a templabe (all primers are listed in Table 517 Primer Cd30750-
5 contains a BamHlI-site which replaces the C096_ 30750 stop
coddon. The GEP gene lacking the start codon was cloned together
with the €, atbicans ACTI T-terminator by use of primers GFPL and
CaACTIT-1 and the GFPACTIT comaining plasmid pSSU1G2
(unpublished data) as a wmplate, resulting i pleeGFPACTITLL
The Apal-BamHI CD36 30758 fragment was cloned together
with a BamHI-Neol GFF fragment from pJeiGFPACTITI i the
Apal/Neol digested vector pSSUTGE, resulting in pCd3073061,
Finally, the downstream SSUT fragment in pCd30750G 1 was
replaced by a Pal-Sacl COSGJ0750 downstream  fragment
obtained by PCR with primers Cd30750-6 and Cd30750-4. The
resulting plasmid pCd3075006G2 containg a DNA cassete which
encades COF6_30750 which 15 fused at iis last amino acid via Gly-
Ser o the GFP (Figure 51). In the same way, GIP reporter fus
were constructed for the O, dubfinias gene CDIE_$0770 by use of
primer pairs Cd40770-1ACA40770-5 and Cd40770-6/ Cd40770-4
and C albicans genes o 19,3512 (primer paivs 3512-1/3512-2 and
3012-3/3512-4) and o T9 4170 (primer pairs H170-1/4170-2 and
ALT0-3/4170-8), resulting in plasmids pCd40770G2, pisl2G2
and pdI7G2. A DNA casserte for the deletion of CHOS6_S0750
was  constructed  as follows: An Apal-Xhal  fragment with
COFE_30750 upstream sequences was cloned afier PCR with the
primers Cd30750-1 and Cd30750-2, using genomic DNA from €
dublienas Wi284 as a wmplate, A Sacll-Sacl fragment with
CIAG_30750 dovnstream sequences was obtained by PCR with
the primers Cd30750-3 and Cd30750-4. The CO56_50750
upstream and downstream fragments were successively cloned in
arder to flank the SATI-flipper cassetie as described before [23]
In the same way, a DNA cassette for the deletion of . diblinsis
gene CDIG_40770 was constructed, using primer pairs Cd40770-
1/Cd40770-2 and CA40770-3/Cd407 704, respectively,

ns

C. albicans and C. dubliniensis transformant construction

O albicans and © dubliviensis were ransformed by an electro-
poration protocol [24] with: gel-purified, lnear DNA fragments
from the generated plasmids: the Apal-Sacl fragments from
pCd307506G2, pCd40770G2, pi5126G2 and p41 70G2 for integra-
tion of the GIF reporter fusions inte one of the native alleles of the
corresponding genes in the wild-type strains €. dubiiniensis W28
and € allieans 33314, respectively (Figure 813 The Apal-Sacl
fragments rom pCd30750M2 and pCd40TTOM2 were used 1o
deleve genes COF6E_F0750 and COZG_ 40770, respectively, i O
dublfiniemses Wi284 (Figure 521 Transformanis were sclected on
newrsenthricin (Werner Bioagents, Jena, Germany), and recycling
of the selection marker by the SAT 1-lipping method was carried
out a5 described before [23]. The correct insertion of the
constructs was confirmed by Southern analysis.

Southern analysis

Genomic DNA from €. albicans and C. dubliniensis was isolated as
described previously [23]. A 10 pg sample of DNA was digested
with appropriate restriction enmymes and separated on a 1% (w/v)
agarcse  gel. After  ethidivm bromide  siaining, DNA was
transferred by vacuum blatting onto a nylon membrane and fixed
by UV cross-linking, Southern hybridization  with enhanced
chemiluminescence-labelled  probes was  performed  with  the
Amersham ECL Direct Nucleic Acid Labelling and Detection
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System (GE Healthcare, Brawnschweig, Germany) according 1o
the instructions of the manufacturer,

RMA isolation and sequencing

Total RNA from C. afkicans and €. dubfiriensis was isolated by the
hot acidic phenol method [26], purificd by wse of the RNeasv Mini
Kit [Qiagen, Hilden, Germany) and DNase-treated  on-column
with the RNase-free DiNase Set (Qiagen) for removing contam-
mations with genomic DNAL The integrity of wial RNAs was
analyzed on an Agilent Bivanalyzer by momioring the RNA
mtegrity number [RINL Two pg of wotal RNA were used to extract
palvademnvlated BNA and o construct strand specific BRNAseq
libraries according to the Hlumma protcol “Directonal mBNA-
Seqp Sample Preparation’ (Part % 153018460 Rev. A) (Ilumina, San
Dicgo, USA) Briefly, polvadenylated RNA was enriched by two
rounds of polyA selection with oligo=d T magnetic beads, The
RNA was then chemically fragmented, treated with Antarctic
phosphatase (NEB} and subsequently with polynucleotide kinase
(NEB). V1.5 sBNA 3"Adapter was ligated o the RNA with T4
RNA ligase2 wuncated (NEB), and SRA 5" Adapter was ligated o
the RNA with T4 RNA Ligase, Adier ligation of the SRA RT
primer, the BNA was reverse transcribed with SuperSeript 11
Reverse Transcripiase (Invitrogen), Double siranded sequencing
library DINA was then preduced by 12 eyeles PCR with primers
GX1 and GX2 DNA was purificd with AMPure XP beads
(Beckman  Coulter  Imternational  S.A), Library  quality  was
validated with a Bioanalyzer 2100, Fach sample was sequenced
fior 80 cveles on one lane of the Mlumina Genome Analyzer 1
platform according to the manufacturers specifications. Yiclds per
sample were 56 to 38 Mio pass filier reads (2.9 to 5.0 Gh).

RNA-seq data-processing

In order 1o map raw sequence reads o the respecive genomes,
wee applive the Bowtie algovithm (version 0L12.7) [27]. For all three
datasets = 70% of reads mapped. We apphied MAID Glieong [28]
in order widentily dilferentially expressed genes. Insiead of a
comstant (log) fold-change cutofl, MAID flering applies a bMA-
plot-based signal intensity-dependent fold-change criteri
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Table 1. C. albicans and C. dubliniensis strains used in this study.

Candida strain Parent Ganotype” Reference
505314 . albicans wild-type strain [42]
Wize4 C. dublindensis wild-type strain [43]
MBMCE Cal4 ‘Canrg 1 AzhisG-CallRA3-hisG Canrg 1 AzhisG [20]
Cal512GIAMB 505314 arf19.3512/6r19.351 2-4GFP-Ta oy This study
Cd30750G1A/B Wizes CD36_30750/CD36_30T50-GFP-Tacr This study
Cat170G1AMB 505314 arf19.41 70061941 70-GFP-Tacn This study
CAA0TTOGIAE Wozea CD36_ADFTOACD36_A0TT0-GFP-Tacr, This. study
Cd3n7son 1AM Wize4 CD36_3TE0ASATI-FLIPACDIG_307500 This study
CA30750M2AE CA307S0M1A/B CD36_30750A:FAT/CD3S_30750 This study
Cd30FsoM3IAB CdI0TSOMEAB CD36_30750A:FRT/CD36_I0750A:5ATI1-FLIP This study
CA30750MdAB CA30750M3IANB CD36_30750A-FRT/OD3S6_30750A:FAT This. study
Cdan7rom 1AM W0a284 CO36_40770A:5AT1-FLIRACD36_40770 This study
CA07TOMIAR CAa07TOM 1A CD36_40770AFRT/CDIS_40770 This study
CA07TOMIAE CAO7TOM2AS CD36_40770AFAT/CO36_A07T0ASATI-FLIP This study
CAA07T0MAAB Cdad7ToM3AB CD36_40770A=FRT/OD3S_407T0A:FRT This study
“SATI-FLI® denotes the SAT1 flipper cassette.

daiz10.137 1 journal pone. 0061 340.1001

advaniage is that genes which are lowly expressed in both dataseis
are not defined to be differentially expressed, Due to the absence
of biological replicates, we relied on the experience that the
varianee is higher for genes expressed at low level, To find genes
which are differenially expressed between € dublinienms and
alkicans, we used the definidon of ertholegous pairs given by the
Candica Genome Database (s Swww, candidagenome, org//),

Quantitative real-time (g)RT-PCR

Ome hundred ng of total RNA were used w perform oRT-PCR
with a one step approach using the Beilliant [T SYBR Green
Ulra-Fast QRT PCR master mix kit (Agilent Technologies, La
Jolla, USA| RT-PCR was performed on a Stratagene Mx3005P
and the threshold cyele was determined by the instrument’s
MxPro software version 410 [Agilent Technologies, La Jolla,
USA)L By the AACT method [29] expression was caleulated and
normalized to the expression of the CaAdCTHACAACTT gene. For all
samples, three biological replicates were analvzed. Data were
expressed as the mean = SI). Differences were analyzed by the
two-tailed unpaired Students Ftest, a P ovalue of <005 was
considered statistically significant.

Analysis of DMA/protein sequence identity and similarity

Pairwise sequence algnments were conducted by use of the free
avallable Needleman-Wunsch global alignment wol [Needle] at
The Furopean Molecular Rinlggy Ofen Soffroare Suife (embaoss, hiiped #
emboss,apen-hioorg /).

Fluorescence microscopy

Fluorescence microscopy was performed with a Zeiss Axio-
Obzerver A1 microscope  equipped  with a Zeiss HXP1MC
illuminator, Images were acquired by use of the corresponding
lilter settings for green fluorescent protemn (GFP) and parallel/
overlay transmission images. The cells were inspected with a x40
ohjective. Surface plot analvsis to localize the fluorcscence signal of

CdCspl /2-GFP was performed with Image] 1.46r.
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Results and Discussion

C. dubliniensis wild type and the C. albicans nrgl A mutant
form chlamydospores during growth in Staib liquid
medium

As previously reported, the O dibfsims wild type and the C)
albecans npgd A mutant procduce chlamydospores during growth on
Staib agar, in contrast o the C albieans wild type [12]. First, we
proved whether a similar, expected growth phenotype of the three
analyzed strains is also displayed in Staib liguid mediom [30],
sinee liquid culture conditions Facilitated the planned wanserip-
tome analysis. We found an incubation for 28 hoat 25°C optimal
for chlamydospore analvsis in Staib liquid medium. A this time
point, both the €, dubliniensis wild type as well as the € albicans
arpd A mntant exclusively grew in form of pseudohyphac, almost all
of which produced chlamydospores ar their wrminal  ends
(Figure 1. It has to be noted that the € athicans ned & mutane
comstitutively  forms  pseudohyphae, but not  chlamydospores.
Instead, the formation of chlamydospores by (0 alficans nglA
preudohyvphae s specifically induced - Staibh medi
allowing the identification of putative chlamydospore related genes
by comparative gene expression analvss,

henee:

Comparative RNA sequencing identifies putative
chlamydospore specific genes

Tatal RNA from the three tested Candida strains, e, C) alfans
wild type 4, C. afbreans MMOC3 (oglfA) and € doblineans
wild type W24, was isolated alier 28 h ol growth in Staily Bouid
medium and used lor global RBNA sequence analvsis (Materials
and Methods). The complete results of pairwise relative gene
expression comparisons of the three strains is depicted in Table 52,
In order to identify differentially regulated genes, we applied the
stringent MAID filtering approach (MA-plot-based signal inten-
sity-dependent fold-change) [28], permitting the removal of genes
which are expressed at a low level in both compared conditions/
strains, A set of putative chlamydospore formation related genes
was ohtained by comparing datasets from the 0 albeans ol A
mutant strain and the ) dublintenss wild type with the €0 albicens
wild tvpe. By this approach, we identified 25 strongly up- and

downregulated genes, respectively (Figure 2, Table 2. most of

which were uncharacterized. Since chlamydospore related gene
expression has not been monitored before on a global scale, the
identification of many unknown functionSuncharacterized genes
points o the assumed specilicity of the chlamydospore develop-
mental program. Interestingly, many ol the bighly upregulated
genes encode putative cell wall/plasma membrane associated

C. albicans wild type  C. dubliniensis wild type

C. albicans nrg1h

Chlamydospore Specific Markers in Candidg

proweins, including AGALS and PGAST [31.32)0 This finding
suggests that chlamydospore cell walls contain a characteristic
compaosition of proteins. Based on our findings specificd further on
in this work we designated the two highly upregulated genes
arfd 35T 2/ COSE_S0750 and e/ TS 4170/CDEE_40770 as
albirans and O dubligenes “Chlamydospore Specific Protein 1 and
2 i, cafedCSPD and el edCSPZ, respectively (Table 2),

The hyphal repressor Nrgl was previously found to govern the
ditferential chlamydospore phenotype of G0 albieans and €
dublfinienes in Stath mediom [12]. Therefore, it appears reasonable
that some of the detected genes were previously relared o
filamentation and/or annotated as putative targets of Nrgl,
Esamples include PATE PEAST and THIMN, which encode
putative  glycosylphosphatidvinoesitol  [GPlanchored  proteins
[31]. the lamer being named as Cinduced  during  hyphae
development” [20,33]. Other candidaic target genes are the
strongly upregulated unknown function gene a7 %6741 as well as
LMES, which is deseribed as a Alament specific regulator i €

A C. albicans nrg1h  C. dubliniensis
vs C. albicans vs C. albicans

B C. albicans nrgTd G, dubliniensis
vs C. albicans vs C. albicans

Figure 2. ldentification of chlamydospore specific genes in
Candida. Venn diagram of genes which were = two fold up- (4] and
downregulated {B) in both the C albicans nrglA mutant and the C
dublimiensis wild type during growth in Staib medium,
10,137 1journal pone 0061 940.g002

Figure 1. Differential chlamydeospore development by the analyzed Candida strains in Staib liquid medium. C. dubliniensis wild type
Wiizad and the € albicans nrg 1A mutant MMC3 form chlamydospares, in contrast to the C albicans wild type 5C5314, The fungal strains were grown
for 28 b in Staib medium at 25°C and inspected by microscopy (scale bar 10 um).

doi:10.1371 fjournal pone 0061940.9001
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alfecans [Table 2; Table 52) [34,35]. Notably, it has been reported
that a differential expression of the UMES gene contributes to the
varied ability of € afbcans and C deblimms to form ilaments [36].
Confirming prior results on NRGT expression during chlamydio-
spore development [12], we found the gene o be strongly
downregulated in O dubfiniensic versus the O afbicans wild-type
strain during growth in Staib medium (Table 2, Table 52

Analysis of RNAseq da did not detect a partgenlar differental
induction of genes that have previously been identified by mutant
screcming e be important for efficient chlamydospore formation in
£ albicans, such as ISW2, MDES, RIMIS, RIMIOT, SCHY and
SUTE [14]. Supporting former findings on the role of the stress-
activated protein kinase Hogl for chlamydospore production in C)
albecai, HOGT transcription was detected i our experiments 1o be
clevated in O dwblienes and the © albweans wed A mutani,

FLOS OME | www.plosone.org

Table 2. Strongly differentially expressed genes in C albicans nrglA and C dubliniensis vs. C. albicans in Staib medium.
orfid ID Name" Dub ID Relative Expression (log2fold)™

. albicans nrg 1A vs, C albicans C. dubliniensis vs, C, albicans
orf19.3512 5P Cl36_30750 960 1720
orf1f.a54 CO38_30570) 9.50 17.90
orf19.4170 c5e2 CO35_40770 BA7 1231
orf19.4483 CO3s_ 03620 838 13.47
arf19,2317 33810300 713 093
orf19.6315 03630740 645 B29
orf18.8420 PGAIZ CO36_34100 647 653
orf19.2638 CI36_53200 644 925
orf19.4011 CO36_54780 B.20 10.82
orf19.2583 CI035_ 26850 561 583
orf19.6741 CO35_87380 535 B2
orf18.207 PGASS Coag_23i60 484 693
orf19.3330.3 PoX1E Ci36_ 01320 434 704
orf15.3885 36 31810 393 T48
orf 19,4688 oAG7 CO38_41020 370 4.58
orf19.2457 Ch3s_ps580 344 443
orfl24783 CO36_0a720 2.56 574
orf19.6569 C35_71460 284 521
orf18.4264 C038_52240 284 503
orf19.4459 CO36_ 03600 .74 516
orf19.6920 C36 71220 264 482
orf19.2506 CO36_ 80940 2.48 4.55
orf19.4953 C035_12310 236 454
orf 19,6788 CD35_gros0 207 449
orf19,5645 METIS CIH36_40270 182 528
orf19.508 QoA CO35_29520 543 -6.32
orfl3.4773 AQK2 CO36_00630 5603 =519
orfio.7150 NRGT Cl135_73890 437 .98
orf19.7554 CO38_34960 -321 -5
orf19.1189 CO36_60240 -249 -5.49
orf19.2251 AAHT CO35_21260 -1.78 -4.55
orf19.1193 GNPT CO38_ 60280 =1.75 =489
orf19.4555 ALsa CI36_E4610 -163 -1047
"Denaminations CSP1 and C5P2 were proposed in the present study.
"Downregulation of genas is indicated by a minus (-], followed by the logarithmised log fold change value,
dok10.1 371/ journal. pone 0081 940.1002

suggesting that the cells grown under these conditions may be
experencing osmotic or nuiritional stress.

Oher genes of interest which were stronghy upregulated during
chlamwdospore development in our assay were thase which by
differential expression patterns were previously detected  during
switching or mating in (. alficans, For example, expression of
agf 192317 and DAGT was shown to be inducible by alpha-
pheromone [37], and af 192506 was reported w be opague cell
specific [38]. In addition, one of the most strongly downregulated
genes associated with chlamydospore development was QODRTS
CIAG_ 25520, This gene, which encodes a putative transporter,
wis previoushy detected 0 OO alficans o also experience strong
differential expression in white versus opaque cells [39], The
discovery of mating in € afficans has vevealed that the life evele of
this microorganism is more complex than originally assumed. In
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this context, the interest in chlamydospore development should
also be restimulared.

Sequence specificity of the four genes which were most
strongly upregulated during chlamydospore formation
Intriguingly, the four most strongly upregulated . albicmis genes
and €. dublinicniis homaologues, repectively, encode putative cell
wall proteins which display considerable similarity (Table 3)
(httpe/ fold genedb.org/ genedb/ cdubliniensis/; hittped S,
candidagenome.org/). Given their chlamydospore related expres-
sion and the fact that only these two Candide species form
chlamydospores, we asked whether these genes are specific for ©
dubliniessiy and €, alfdeans in the genus Candeda. The Candida Gene
Oheder Browser (GCOB) i an online wol for visualising the
syitenic context of genes from muliiple Codida genomes (hitp://
cgob.ucd.ie; [40]), Among |4 species included in GOOR, wCSP!
(o0 19.5512) and 79654 velated genes were only found in €
albecans and O dublinienss, In case of €. afbicns coUSP2 (o 194170,
a homologue was in addition to € deblorenss also detected m G
trapicalic (CTRG_ G767, A comparison of C, albicans calSP2 and €
tropicalis CTRG_01767 on the level of the deduced proteins
revealed identity/similarity of 38.9/47.7%, whereas the proteins

encoded by eaCSPY and ofCSP2 showed dentity Ssimilarity. of

83.8/86.7% (Table 3). Whether the identified OO apiralts gene
encodes a functional homologue of CSF2 is questionahle, especially
since €, pgealis 18 not known to produce chlamyvdospores. In the
case of agf 794463, which was absent from the other inspected
Candida species, the  homologous  gene  CREG_ #3620 in €
dubliniensis is annotated as a pseudogene which contains several
stap codons, The deduced proteins encoded by ogT 9 4463 and
CD36_03620 displaved identity/similarity of 30.6/38.3% (Table
31, but the genes showed 59.6% identity on the level of DNA,
Owerall, the application of GCOB uncovered that the identified,
putative chlamydospore related © afbisans and . dubliniensis genes
are not widely distributed in the genus Candide. This ohservation
further underlines a putative specific role of these factors during
chlamydospore development in € albieans and ©, dublienses,

Expression of ca/cdCSPT and ca/cdCSP2 is specifically
correlated with chlamydospore development

In search of chlamydospore specific markers two pairs of €
albicans and O dublinisnsis homologues were selected Trom our
wentified set of chlamydospore development related genes for
detailed  analysis, i, edCSPI caCSPE and cdCSP2/ calU8F2. Ac-
cording to the €. dublisieniis genome database, these genes
putatively  encode cell wall associated  proteins (hops/ S old,
genedb.orgyd genedhy cdubliniensis £ A comparison of the dedoced
aming acid sequences revealed thar homelogues  cdGSPF and
callSPY display 8001 /785.2%  identity/similarity.  Homologues
edCSP amdd ea€SPZ arve identical/similar 1o 83.8/86.7% (Table
3y The expression of these highly upregulated, putative chla-
mydospore velated € dublingnss and €. albiraes genes was
confirmed by qRT-PCR analvsis (Figure 3. The results show
that «CSPF and edCSF2 were upregulated = 1000-fold n ©
dublintensis during growth in Stalb mediom in comparison to
growth in YPIY mediom. In accordance, expression levels of the €
albicans homologues ceC8PT and caC8P2 were higher in the €
afbergns wigfA mtant than i the € albicons wild twpe during
growth in Staib versus YPD medium, These observations made
the two selected €. albicans and € dubliniensis genes promising
candidates for chlamydospore specific markers,
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Localization of chlamydospore specific markers in C.
dubliniensis and C. albicans

The putative chlamydospore related  expression of the €0
dubliriensis genes odCSPT and edCSP2 was next analysed in the
context of morphologic development, In order o define the
expression on a cellular level and the morphotvpe  specific
localization of the encoded proteins, DNA cassertes for wransla-
tional fusions with the green fluorescent protein (GFP) were
constructed and integrated into one of the corresponding alleles of
the €, dubliniensts wild type Wa284 (Figure 81 and data not shown),
Cells of the wild tvpe and resulting reporter strains Cd307500G 1A/
B {for ofCSPT) and CAd40770G1ASB (for of C5P2) were grown in
Staih medium for 28 h and inspected by fluorescence microscopy.
Growth in YPI) medium was used as a control. As demonstrated
in Figure 4, the analysed proteins were not only specifically and
highly abundant in . dublinienas cells grown in Stath mediom, but
were exclusively expressed and located in chlamydospores. In
these entties, lnorescence was most intensive at the cell surface,
thus supporting the putative function ol cdCspl and cdCspl as cell
wall proteins, Localization of edCspl/2 o chlamydospore cell
walls was [urther supported by a surface plot analysis, shown as
example for edCspl (Figure 55). Expression of these proteins was
not detected in yeast cells or pseudohyvphae. Most notably,
Muorescence was even not detected in suspensor cells, which carry
chlamydospores at their werminal ends and presumably share a
continous outer laver with them [41], In order to find out whether
the identified proteins cdCspl and edCsp2 are also speeifically
expressed in € diblisiasds chlamyvdospores induced by conditions
different from Staih mediom, the reporter siraing were also
monitored during growth on rice-extract agar. Like in Staib
medium, the investigated  gene products were found  to - be
specifically localized w chlamydospores (Figure 4). €. diebliniensis
wild-type cells grown in YPIY as well as under the  tested
chlamydospore inducing conditions were used as negative controls
in order o exclude unspecific anolluorescence.

Next, we investigated whether the identhed chlamydospore
related  factors are also specilically expressed in (0 efficans
chlamydospores. For this purpose, GFP reporter fusions with the
homologous € alficans genes coCSPT and caCSP2, respectively,
were comstructed and miegrated into the genome of the wald type
SCH314 at the corresponding loci (Figure 51 and data not shown).
The wild type and the resulting reporter strains Cal3312G1IA/B
(o caCSPH and Cat170G1ASB (for caCSP2) were grown on rice-
extract agar amnd inspected by fluorescence microscopy, Like in €
dibliviensii, the monitored €. aflicans proteins were also specifically
expressed and localized in chlamydospores (Figure 5), This finding
supported the notion that the proteins encoded by genes o/
wdCSP] and afedCSP2 are the fivst deniified, siricihy chlamydo-
spore related factors in Cendida, Moreover, these proteins appear
to hee usefil as markers for these morphological entities, and the
constructed GFP reporer may be useful wols for future research.

Analysis of C. dubliniensis mutants in cdC5P1 and cdCSP2

Since the function of chlamydospores is unknown, we were not
ahle to investigate the role of the identified chlamydospore specific
proweins. Nevertheless, in case of (0 dublineensic, we tested whether
the two analysed genes ffCSPY and (dCSPZ2 are required for
efficient  chlamydaspore  development. Deletion mutants
Cd30750MIASB (edesplA) and CAA0TTOMAASB (cdespZA) were
constructed in the wild-type strain Wia284 by use of the SATI-
Mipper technology (Figure 521, An altered ability of these mutants
o produce chlamydospores in Staib medium was not observed
(Figure 54). No difference 1o the wild type was also detected when
these mutants were assaved [or germ wbe formation in cell culure
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fold change Staib vs. YPD

C. albicans nrgTA

C. dublinfersis
EA cdCsPt EA cacsPi1
B3 cocsrPz EA cacsP2

Figure 3. Induced expression levels of genes C5PT and C5P2
during chlamydospore formation. C. dubliniensis Wi284, C
alticans 505314 and the C albicans argl A mutant were grown for 28
b in Staib medium and YPD medium, respectively, before total RNA was
isolated, (A} gRT-PCR measurements detected a strong upregulation of
cdCSPT and cdCSP2 gene expression levels in O dubliniensis during
growth in Stalb wersus YPD medium, (B} Similarly, the C albicans
homalogues calsP1 and caCSP2 were found to be upregulated in the
chlamydospore producing C. albicans nrgl A mutant stronger than in C
albicans wild-type yeast cells, The results are the means =50 from three
biolegical replicates, " indicates that the detected differences were
significant (P=0.05),

doi:10.1371/journal pone 0061 940,003
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Table 3. Protein sequence identity/similarity among gene products encoded by the four genes most strongly upregulated during
chlamydospore formation.
C. albicans C. dubliniensis % identity/similarity % identity (DNA)
caCsPl <dCSP1 80,1832 783
orf19.654 CD36_30570 80.2/89.2 841
cal5P2 cdC5P2 83.8/86.7 820
orf19.4463 CD36_03620 3006/38.3 596

eaCsP1® orf19.654 €aCsP2 orf19.4463
€aC5P1 ar5 558 368
orf19.654 583 56.0 65.7
€aCSP2 60.2 679 514
orf19.4463 48.2 T2 4.4

cdCSP1 CD36_30570 cdCSP2 CD36_03620
cdCSP1 426 54.0 6.7
€D36_30570 566 60.4 405
cdC5P2 645 a0 X0
€D36 03620 L 474 732
"Per cent identity of the C. albicans and £ dubiiniensis hamologues on the level of DNA
Per cent similarity [lowar laft}) and identity {upper right) among the gene products is given.
dai10.1371 jousnal pene 0061 340.1003

medium or when growth sensitivity was tested in the presence of
caleofluor white, congo red, menadion or hydrogen peroxide (data

not  shown). However, as indicated  abowve
chlamydospore specific genes edC8P1 CHEE_50!
COR6_03620 display a high degree of  sinmilar
rechundant functions of the encoded proteing during chlamydo-
spore assermbly can not be excluded, thereby masking a potential
phenotype of the single knock-out mutants in either «/CSP8 or
e8P, Future construction and phenotypic analyses of multiple
knock-out sirs ated genes would allow further
insights in their potential structural funetions. Moreover, mutants
in the identified chlamydospore specific genes may further be
investigated once a functional role of chlamydospores is known,

Iable 3), the
{0, e (CAF2 and
. Therelore,

ns in all these

Conclusion

To date, it remains ohscure whether the ability 1o produce
chlamydospores has any impact on the basic cyele or the
adapration of €. albicans and C. dublfiniensis to their human host,
| catingly, however, especially these two pathogenic Canid
speecies, which are wsoally not found in the envivonment [2,16],
can form these mysicrious morphological struciures, In order to
get novel insights e the biological role of chlamydospores, the
molecular analysis of their development and structural assembly
appears therefore to be of particular interest, In the present study,
wie addressed this issue by the identification of genes which encode
chlamydospore  specific factors. We ook advantage of the
obeervation that O efbicans and O dublingensis display a species
specific difference in the regulation of chlamydospore formation in
response w environmental growth conditions, Le. by incubation in
Staih mediom  [L8]. The knowledge that  species  specific
chlamydospore production under these conditions 35 controled
b the dillerential expression of the wanscriptional repressor Nrgl
lurther supported  the adentfication of chlamydospore specili
genes, In gen the identilication of chlamydospore associated
factors may be difficult, given the observation that chlamydeospore
production is usually correlated with pseudohyphae formation

lic
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Figure 4. Proteins encoded by cdC5P7 and cdlC5P2 are specifically expressed and located in chlamydospores. C dubliniensis wild type
Wii284 (A) and the C dubliniensis GFP reporter strains Cd30750G1A/B (cdCsp1-GFP) (B) and Cd40770G1A/B (cdCsp2-GFP) () were grown in YPD and
Staiby liquid medium for 28 h at 25°C, and on rice-extract agar for 3 d at 25°C, respectively, and inspected by phase contrast and fluorescence
microscopy. Flucrescence microscopy demonstrated that the genes of interest are specifically induced during growth in Staib medium and that the
encoded proteins exclusively localize to chlamydospores. The two independently constructed A/B-GFP reporter strains behaved identically and only
ofe of therm s shown (scale bar: 10 pm).

doi1 01371 journal po e, 0061940.9004

although it is not clear whether these two phenotvpes depend on 1 general, knowledge of the identified ‘chlamydospore-specific’
cach other or represent independent, corregulated pathways. In miarkers may h pa : | walue Tor chlamydospore
this comtext, the discovered chlamydospore specific proteins, identification as well as for further detailed swdies on chlamydo-
[§ - with the provided GIP reporter consiruces will | cr spore formation, maintenance and germination. Future studies on
help clucidaring the etic control of chlamydaspore related gene supposed “chlamydospore specific’ markers will elucidate whether
expression n L such factors participate in additional processes as well, for example
PLOS OME | www.plosone.org a8 April 2013 | Volume & | lssue 4 | ea1940
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Chlamydospare Specific Markers in Condida

Figure 5. Proteins encoded by C. albicans caC5P71 and caC5P2 are
specifically expressed and located in chlamydospores. C
albicans wild type 5C5314 (A) and the C albicans GFF reporter strains
Ca3s12G1A/B (caCspl-GFF) (Bl and Cag170G1A/B (caCsp2-GFP} (C)
were grawn in YPD medium for 28 b at 25°C and on rice-extract agar for
3 d at 25°C, respectively, before the fungal cells were inspected by
phase contrast and fluorescence microscopy. Note that the monitored
proteins exclusively localize to chlamydospores. The two independently
constructed A/B-GFP reporter strains behaved identically and only one
of them is shown (scale bar 10 um),

doi10,1371jeurnal pone 0061 940,005

during host adaptagon or mating, 15 chlamydospores plaved no
role in the life cvele of O afbicans and . dubliesar one would have
expected either or both species o have lost the ca
symthesise them, However, since these related pathogenic species
are the only yveasts o have been observed o produce chlamydo-
spores iU remains 1o be seen how these Tungi benelit rom his
phenotype. Pursui

ability 1o

g research on chlamydospores may not anly
identify a role for these mtriguing cells, but may alse help clarily
the complete lifi eyele of € allieans and solve the viddle, why €
albieans has not lost the abilitv w0 form these siriking cellular
structures during evolution.

Supporting Information

Figure 51 Construction of GFP reporter sirains. |.
structure of the insert of plasmid pCd307306G2 containing the
CIEE_30750edCSP-GEFP reporter fusion 15 shown on top. At the
botom, the genomic structure of the CIS6G_S0750 locus n strain
Wii284 s shown, The €I 750 eoding region s represented
by the white arrow, the upstream and downstream regions by solid
lines. The GFP gene, which is fused to the last codon (before the
stop codon) of COF6_F0750, 15 symbolzed by the hatched arrow.
The waSAT] selection marker s marked by a grey arrow., Probes
-ated by black bars.

is of transformants are indi
used to obtain the lnear fragment and for
Southern anal res A, Apal; 81 Sall: Scl, Bacl. (B) Southern
hybrichzation of Sall-digested genomic DNA of parental stram €
duttintensts WiZ84 (lane 1) and GFP reporter straing CA307506G 1A
(lane 1) and CAd30750G 1B (lane 2
probe 1. The sizes ol the bybradizin
given on the lefi
Southern hybrid

lor Southermn anal
Restriction =

F07 5lkspecilic
kalobases) are
e ol the blot their identities on the fAght (C)
won ol Xbal-digesied  genomic DNA - of
G314 (lanel) and the GFF reporter
S 12G1B (Jane
af 19,251 2-specilic probe 1. A restriction site polymorphism allows
the  dillerentiation of the two  homologous wild-tvpe alleles.
Reporter strains Ca3512G1A/B  containing the onfT9.5512¢-
calCS5P1-GEP Tusion were constructed in the same way as the (2
dbltigenses GFP-reporter strains,

(TIF)

with the

strains €

Figure 52 Construction of €. dubliniensis knock-out
mutants in  odCSPI  (CD36_30750) and cdCSP2
(CD36_$0770), respectively. (A) Structure of the deletion
cassette Irom plasmid pCd30730M2 (op), which was used [or
deletion of both COZ6_30750 alleles, and genomic strocture of the
COTE_F0750 locus in strain Wii284 (bowom), The CDIE 50750
coling region is represented by the white arrow, the upstream and
downstream regions by the solid lines, The SAT1 Dipper cassette is
represented by a grey rectangle bordered by FRT sites (black
probies

ATTOWS),
which were used for Scuthern analysis of the ransformants are
indicated by the black bars. Resw
linear lragment from the plasmid and Jor Southern analysis are

The 34-hp FRT sites are not drawn 1o scale.,

tion sites used 1o cut out the
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given: A, Apal; 81 Sall: Sel, Sacl. (B) Southern hybridization of
Sall-digested genomic DNA ol parental strain Wii284 (lane 1),
heteroeygous COIE_S0750A mutans Cd30750M2A (lane 2) and
Cd30750M2B  (lane 3), homozygous COI6_FO750A mutants
Cd30750M4A Jane 4 and Cd30750M4B (Jane 5) with the
CDIGE_30750specific probe 1, The sizes of the hybridizing
fragmenis (in kilobascs) are given on the lefi side of the blor, and
their identities on the right, () Southern hybridizaton of FeoR V-
digested  genomic DNA of parental strain. Wi284 {lane 1),
heterozygous CIO36G 407704 romanes Cd407TOM2A (lane 2) and
CA40770M2E  [lane 3), homosygous CO36_40770A  mutanes
Cd40770M4A (Jane 4) and Cd40770M4B (lane 5) with the
CDE6 407 70specilic probe 1. The sizes of the hybridizing
fragments are given on the lefi side of the blot, and their identities
on the right.

[T

Figure 53 Protein localization of cdCspl-GFP in chla-
mydoespores. Fluorescence microscopy pictures of O deliliriasic
chlamydospares of stram Cd30750G 1A after growth for 3 d at
25°C on rice-extract agar were analysed by surface plot analysis to
localize the Muoreseence signal of cdCspl-GFP. (A) The yellow
rectangle marks the area for the surface plot analysis, The intensity
of Muorescence signal of edCspl-GFP within the defined region
was determined by plot analysis (not shown) and surface plot
analysis (B), The highest brightness wazs detected within the outer
layer of the chlamydospore, suggesting that edCspl is particularly
located within the chlamydospore cell wall.

[TTF)

Figure 54 Phenotypic analysis of €. dubliniensis knock-
out mutants in genes cdCSPI and edCSP2, respectively.
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€ dubliniensis wild type Wi284 and mutant strains Cd30750M4AS
B (edeip PA) and CAd407 70MAASB (cdrspZA) were grown for 28 b in
Sraih mediom, before cellular morphology was inspected by
microscopy, Like the wild type control, both mutants efficiently
produced chlamydospores under the ested conditions, For each
mutant, the two independently constructed transformanes [A/H)
hehaved identically and anly one of them is shown,

(TIF)
Table 51
(DO
Table 82 Identification of genes that were differentially
regulated during chlamydospore development. The able
cont the relative expression values (log2fold) for all €. efbiaes
and . dubfiemss genes detected o the comparative RNAsen
analvses, ie, the O albicans af A mutant versus O efbioans wild
type, L dubliniensts wild type versus ) albicans wild tvpe as well as
O dublinienss wild tvpe versus the € alfteens gl A mutant.

XL

Primers used in this study.

Acknowledgments
We thank Corinne Peter from the Genomic Technologies Facility of the

University of Lausanne lor her assistance with RNAscq library prepara-
tion.

Author Contributions

Coneeived and designed  the experiments: KPP PS. Performed  ithe
experiments KP RM BB FC JW. Analyzed the data: KP JL TS CS SR
BH JM PS5, Wroie the paper: PS KP.

I+, Nobile C], Brune WAL Kichard M wis DA, Miiche
coqeral of chlamydospore frmation in Ceambde ellicaes. Microbiology 148 W62
637

15, Jacksom AP, Gamble JA, Yeomans T, Moran GP, Saundess 13, e al, 2005
Compariive genomics af the fungal pathogens Condide dublinimss and Candide
athivans. Genome Res [9: 289122044

16, Sullivan 13}, Mern Fmpon E, AbMosad A, Siokes O, oi all (2004
Comparisen of the epidemology, drog resistance. mechanisms, and vrulence of
Coancivtr dwbiweseris ard Candide wibiearr. FEMS Yeast Res 42 369-376,

17. Sullivan 1], Westerneng T, Havees KA, Bennen DE, Coleman |
taﬂﬂhﬂrmh\wﬂsm no.: phenotypic and malecular charcwe rizati
species associated swith oral candides i HIV-mfected individuals. Macrobiskogy
L1 1507-1521,

staib P, Morschhawser | (1999) Chlamydaspere Tormation on
apecies-speeific characwerisie of Candiida dublindernts, Mycoses

19, Braun BR. Kadosh D, Johnsen ATF (2001) NRGL a represss
growth in Colieans, i dowo-regulated duriog ament meduetion, EMBO T 20;
7504761,

A0, Murad AR, Leng B, Staffon M, Wishare ], Macaskill 5, e al, (2001 KRG
represses yeast-hypha morph s il T
Canidicd albicars, EMBCY ] Bk 4742475

21 Biaib F, Avaseh K(2001) Chlam,
Ol s vk before Cavelisds bl

22 Staib F Seibold M, Antweider E, Frohlich B, Weber 5. ¢
codour effeer (BOE] of Cngpfwacos seofemans in the i contral anid
epidemickagy of O hmﬁ--mm infections in AIDS pagems. Ze mmIH Bakieriol
Mikrobiol Hyg [A] 266

23, Reuss O, Vik A Kelier R,

imized wal for gene dismpii
W

G40 118127
Ohverespresion of & cloped
ey fers pesistance o the specific inbibinor

m\rr.pluma‘h( acid, | Bageriol | 1-2334,

25, Millon L, Manteaus A, Rebous G, Drohachedl ©, Monad M, et al. [1%04]
Fluconszole-resistant. vecurren oral candidiacis in human immunodeficiency
virns-positive stence of Condide albioms siaing with the same
gennivpe. ] 4 111511108,

20, Mumlwl T, lin-mt K, Kingston R

|

April 2013 | Volume & | lssue 4 | 261940

43



Manuskript 2: Chlamydosporen-spezifische Marker

44

. 1..'\|w:muld B, Trapnell C, P--p hiN %\ley g 5L (2009 Ulrafast and e mary-
i li

o,

timee W-PUR. Mueless Acids Res

M Swik P, Morschhauser ]| (2005) Iirplu'] growth conditions Tor abumdant
chlamydospore formaiion in Coraida diobfisier a5

A1 De Groog W, He\llmgh.lfk Klis FM (2003)

20 TEL-T96,

F2 Gelis 8, de Groor FW, Casilke L, Movagoes MY, Senvandren B, en al, (2013)
Pgal 3 in Candide affians is lecalized in the cell wall and mfluences ocll sarface
propeies, marphogenesis and vinlence. Fungal Geaer Biol 41 331

neme-wide identification af

3. vieh €, Hamus B, Maril A, et al, (2002)
Franscription prafiling of Candida alfizes colls undergoing the yeast-toshyphal
W, M. Thompson 16, Lazaell &, Calisle PL, P all (200

af Landule aibicans hyphal extension
5.

nevel (lament-specilic regulat
and virubence. Mol Biol Cell 149 135414

PLOS OME | www.plosone.org

Chlamydospore Specific Markers in Candida

ta

5 Aeidler U, Leaer T
crucial downstream targ
development in Candida afbicans,

A6, FConner 1, Caplice N, Calen

Lassnig C, M Ajke R et al, (2009 Efi is &
riptional regulators of true hyphal
As \'\wl Ries b 126142

1M, Sallivan 1], Moran GF (2000
mdl Candids dubfinimeas Is govemed
by muatrient regulation of ) iyt [EHESE
47, Dignard 1, Whiseway b 2, a regulatos ¢ {r']wmrmswmlnlnzlm the
Cielichs wlbsieenes orsatinng response pathway. Eukaryor Cell 5 20

o MG, Raisner Johrson ALY (ML T
stucly in yeasts. Cell 115: 389499,
Hurilla LA, Jones T, Scherer 8, et al Metabaslic
with phenatypic switching in {andds alfioensn, Proc Natl
1400714491 2.

wa P, Byme KF, Buter G (2000 Analysis of gene
eveluticn and metabedic pathways using the Cmdids Gene Order Browser. BAMC
Crenoanics 11: 200,

Jamzons WK, Nickerson W] (1970 Induction, morphogenesis, and germinagion
chlumydospore of Caedils elbwaes. | Bacteriol 104: 910-921.

Chilluamy AM, Teany EY, Karsch THR (1954) Teolagion of the Cmdils aflicans gene for
ardidline-3-phosphare decarbaxylase by complemeniation of 8 owetee wmad
and & colt pyel mutations. Mol Gen Gened 198: 179152,
Muorschhiuser |, Ruhnke M, Michel 8. Hacker ] (19959 Tdenificarion of CARE-
egative Candida albicans isalates as Coudida dubfinimas, Myeoses B2 2932,

.qunn ol a

“:

April 2013 | Volume & | lssue 4 | e61940



Manuskript 3: Regulation der Chlamydosporenbildung

4.3 Manuskript 3: Regulation der Chlamydosporenbildung

wCandida species Rewired Hyphae Developmental Programs for Chlamydospore Formation”
[155]

Bettina Bottcher, Christine Pollath, Peter Staib, Bernhard Hube and Sascha Brunke

Veroffentlichtes Manuskript (online seit 12.10.2016):

Front. Microbiol. 7:1697. October 2016, doi:10.3389/fmicb.2016.01697.

Inhaltsangabe

Die Bildung von Chlamydosporen ist eines der wichtigsten diagnostischen Unterscheidungsmerkmale
der humanpathogenen Hefearten C. albicans und C. dubliniensis. Wiahrend aber die molekularen
Signalnetzwerke der Hyphenbildung in C. albicans gut untersucht sind, ist iiber die Regulation der
Chlamydosporenbildung sehr wenig bekannt. Diese Liicke sollte mit dieser Arbeit gefiillt werden.
Durch eine systematische Analyse der Sporulationsbedingungen konnte gezeigt werden, dass die
Sporulation als eine Form der Hungerantwort stark vom Néhrstoffangebot abhédngt. Ein- und
Zweifachzucker sowie Pepton wirkten reprimierend, wobei die Chlamydosporulation von C. albicans
bereits durch niedrigere Néhrstoffkonzentrationen inhibiert wurde als der C. dubliniensis-
Wildtypstamm oder eine C. albicans nrgid/A-Deletionsmutante. Die systematische Suche nach
Regulatoren der Chlamydosporenbildung zeigte das Zusammenwirken zweier Regulationskaskaden,
die bereits zentrale Aufgaben wihrend der Filamentierung innehaben: der TOR- und der cAMP-Weg.
Sowohl der Torl-Kinase-Repressor Rapamycin als auch die Deletion von Torl-Effektorgenen in
C. albicans unterdriickten die Chlamydosporenbildung, was die Notwendigkeit einer basalen Torl-
Aktivitét fiir die Sporulation zeigte. Auch der Verlust der zentralen Faktoren des cAMP-Signalweges,
Ras1 und Cyrl, fiihrten zu einem Chlamydosporendefekt in C. albicans, der partiell durch die Zugabe
von zusétzlichem cAMP aufgehoben werden konnte. Entgegen fritherer Studien [60] wurde die
Sporulation durch Licht nur eingeschrankt und nur im C. albicans-Wildtyp reprimiert.

In dieser Studie konnten neuartige Umwelt- und genetische Faktoren, die zur Chlamydosporen-
produktion beitragen, identifiziert und erstmals in einem (vergleichenden) Modell der Regulation der

Chlamydosporulation kombiniert werden.
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Bettina Bottcher hat alle relevanten Experimente geplant und selbst durchgefiihrt oder diese angeleitet,
die Daten ausgewertet und die entsprechenden Hypothesen und Schlussfolgerungen formuliert.
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Candida species Rewired Hyphae
Developmental Programs for
Chlamydospore Formation

Bettina Battcher ', Christine Pdilath ">, Peter Staib”, Bernhard Hube "*° and
Sascha Brurke ™

Department of icrohial Fathoganveily Machansms, Hans-ni-insitula, Jana, Gamany, @ inshiufe for fMaoical
Mcroticiogy: Jene Linaarsty Hospfal Jana, Gamany, “Cenfer Sar Senss Confrol and' Cans, Jana LindversTy Hosoial, Sana,
Garmany, * Daparmant of Saseanch and Oeebpmend, Kneing Gmbd, Wirzburg, Gamany, * Fnadnch Schiter Lnaarsity
e, Jenn, Gamary

Chlamydospore formation is a characteristic of many fungal species, among them
the closaly related hueman-pathogenic dimorphic yeasts Candida albicans  and
C. dubiinignsis. Whereas function and regulation of flamentation are wall-studisd in
these species, the basis of chlamydospore formation is mostly unknown, Here, we
investigate the contribution of environmental and genetic factors and identified central
proteing invohwed in species-spacific regulation of chlamydosporulation. \We show that
spacific nuirient levals strongly impact chlamydosporne initiation, with starvation favoring
sporulation and elevated levels of sacchandes or peptone inhibiting it. Thresholds
for these nutritional effects differ between C. abicans and C. cubinensis, which
explain species-specific chlamydospore formation on cerain diagnostic media. A
. athicans nrglA mutant phanocopied C. dublinensis, putting Mrgl regulation at
the basis of speces-specific chlamydospore formation under various conditions. By
screening a series of potential chlamydospore regulators, we identified the TOR
and cAMP pathways as crucial for sporulation. As rapamycin treatment blocked
chiamydosporulation, a low basal Tor activity seems (o be essantial. In addition, TOR
effector pathways play an important role, and loss of the NCR (nitrogen catabolite
repression) gene regulators Gatl and Gin3 reduced chlamydospore formation. A
severe reduction was seen for a C albicans gondA deletion strain, implicating a
link Betwean regulation of aming acid biosynthesis and chlamydospore development,
On the other hand, delstion of the GTPase gene AAST and the aderylyl cyvclase
gene CYR1 caused a defect in chlamydospore formation that was mostly rescued by
cAMP supplementation. Thus, cAMP-signaling is a second major pathway to contral
chlarmydaspore production. Finally, we confimed light exposure o have a repressive
effect on chlamydosporulation. However, permanent ilumination only reduced, but
not abolished chlamydospore production of O albicans whereas C. dubliniensis
sporulation was unaffectad. In summary, we describe novel emvironmental factors which
daterming chlamydosporulation and proposs a first model for the regulatony netwerk of
chlarmydospore formation by different Candida specias,

Kaywords: Candiga, monphelogy, chlamydosporas, Tor pathway, starvation, fungal pathogans
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INTRODUCTION

Morphological transitions are a defining feature of polymorphic
veasts, including some Candida species which are important
pathogens of humans. These changes in cell shape can usually
be induced by a number of different stimuli, including
temperature, pH value changes, oxvgen level, and availability
of nutrients. Current research on Candida morphology focuses
mainly on the yeast-to-hypha-transition, a key virulence factor
especially of C. albicans {Mayer et al, 2013), In companison,
another morphological structure, the chlamydospores—thick-
walled, globular structures formed via suspensor cells on hyphal
tips—is often neglected and their biological function remain
a mystery, However, they are used as a reliable and cheap
diagnostic tool [Campanha et al, 2005), as in addition to
certain Candide species, many different fungi like Fusarium,
the dermatophytes, or Cryptococcus can form chlamydospores.
Their appearence on specific media can hence often serve as
a first criterion for fungal species dentification (Bakerspigel,
1954; Park, 1954; Lin and Heitman, 2005). Within the Candida
clade, the close relatives C. albicans and C. dublinfensis are
the only known producers of chlamydospores in addition to
other morphological forms, such as yeasts, psendohyphae, and
true hyphac (5taib and Morschhiuser, 2007; Moran ct al.,
262),

In general, vegetative spores are formed as resting structures
by many soil-borne fungl under nutrient-limted conditions.
However, in Candida the term chlamydospore does not refer to a
fumetiomal, but rather 1o a morphological unit: Although Candida
chlamydospores resemble such spores and are high in lipid
droplets for energy supply (Jansons and Mickerson, 1970a), they
are not more resistant to heat, starvation, or dryness compared
o yeast cells (Citiulo et al, 2009), Nevertheless, eardy studies
reported a correlation between nutrient supply and induction of
chlamydospore formation of the fungus (Jansons and Nickerson,
19706) where glucose, in contrast to nitregen, had a strong
repressive effect (Dujardin et al, 1980k}, Typical inducing
media on the other hand are rich in complex carbon sources
(eg. corn or rice meal} and frequently contain detergents,
Importantly, C. dubliniensiz has a higher propensity to produce
chlamydospores under conditions where . albicans largely
remaing in yeast form, and many diagnestic media use this
characteristic to differentiate between the two species (Staib and
Morschhiiuser, 1999), Furthermore, under such conditions where
C. allicans and C. dubliniensis form chlamydospores, C. tropicalis
rebustly grows as peeudohyphae without any chlamydospores, C
parapsilosis grows as short filaments, and C. glabrata as veasts
(Salva et al., 2002}, This hints wward a conserved morphogenetic
pathway between O albicans and C dubliniensis, which is
not present in more distantly related non-albican: Candida
species.

The natural niche for chlamydospore formation  remains
unknown, and no clear rele of chlamydospores for the
commensal or pathogenic life siyle of Candida has been
demonstrated: Only sporadic studies reported the isolation of
chlamydaspores from candidemia patients (Chabasse etal,, 1988)
and some C. ailicans isolates from clinical specimens were found

1o be uhlam}'d.n;spme-negutlue [r'l]-HuL|aLI||:.' and Fotedar, li)lll:l.
Thus, a possible involvernent of chlamydespores in the infection
process 15 unclear, However, the fact that the ability to form
chlamydospores has been conserved in the vast majority of
O allicans and C, dublinienss isolates suggests an important
biological function for both species. Although the biological
function of chlamydospores remains to be uncovered, essential
genes required for their formation have been described (Mobile
el al, 2003}, Some of these genes are part of the stress-responsive
HOG and Cekl-mediated MAPK pathways (Sonneborn et al.,
1999; Eisman ¢t al., 2006), while others form a loose network
without clear connections to other signal transduction pathways
in Candida spp. (Mohile et al., 2003),

Fundamental regulatory differences are known for the other
maorphologies of C. albicens and C. dubliniensis, In contrast
to . albicans, C. dubliniensis ravely forms true hyphae, which
has been linked to modified hyphae-promoeting regulatory
pathways, namely the Torl and cAMP-PKA cascades (Sullivan
and Maoran, 2011; Caplice and Moran, 2015). Specics-specific
threshalds for nutritional signals seem to define the unique
gene expression patterns, which are finally controlled by the
central transcription factors Nrgl, Efgl, and Umed [ Moran et al.,
2007; O Conner et al, 2000). Despite few recent studies on the
regulation of chlamydospore formation, most research papers
dealing with Candida chlamydospores were published before
the discovery of C, dublimiensiz in 1995 {Sullivan et al., 1995)
and detailed information on Candida species-specific factors
of chlamydosporulation s largely lacking, Nevertheless, the
major hyphae repressor Nrgl seems to play a key role in the
suppression of chlamydosporulation of C albicans, Therefore,
Krgl is considered one of the most important factors for
the species-specific characteristics of yeast-to-hypha transitions
{Moran et al, 2007) as well as chlamydospore formation {Staib
and Morschhiiuser, 2003),

In this study, we re-evaluated the idea of a nutritional
control  of  chlamydospore  development,  systematically
compared ©. albicans- and € dubliniensis-specific features
of chlamydospore induction under a range of conditions,
and screened a series of mutants lacking key regulators
of morphology in combination with specific inhibitors of
regulatory pathways. Based on these data, we propose a model
of chlamydospore regulation that combines rewiring of hyphac-
specific pathways and chlamydospore- as well as species-specific
aspects,

MATERIALS AND METHODS

Strains and Culture Conditions

Candida strains and mutants are listed in Table 1 and were
routinely propagated on YPD¥ agar (10g yeast extract, 20g
peptone, 20 g glucose, 15g agar per liter) at 30°C and stored as
frozen stocks in YPD medium with 15% (viv) glycerol at —807C,

Strain Constructions

All strains are listed in Table 1. The uridine auxotrophic CAT4-
based C. albicans strains were complemented with URAZ by
integration of a Stul-linearized Clpl0 vector (Murad et al.,
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TABLE 1 | Canclicha straing used in this work,

Sitradn

Paramt

Ganotyps

Raferancas

Gilum el &, 1984
Wegreds et al, 1987
Fong and rwdn, 1903
‘Witson at al., 1568

Diris o al, 2000

Makayama af al., 2000

Murad gt g, F001
Hbika and Wiichel, 0K

Wobiks and Mitched, 2005

S04 C. albcans witd-type airain
R 000 CAK wrad A i 3 Ana T A a3 Wa T A teGhe T aciel s TLURAS RO T A ummad 4
CaM 505314 wradAn Ummd 34z A A 24 RO O T AL immd
EMPIT A 10K urad A U 3R A a3 MO A T A i s TATTS TACREE angd g d
D206 Al 100 urad A Ammd 34U A AR ARG LIRS angd AhisGlangd Al
higd Achig@his ) s @
THE1 Cak Ak AchisGiades Arhisl wad A ummdadum R ummd 38
ENOenot A0 END T -3alR-SoHARPIAD-3 « HA-A0E2 s082 A el aoes 1. ADES-LNRAS-S7I-RLLICT
wgla Cal urad A LM 34 AR A A 34 RO A0 T A0 immd 3 ang) AhsG-UIRA3-hslnm T A4 hisG
swvdd EWEIT rad A U 3 Am R A B MO A T A Ammadd angd AshislEangd Achie G
Figd i@ ) Aha B sl as TAT-LAL B A Tod-LIRAT
sehid EPEIT Wl A MMM 3T A A 4 NGO T A uimrd G angd A el Ak G
Fagd AschigGae ) A G sctd A Tod-LALNY sotd A Tod-LIRAS
MasIs P17 T A i BAna T A a3 RO T A aimed 3 argd A e A hisG

Wobika and Mitchel, 2008

hasd Ahis G Achis G mos A TnF-LALTY mas3asTn7-LRA3

rmiota CAR

i I OT AxfaeGiien 100 e G-LIRAA-Mels IO/ T Andimmd 34

Fanmon & al, 1869

weatia P17 B A AHIST 1ps T 1 AARGADE 1 ACLIRAT (RO 101 A kit Palmer ot al., 2003

X2 CAK HIEAHIS TS A LRAT fe ] Afae 1A el A Ummd340aT A, i3 O T A Limma 34 Aok Bito, Unkamily of Salrbum
A

A" FRACO0 24 AUHNE /50 A 000200 rpa 1URAT RO DT A aimend 34 Lea at al., 2004

gonzA® AR GonR AR GRONZ Arhist me T LRAT RO TAD T A limme3d Towrnis gt al,, 2005

gorHa CGAK L AT MM AT, grnd A LR B e E A A Aimmadd Tt et al., 20K

parta Ak Fat] AhisGigalT ACSG D] -um A AT EIR0 - URA3 Limjndapern et ., 2002

@anda CAK Fd ARG AhE G o -urad A e B4AMR0T-LRAT Lo e al | 2008

oA CAK et AzhisGAoyrT Al ROl -UaT AT Amme S i T-wad A nmd3d Rocha et &, 2001

Do HO5514 pOREALFRT paad AT igtal, 2011

mel A CAR S Ae G 1A ah- LA - Rph \RC0 T A Limel 34 Fang et al, 1935

ret = LT A S TAmaf A CmLELE (ROAm A immaid Zridier at al., 2006

LAEERE THET et AP TET - MBS sl A FRT Metrie Pobe, Hans-Kndiknstiu,

Jeria, Germany

Waa C. dubdreansis wild-fypa strain

Morschhduser o al, 1859

“Ti resfone prodatnohy, ehane base on CARM vwers complamanes with LIBAA peng Ciodd,

200400, Transformations were performed following standard
procedures (Walther and Wendland, 2003). Briefly, cultures
were washed and treated with lithium-acetate solution, the
linearized vector was added together with carrier DINA and
polyethylene glycol, and the cells were exposed to a 15 min
heat shock at 447 C, Uridine- positive transformants were selected
on S0 agar. Integration at the RPSI locus was confirmed
by PCR,

Growth Curve Analyses

The effect of rapamycin on cell proliferation was evaluated
vin growth curve assays, Strains were pre-grown overnight in
YPDr at 30°C and after repeated washing they were diluted to
ODgog = 001 in YPD with and without supplementation of 5
nM rapanycin (Sigma-Aldrich and Merck KGaA, Darmstadt,
Germany] solved in DMSO {Cardl Reth GmbH & Co, KG,
Karlsruhe, Germany) or an adequate amount of DMSO as
control, Cultures werg incubated at 30°C ina Magellan TECAN

plate reader (Tecan [-Control Infinite™ 200 Pro, Tecan Austria
GbH, Gridig, Austria) with the extinction in the wells at
600 nm determined over 48 h every 15 to 30 min after 30s
arbital shaking., Generation times as the time for one doubling
of cell count was calculated in phases of exponential growth
(Hall e al, 20143, Additionally, the initial time points and the
extinction in the wells at 600 nm at the stationary phase were
measured,

Chlamydospore Formation

Chlamydospore production was induced on corn meal (CM)-
Tween 80 agar (BL: Hewdelberg, Germany), rice meal-Tween 8
agar (BD, Heidelberg, Germany), yeast nitrogen base medium
(YNE} without ammaonium sulfate (MP, Santa Ana, CA, USA)
agar, or SLAD agar (YNB without ammonium sulfate, with
2% glacose), each supplemented as indicated. The plates were
incubated at 27°C for 7 days in darkness and chlamydospore
formation was monitored  microscopically  (Axiovert, Zeiss,
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Gittingen, Germany), For quantification of chlamydospores a
score systemn (chlamydospore index, CI) was introduced with
a scale ranging from none (00, intermediate (1-2) 1o full (3)
chlamydospore production (see Supplementary Figure S1 for
details),

Inhibition of Chlamydospore Formation
Different  substances were tested for their influence on
chlamydospore formation, Additional carbon sources (glucose,
maltose, lactose, sucrose, galactose, glycerol, and mannitol),
ammenium sulfate, peptone, caffeine (Sigma-Aldrich and Merck
KGaa, Darmstadt, Germany) or heat-inactivated fetal calf serum
(Bio&SELL GmbH, Feucht, Germany) were directly added to the
liquid agar at &0°C. Dibutyryl-c AMP {db-cAMP; Sigma-Aldrich
and Merck KGaA, Darmstadt, Germany), rapamycin {solved in
DMS0), or DMSO {vehicle control) were distributed on top of
solid agar plates to avoid heat-induced degradation. Effects of
inhibitors were tested with agar diffusion assays. To this end, an
& mm diameter hole in the agar plate was filled with liquid test
substances, After the liquid was completely soaked into the agar,
the Candida strains were streaked radially from the agar hole,

Protein Alignment

Protein light sensers (lred, TreB and VeA) of Aspergilis nidulans
were aligned to the proteome of C albicans SC5314 and
C. dubliniensis Win2g4 using the PELAST wol at the Candida
Genome Database (hitpe/fwww.candidagenome.org).

RESULTS AND DISCUSSION

Nutrient Availability Effects on
Chlamydospore Formation Depend on the
Species

Mutrient availability controls morphogenesis in a diverse
range of fungi. For example, next to mating type, lack of
nitrogen or fermentable carbon sources is the most important
factor to induce sexual sporulation of Saccharomypees cerevisiae
(Mitchell, 19%4), Fungal secondary metabolism (Tudzynski,
2ip14) as well as many pathogenicity pathways (Limjindaporn
et al, 2003} are similarly responsive to nitrogen availability.
Maorphological teansitions that are triggered by nitrogen
starvation include pseudohyphal growth of diploid 5. cerevisiae
(Gimeno et al, 1992) and the Gend-dependent filamentation
by . albicans (Tripathi et al., 2002}, Some impact of nitrogen
on chlamydosporulation has also been described for C. allicans
{(Jansons and Nickerson, 1970b; Dujardin et al., 1980b) but no
such information is available for O dulliniensds so far, Hence,
we tested the effect of nutrient addition to chlamydospore-
inducing corn meal tween (CM) agar and rice agar, The
results are shown in Table 2 using the chlamydospore index
(C1) a5 & semi-quantitative score system {see Figure §1 for
representative micrographs of different scores). Presence of
additional 0.5% ammoniem  sulfate had no effect on the
strong chlamydospore formation of both, C albicans and
C. dubliniensis, on these media (Figure 1A). Addition of a
readily available carbon source (2% glucose) specifically inhibited
C. albicans chlamydosporulation, However, only the presence

TAELE | EMects of diffarant carbon and nilrogen sourcas an
s N § thor by C. alb SCEIN, &, dubilini

rydosp is Wii2id,
and C. alblcans ngl A.

Agar . afbi £, dubdnisnsi £ albi
505314 Wil2B4 nrgta

Carenast (W) a 3 3
+ 2% Clucoas o 1 3
+0.5% Ammonium
sallale

+ 2% Gluccas, 05%
ammanum sufate
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+ 2% Lacioes
+ 2% Sucmas
+ 2% Malicsa
+ 2% hannitol
2% Ghpoeral
+ 0. 2% Paplane
+ 2% Paptong
Wisrlar agar
Waasl nirgen basa [YME)
+ 2% Gucose [SLAD)

+ OUB% Arrmmonium
sifate

+ 2% Gucose, DA%

ammaniam sitate (50
+ 2% Galaciose [+] 25
+ 2% Laciose 1
+ 2% Suomas [+
+ 2% Marniiol o 25
+ 2% Ghyoarol 1.5
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Fumbaers wckoafe chismaoaspone quandty (00 sth 3 = stong. T-2 = it fo meghum,
a0 e i gpovilion. Soe Fgore 57 for asapdany racrogrands of coleny enanphokigies

of both, additional carbon and nitrogen sources, reduced
chlamydospore formation in O, dubliniensis,

To elucidate this effect further, we used defined synthetic
media. Pure water agar as a highly nutrient-restricted medium
induced chlamydospores in both, C allicans and C. dulliniensis
|(Jansons and Nickerson, 19700} and Figure 1B]. This was
not visible on standard, M- and C-source containing $00 agar,
suggesting that nutrient supplementation inhibits sporulation.
In order to distinguish between nitrogen-, carbon-, and
other nutrient-responsive effects, a minimal medivm—ryeast
nitrogen base (YNB)—was used to provide only essential
trace melals, vitaming, and minerals. This medium readily
induced chlamydospores in both species (Figure 1B), and we
thus excluded a major sporulation effect by the presence of
micronutrients alone. The addition of 2% glucose to YNB (a
medivm equal 1o SLAD agar) Blocked chlamydospore formation
again specifically in C. albicans. Interestingly, SLAD agar is a
medium well-known to induce hyphae-like and invasive growth
in both, C. albicans and 5 cerevisiae (Cutler et al, 2001;
Laxman and Tu, 2011}, which may indicate an evolutionary
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connection between psendohypha and chlamydospore formation
pathways. YMB agar supplementation with 0.5% ammonium
sulfate dramatically reduced, but did not abolish sporulation by
C. aibicans. Similar to CM agar, only a combination of nitrogen
amd carbon sources inhibited sporulation of © dubliniensis, while
addition of a single macronutrient had litde or no inhibiting
effect,

In contrast to ammonium, the addition of even low
concentrations of peplone as an organic nitrogen  source
(0.2%) had a strong repressive effect on chlamydospore
formation, independent of the Candida species {Figure 1B}, This
observation indicates a crucial role of amino acid presence and
catabolism rather than just total nitrogen content on sporulation.
Previous transcriptome analysis under chlamydospore-inducing
conditions  showed a significant  wp-regulation of peptide
starvation response genes, eg., the oligopeptide transporter
gene PTR2 (Palige et al, 20013) Ptr2 is a conserved high-
affinity transporter which was shown to physically interact with
the nutrient-sensing Torl and Tor2 complexes in 5 cerevisiae
[Aromova et al., 2007}, This Pre2 up-regulation and the inhibitory
eifect of peptone thus indicate that sensing of peptide starvation
15 & mapor chlamydospore-inducing factor. However, in CM agar,
peptone inhibited chlamydospores only in €. allicans. Therefore,
in comparison 1o YNB agar, CM agar seems to be a generally
stronger trigger of chlamydospore formation, able o induce
robust sporulation by both Candida species and showing less
inhibition by the presence of nutrients for . dubliniensis.

Another species-specilic repressing role of peptone, here
on filamentation, has been described carlier: In the presence
of peptone, UMES gene expression is low in O dubliniensizs,
but high in . albicans, allowing hyphae formation only by
the latter (O°Connor et al, 20000, Artificial overexpression of
UMES consequently enables filamentation of . dubliniensiz.
Imterestingly, Umes interacts with the chromatin remodeling
complex Isw2 in 5. cerevisiae to repress expression of meiotic
genes (Goldmark et al., 2000) and a C. albicans isw2A mutant
fails to form chlamydospores (Nobile et al, 2003). Hence, we
tested sporulation of a C. albicans wmesA deletion as well as
a UMEE™ overexpression strain on standard and peptone-
supplemented CM agar. Against our expectation. the wmesA
mutant was not impaired in chlamydosporulation on CM
agar, and UMES overexpression did not allow chlamydospore
formation on peptone- or glucose-containing media, although
hyphae were formed readily (Figure 52). In contrast, deletion
of the flamentation repressor NEGH in O allicans was epistatic
to the glucose- or peptone-induced chlamydospore inhibition
amd its effect could only be reversed by ammonium sulfate
or high peptone levels (Table 2). Therefore, we concluded
that a strong link between chlamydespore and flamentation
regulation exists, but that UMES is not a key factor in the
former.

Nitrogen-Sensing Pathways Promote
Chlamydospore Formation

Eukaryotes sense availability of nutrients like nitrogen and
glucose via the highly conserved Torl kinase complex. Under
conditions of sufficient nutrient supply, Torl is active and drives
a signal cascade that supports cell proliferation, whereas Torl

inhibition under starvation mediates autophagy (Famada et al,
2004} and stimulates nitrogen uptake as well as expression of
nitrogen catabolite-repressed genes (Cardenas et al,, 1999), We
hence supplemented chlamydospore-inducing media with the
Torl antagonisis rapamycin and calfeine 1o investigale a possible
role of Torl-signaling in sporulation. Sublethal rapamycin (20
nil} and caffeine (3 mM) concentrations allowed sustained
growth, but efficiently abolished chlamydospore formation of
C. albicans on CM agar (Figure ZA). Similarly, chlamydospore
formation was also strongly reduced in . dubliniensis, although
some sporulation remained (CI 1) even under rapamycin
treatment (Figure 2A). To further investigate this inhibition,
we next tested the response to rapamycin and caffeine on the
. dubliniensis-specific chlamydespore inducer medium, SLAD
agar (YMNEB -+ 2% glucose). Here both substances totally abolished
sporulation (Figure 2B), and therefore rapamycin had an even
maore severe effect on O dubliniensis than in CM agar-based
assays. Similar effects were seen on chlamydospore-inducing
niger seed (Guizotia abyssinica) agar {Staib and Morschhiuvser,
1999} or rice agar (data not shown) which suggests a conserved
TOR-related mechanism independent of the specific inducing
medium.

How can the nutrient sensor TOR influence fungal
morphology on low-nitrogen agar? Under nitrogen starvation,
diploid 5 cerevisiae cells are known o grow as pseudohyphae
that invade SLADY agar surfaces (Gimeno el al, 1992}, and
this morphological transition can be abolished by rapamycin
treatment {Cutler et al, 2001}, Therefore, it has been suggested
that the pseudohyphae of baker’s veast rely on a low, but stable
TOR activity during nitrogen starvation (Cutler e al., 2001),
According to this model, both the presence of nutrients with
its incrensed TOR activity as well as rapamycin-mediated
repression of the TOR pathway can lead to inhibition of
filamentation (Cutler et al,, 2001). Parallels can be drawn to our
observation of a rapamycin-sensitive chlamydospore formation
by Candida spp.. and we thus propose that similar to 8. cerevisiae
pseudohyphae, a limited amount of Torl activity is needed to
induce chlamydospores, Differences in basal TOR activity levels
and distinct thresholds to supplementary nutrients and Torl
antagonists could thus explain the species-specific response.

Analogous to pseadohyphal growth of 5. cerevisize, addition
of TOR inhibitors to SLAD agar alse blocks hyphal growth
of C albicans and psewdehyphal growth of Candida lusitaniae
and Cryptococcus neaformans (Cutler et al, 2001). Therefore,
it seems that chlamydospore formation relies on conserved
morphogenesis pathways that are dependent on the nutritional
state sensor TOR, but adapted 1o drive different growth forms
during evolution.

As . albicanz argl A sporulated nearly constitutively even
in presence of several good nutrient sources, the mutant strain
wiaas similarly treated with rapamycin and calfeine. However, even
in the presence of inhibiters chlamydospore formation was not
redduced (Figure 530, although the colonies appeared smaller, A
likely explanation is that nutrient-driven pathways, including the
TOR network, positively control the transcriptional repressor
Nrgl. In line with this suggestion, gene expression of NRGI was
shown to be higher in C. albicans than C dubliniensis under
conditions where chlamydospore formation was observed only

Frontiers in “Eﬂli#iﬂq{ werafiorersin.ong

Octaber 2016 | volme T | Amicke 1887

51



Manuskript 3: Regulation der Chlamydosporenbildung

52

Béittcher al al

Criamytospone Formation of Candicde specias

C. dublinfenss\WaZ34

Corm el CCM)

CM + B0mM Ragmnycin

CM + 5 mM Caffeine

B C. afbfeansSC5314 . deblirfensie 284

-

SLAD + 20mM Ragsumycin SLAL

SLAD + 5 mM Calledme

FIGURE 2 | Tor 15 Inhibit o hdany il of C. albx

signairg ksd 1o a signiicant repression of spandation (1 0-1]. Scals bars, 100 pm.

F and C. gl
SLAD YHE + 2% ghociss) agar vath added TOR amagonists. On day 7 of incubstion (2770, darkness], the colory mopholagy showed that imhibitizn of TOR
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In the latter (Staih and Morschhivser, 2005). In combination
with our data, this suggests that a low but stable TOR activity
keeps NRGI expression at such reduced levels that allow
the intense chlamydosporulation of C. dubliviensis. Analogous
observations have been made during hyphae development, were
both, rapamycin treatment and NRGI deletion, in C. dubliniensis
phenocopied . alldcans-like flamentation in liquid media
(Sullivan and Moran, 2011}

Torl Antagonists Directly Impact
Chlamydosporulation and Associated

Gene Expression

Currently, 19 genes are known to be essential for proper
chlamydosporulation in €. allicans, among them two genes
encoding key components of the TOR regulatory pathway: Sch9
and Mds3 (Sonnehorn et al, 1999; Davis et al, 2002; Mobile
et al, 200%; Staib and Morschhiiuser, 2005; Eisman et al., 2006).
To follow wp on the connection betwesn TOR signaling and
chlamydospore formation, we tested the resistance and growth
of known chlamydospore-defective C, aibicans mutants (suvdd,

wh9A, mds3A, Aml0lA, vpsIlA, dit2A) as well ag of the
hypersporulative wrgl A mutant, in the presence of rapamycin
as altered rapamycin resistance can serve as an indicator for
a role in the TOR signaling cascade (Huang et al., 2004). All
mutants were viable and most grew at roughly wild-type levels
in YPD without drug, with slightly, but significantly prolonged
generation tmes of the schdd and vpsllA mutant sirains
{Figures 3A,D). The arglA and the mds3A strains showed
a more severe reduction in optical density (Figure 3B} due
to and in proportion to their hyperfilamentous morphology.
Maoreover, rrgld and vpsl 1A reached stationary growth phases
later than the other strains (Figures 3A.F). In presence of
rapamycin, we identified three groups of mutants; The strongly
resistant strains swvdaA, mds3A, and dit2A with carly stationary
phases (Figure 31); the highly susceptible strains sch9.4, wpsl 14,
and nrgl A showing significantly increased doubling times or
even mo growth (Figures 3G-1)%; and the strain rim @014, the
growih of which was not influenced by rapamvycin. These results
mirror the key role of TOR signaling during chlamydospore
fermation, but additienal TOR-independent pathways seem to
exist, as indicated by the rapamycin-unaffected mutant lacking
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the transcription factor Riml0l, A possible explanation may
be that chlamydospore-inducing media generally have a slightly
acidic pH around 5-6 (Montazer: and Hedrick, 1954}, and pH-
signaling is mediated by Rim101 and its activator Rim13, both
of which are known to be essential for full chlamydosporulation
(Mobile et al., 2003).

Key Factors of the Tor Signaling Cascade
Are Required in Chlamydospore
Production

Orur analyses thus showed a connection to TOR signaling, which
comprises a complex network that controls growth and longevity
in cukaryotes as well as morphology in fungi (Shertz and
Cardenas, 2011}, In order to better understand the function of
this signaling cascade during chlamydospore formation, we went
on to screen a selection of C. albicans TOR signaling deletion
mutants for chlamydospore production on CM agar (Figure 4).
A key target of the Tor complex is the Sit4 phosphatase, which

has mueltiple cellular functions incleding regulation of cell cycle,
cytoskeleton assembly, and rDNA gene expression (Angeles de
la Torre-Rukz et al, 2002). The loss of Sitd in 5 cerevislae
results in defective pseudohyphal differentiation (Cutler et al.,
2000, and a O albfeans g4 mutant s both aflamentows and
avirulent (Lee et al., 2004). In contrast, on CM agar a C albicans
sitdA deletion strain showed no defect in chlamydesporulation
{Figure 4), indicating no function of $it4 during chlamydospore
formation, in stark contrast to Alamentation.

In the presence of sufficient nutrients, the TOR pathway
blocks uptake and catabalism of nitrogenous substrates, but
under nitrogen-poor conditions, it facilitates nuclear entry of
the GATA factors Gatl and Gln3 to mediate expression of
nitrogen catabolite repressed (NCR) genes (Beck and Hall,
1999}, In parallel, TOR represses the expression of aminge
acid biosynthesis genes under sufficient nutrient availability via
the elF2a kinase Gen that activates the transcription factor
Gend. Thus, regulation occurs on transcriptional, translational
and post-translational levels {Cherkasova and Hinnebusch,
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2003}, The role of these two nitrogen-responsive cascades for
chlamydospore formation was assayed using C. albicans deletion
miutants al kl.‘:,' I'.1r_'l4,|rg on f.:.u agar.

Both pathways seem to play an important role during
chlamydospore development, because deletion of either the
central activator of amino acid biosynthetic genes, Gend
[I |'|:u.1r'!-| et al, .'-fl'll'l.".:l, or the I,r.11:|s|."r|[|1iun:,1| activator of NCR
genes, Gatl (Limjindaporn et al, 2003), caused chlamydospore
deficiency (Figure 4), In fact, the © albicans parl A deletion

mutant 15 a prime example for distinet chlamydospore and
hypha regulation programs, as the chlamydospore defect was
::ldu}:!nde‘.nl 1,1f s ﬁl:nlwnl:tliurl [+ mily. In contrist o our
results, a previous study on the role of O albicans Gatl
n:ll,.uingI 1m1rph|_|gr|1r5'is fownd no reduction inm both, |1}-p'||:|{' and
chlamydospore formation {Limjindaporn et al, 2003), possibly
due to media-specific differences, Chverall, a diminished TOR
activity and the rvesultant starvation response thus seem to
mediate chlamydospore formation,
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The second regulater of NCR gene expression is the
transcription factor Gln3, which shares many functions with
Gatl {Liao et al, 2008), Deletion of GLN3 resulied in a
reduced efficiency of chlamydospore formation combined with
an extended sporulation initiation. Both GATA factors, Glnd
and Gatl, enable yeasts to selectively atilize preferential nitrogen
sources via NCR, o mechanism which is indispensible for fungal
pathogens like Aspergillus fumigatus and C. albicans during
infections (Lee et al., 2003}, OF about 100 direct NCR target
genes we hence chose to investigate the role of the ammonium
tramsporter genes, encoding Mepl and Mep2, by testing the
corresponding mutants for their chlamydosporulation capability.
To exclude an effect of the functional redundancy of these
transporters, a O albicans meplAfmep2A double knockout
mutant {Biswas and Morschhiuser, 2003} was used, Sporulation
was unimpaired in this mutant, in agreement with the non-
repressive effect of additional ammonium in CM agar. Thus,
this ammaonivm-specific pathway seems not to be involved in
sensing a chlamydospore-inducing environment. This phenotype
stands in an interesting contrast to the impact of the high affinity
transporter Mep2 on hyphae formation: The N-terminal region
of the transporter 5 essential for O alldcans Alamentation on
SLAD apar {Biswas and Morschhiuser, 2005).

T contrast o ammonium, aming acid homeostasis is under
control of Gen2, which activates Gend—a pathway that is
controlled by TOR under amino acid excess (Toumu el al.,
2005). Whereas, Gend is known to be essential under amino
acid starvation and to have a large impact on yeast-to-hypha
transitions in C. albicans {Tripathi et al, 2002), Gen2 has a
minor rode i Alamentation proceses and is only invelved
in W-acetyliglucosamine (GleMAc)-induced hyphae development
['I'uunlu et al.. 2005:; Kamthan &t al., 201 J.:I. Im our e:ip!:'rjment,s..
the deletion of GUN4, but not GCNZ, inhibited chlamydospore
formation. This suggests a GenZ-independent route of Gend
activation under our tested conditions. In agreement with our
previously observed peptone-induced repression, the amino
acid starvation response seems to be a crucial element during
chlamydospore development by C, albicans.

Fermentable Carbon Sources Specifically
Inhibit Chlamydospore Formation by

C. albicans

Common chlamydospore-inducing media are based on com
or rice and are therefore rich in starch, indicating that
polysaccharides have an inducing or at least non-repressing
effect on chlamydospore development. Complex carbohydrates
are known to influence fungal morphology: In 5 cerevisiae, starch
degradation is associated with the ability 1o grow invasively
and form pseudohyphae (Vivier et al, 1997} and polymeric
cyclodentrines were described to mduce hyphae by C. allicans
(Fekete-Forgics et al., 1997). The repressing effect of glucose
on chlamydasporulation, in contrast, was described almost half
a century ago for C. albicans (Jansons and Mickerson, [970b).
Here, we tested a variety of carbon sources supplemented to
CM and YBN agars (Table 2 and Figure 5) and analyzed their
effect on . albicans and C. dubliniensis wild type strains as

well as the O alldcans gl A mutant, A direct correlation of
the presence of fermentable mono- and disaccharides (glucose,
galactose, maltose, sucrose, and glucose-containing serum) and
inhibition of chlamydospore development was evident only
for ©. albicans, Furthermore, glucose 15 known to be the
dialysable germ tube-inducing component in serum (Hudson
el al., 20043 and the addition of 2% serwm to CM agar similarly
blocked chlamydospore formation by C. albicans. Hence, both
glucose and serum, seem to play opposing roles during hyphae
formation on one side and chlamydospore development on
the other. In contrast, chlamydospore formation of both, the
. dubliniensis wild type steain and the C. aflicans nrgl A mutant,
was resistant to the addition of sugars. Similar differences exist in
filamentation: Serum alone is not sufficient to induce hyphae by
O, dubliniensis and additional glucose inhibits hyphae formation
to sonte extent (O°Connor et al, 2010). Together, these results
point toward a rewired glucose response under chlamydospore-
inducing conditions: Glucose s an important hyphae inducer
and chlamydespore repressor of O allicans, whereas the same
substrate plays the oppesite, albeit less pronounced role in
maorphogenic transitions of C. dubliniensis, Our results with the
C. albicans arg I A mutant furthermore indicate that the nutrient-
induced chlamydospore repression of €. albicans is likely due
1o Nrgl-mediated repression of gene expression, A glucose-
driven regulation of Nrgl has been described in the fungal
pathogen C. neoformans, where expression of the NRGT homaolog
is controlled in response to carbohydrate availability (Cramer
el al., 2006),

Motably, supplementation with non-fermentable carbon
souwrces like glycerol and lactose did not inhibit, but rather
enhanced sporulation by C. albicans (Figure 5), suggesting that
only readily utilizable nutrients can block the chlamydospore
formation in response to starvation. We found similar repressing
effects by both glucose and peptone for © alkicans, but in
other fungi saccharides have a significantly higher inhibitory
potential than nitrogen sources. A low carbon-nitrogen ratio
is, for example, the most important inductor of chlamydespore
production in soil-borne Fusarium species (Griffin, 1976), where
they serve as dormant structures under starvation conditions
{Smolinska, 2000),

cAMP Signaling Mediates Activation of
Chlamydospore-Associated Transcription
Factors

Glucose has a broad range of effects on morphogenetic switches,
and, in yeasts, its downstream signaling is mediated mainly via
the Ras-cAMP-protein kinase A {PKA) pathway (Feng et al.,
1999; Hudson et al, 2004), TOR signaling plays also a minor
role in the glucose response (Hardwick et al., 1999). Overlaps
exist, g, in form of Torl effector kinase Sch9 which inhibits
PEA activity (Zhang et al. 2011} and as a suppression of
TOR deficiency due to constitutive stimulation of the RAS-
cAMP pathway in yeast {(Schmelzle et al, 2004). Therefore, a
reliable association of one notritional trigger or repressor of
chlamydospore formation to a distinet pathway is difficult. We
therefore investigated the possible role of the Ras-cAMP-PEA
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pathway during chlamydosporulation directly. A first link toward
cAMP signaling was indicated by a study on the transceiptional
activator Efgl. In . albicans, Efgl acts as a downstream effector
of the cAMP-PKA pathway, and an e¢fgla deletion mutant
exhibited a chlamydosporulation defect (Sonneborn et al., 1999),

We thus systematically investigated more pathway members for
their function in chlamydospore formation,

Different environmental stimuli, including hyphae-initiating
conditions, activate the Rasl GTPase. This initiates a cascade
by the activation of the Cyrl adenylyl cyclase, which catalyzes




Manuskript 3: Regulation der Chlamydosporenbildung

Battchar at al

Chiamycspons Formation of Candida spacias

the formation of cyclic AMP {cAMP) (Rocha et al., 2001). High
lewvels of cAMP in turn activate PEA, which phosphorylates and
thus regulates transcription factors like Efgl (Inghs and Sherlock,
2013). The level of cAMP is tightly regulated in response to
external stinuli, and <AMP hydrolysis is driven by the high
atfinity phosphodiesterase Pde2 {see also Figure 8).

A mutant lacking RAST in ©, albicans lost the ability to form
chlamydospores (Figure 6). The rasl A mutant is also known to
be afilamentous on several media, but hyphae formation can be
regained by supplementation with cell-permeable dibutyryl (di-}
cAMP {Rocha et al, 20003, To test its effect on sporulation, we
produced CM agar plates with a concentration gradient of db-
cAMP by punching a hole into the agar and filling it with a
solution of 100 mM db-cAMP. High db-cAMP concentrations
fully inhibited sporulation of both Candida wild type strains
alike. Howewver, at the same concentrations, we identified a
zone of increased chlamydospore formation for the C allicans
rasl A mutant (Flgure 8). A similar effect was observed using a
cprl A mutant (not shown). In further experiments, we found
that a concentration of 10 mM db-cAMP in CM agar was
sufficient to inhibit chlamydospores formation in the wild type,

but induced sporulation in the msIA mutant (data not shown),
Moreover, addition of 10 mM db-cAMP inhibited sporulation
of O dubliniensis on SLAD agar, Reasoning that, based on
the raslA phenotype, a certain level of ¢cAMP is required
fer chlamydosporulation, we tested additional db-cAMP under
repressive conditions like nutrient-rich CM agar. However, we
were nol able o redinduce chlamydospores by C allicans or
C. dubliniensis (Figure 54).

The intracellular level of cAMP is tightly regulated and
the Pde phosphodiesterase degrades cAMP (Jung and Stateva,
2003}, We thus vsed a C albicans pde2A deletion mutant to
investigate the effect of cAMP overload on chlamydosporulation.
As expected, on CM agar a C. allicans pde2A deletion mutant
produced significantly more hyphae than the wild type (Jung
and Stateva, 2003}, but, interestingly, chlamydespore formation
was normal (Figure 55), Similarly, it has previously been shown
that heterologous expression of CaPDE? in O dubliniensiz
reduced filamentation, but did not modify chlamydospore
production on the diagnostic niger (G, abyssinica) agar {Staib
and Morschhauser, 2005), In contrast (o the srgl A mutant, PDE2
deletion did not rescue sporulation in presence of rapamycin or

C. albicans SC3314
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CM + db e AMP gradient
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glucose on CM agar (Figure 55), Therefore, the C allicans pde2A
mutant is ancther example where hyphae and chlamydospore
formations are distinetly regulated.

Active RAS-cAMP signaling was thus shown to be essential
o initiate chlamydospores, but ne significant species-specific
differences were evident. This is reminiscent of the fact that
CAMP levels are not at the basis of the charcteristically
low hyphae formation of C dubliniensis, and that neither a
hyperactive Rasl nor elevated cAMP levels can enhance its
filamentation (Moran et al, 2007). Supporting this notion,
comparative  genomics revealed that the € albicans and
. dubliniensis Ras-cAMP pathway are not diverged (Jackson
et al., 2009).

Chlamydospore Repression by Light Is
Specific for C. albicans

Finally, we tested the effect of light on chlamydosporulation in
Candida, Incubation in darkness has been known for a long
time as an inducer of chlamydospore formation by C. albicans
[Dugardin et al, 1980a), but the light-sensing mechanism
or its regulators are still unidentified. We verified the light
sensitivity of the O, allicans wild type strain, which mostly failed
chlamydosporulation on CM upon permanent light exposure.
Interestingly, although complete darkness is generally thought
to be required for their production, we observed C. albicans
chlamydospores in areas of high cell density even under light
[Figure 7). Furthermore, in contrast to the C. albicans wild type,
both . dubliniensis and the C. albicans nrgl A deletion mutant
readily produced unaltered (CI 3) amounts of chlamydospores
regardless of light exposure and cell density {(Figure 7)., The
restoration of chlamydosporulation by the C. albicans nrglA
strain suggests that light exposure may be signaled via a pathway
that triggers the central repressor Negl. On the other hand,
. dubliniensis is often found in environmental samples (Nunn

et al., 2007; McManus et al., 2009}, which may have selected for a
niche-adapted higher resistance to sunlight.

Mher fungal species use light as a signal to regulate their life
cycle and metabolism [reviewed in (Tisch and Schmoll, 2000)). In
the flamentous fungus A, midulans, for example, light is sensed
via the velvet complex, which controls sexual reproduction and
production of secondary metabolites (Bayram et al, 2008}, Velvet
complex mutants of A, nidulans consequently fail conidiation
and sexual sporulation (Kato et al, 2003) In addition, light
sensing controls glucose metabolism in filamentous fungi.
as illumination mfluences glycolysis, the pentose phosphate
pathiway, or the Krebs cycle (Tisch and Schmall, 2010). All these
processes are involved in glucose starvation and could therefore
provide a link to the regulation of chlamydospore production
in Candida, Comparative protein sequence analysis (FBLAST),
however, revealed no evident homologs of phytochromes or
other light sensors in Candida species. Therefore, although we
feund some clues to the signal transduction and the species-
specific differences, the mechanism of light sensing itself remains
obscure, Given the absence of evident light sensors, production of
reactive oxygen species during light exposure may be suggested as
an alternative mechanism. which could feasibly connect light 1o
the chlamydospore-negative phenotypes of the C. albicans hogi A
and goeal A deletion mutants, as the deleted genes are involved in
stress responses (Eisman ct al., 2006; Bambach et al., 2009},

CONCLUSION
Although chlamydospores of C. allicans have been under
investigation for several decades, knowledge on  their

induction and regulation pathways is still fragmemary, On
the ather hand, assavs which are based on the species-specific
chlamydospore initiation are a widespread diagnestic method
o distingnish between . alldcans and C dubliniensis (Ells
ct al, 200110 In this comparative study, we have examined

C. albicans 3C5314
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chlamydospore-inducing signaling cascades in response to
nutrients availability in both species and found important
differences. The C. albicans-specific and MNrgl-dependent
suppressive effect of several monesaccharides and  peptone
indicate that differing Mrgl activity levels is likely one key
to the species-specific chlamydospore formation on diverse
media (this study and Staib and Morschhiuser, 2005). Our

data on chlamydospore-negative C. albicans deletion mutants
as well as the TOR and cAMP-signaling mutants revealed
that chlamydospore formation relies mainly on the TOR
and  Ras-cAMP-PEA signaling cascades (Figure 8). As the
TOR pathway relays on nutritional signals, and inhibition
of Torl kinase activity prevented sporulation to a lower
degree in C. dubliniensis, our hypothesis is that C dubliniensis
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has intrinsically elevated levels of Torl activity which allow
chlamydospore  formation under conditions that are not
sufficient 1o mduce a starvation response in C albicanz, The
chlamydosporulation defect of C albicans rasl A was rescued
by supplementation with ¢cAMP, hinting toward a minimum
requirement of cAME, while a surplus of cAMP negatively affects
chlamydospore formation of both Candida species, implying the
presence of an optimal cAMP range for sporulation initiation.

Light, & commen factor in the control of formation of sexual
fungal spores, had a specific effect on . albicans chlamydospore
formation, which was reversible by NRGI gene deletion. As
light exposure had an effect similar to nutrient supplementation,
including the signaling via Mrgl, an ovedap between these
signaling pathways seems likely, although the topic of (species-
specific) light sensing remains an important unexplored topic in
chlamydosporulation.

In summary, this work expands our knowledge of
chlamydospore formation by Candida species as a morphological
transition next to the conversions between yeasts, pseudohyphac,
and hyphae, We found that chlamydosporulation is a complex
process that acts via and integrates different signal transduction
pathways, While overlaps with hyphae-inducing pathways were
obvious, some major hyphae-regulating factors like Umes,
Mep2, and Pde2 play only a minor rele during sporulation,
suggesting network re-use and rewiring during the evalution of
this specific morphogenetic process,
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Inhaltsangabe

Candida dubliniensis ist der engste genetische Verwandte der humanpathogenen Hefe C. albicans,
jedoch unterscheiden sie sich in der Auspragung phénotypischer Merkmale, die zu einer verminderten
Virulenz von C. dubliniensis beitragen. Hier wurde in einem zwischenartlichen Vergleich der
neuartige Faktor Hmal als eine genetische Determinante der C. albicans-spezifischen Pathogenitit
identifiziert. Dabei agiert Hmal in einem nédhrstoffabhéngigen Prozess, so dass einerseits die
heterologe Genexpression von CaHMAI in C. dubliniensis die Koloniemorphologie auf
Stickstoffmangelmedium entscheidend verdnderte und C. albicans hmalA/A-Deletionsmutanten eine
erhohte Rapamycin-Resistenz aufwiesen. Der Hmal-Verlust fiihrte zu einer C. albicans-spezifischen
Reduktion der Hyphenlidnge in vitro und wihrend der Infektion von humanen oralen Epithelien.
Hinweise auf eine Rolle von Hmal in virulenzassoziierten Prozessen wurden ex vivo durch ihre
verminderte Fahigkeit zur Adhérenz und Invasion von Epithelzellen ersichtlich und diese bestdtigte
sich durch signifikant erhohte Uberlebensraten von Hithnerembryonen nach Infektion mit C. albicans
hmalA/A-Mutantenstimmen im Vergleich zum Wildtyp. Das Hmal-Ortholog Tcd2 in S. cerevisiae ist
ein tRNA-modifizierendes Enzym, das spezifische Adeninmolekiile in direkter Nachbarschaft des
Anticodons chemisch verédndert und damit direkten Einfluss auf die Geschwindigkeit und Genauigkeit
der Translation nimmt. Mittels Fliissigchromatographie-Massenspektrometrie-Untersuchungen konnte
die Threonylcarbamoyladenosin-Dehydrataseaktivitit von Hmal auch in C. albicans nachgewiesen
werden. Folglich belegt diese Arbeit erstmalig einen kausalen Zusammenhang zwischen korrekter

tRNA-Basenmodifikation und der Pathogenitit pilzlicher Erreger.

Eigenanteil

Bettina Bottcher hat die Experimente selbststéindig geplant. Des Weiteren hat sie die Experimente,
ausschlieBlich die quantitativen Analysen der tRNA-Modifikationen und Infektionsexperimente, selbst
durchgefiihrt und diese angeleitet, die Daten ausgewertet und die entsprechenden Hypothesen und
Schlussfolgerungen formuliert. Dariiber hinaus hat sie das Manuskript zu groen Teilen geschrieben

und die Abbildungen erstellt.
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Summary

Candida albicans and Candida dubliniensis are important facultative pathogenic fungi and frequent
colonizers of the human gastrointestinal tract. C. albicans is the most common cause of life-
threatening invasive candidiasis while its closest relative, €. dubliniensis, more frequently causes
superficial infections with very low mortality. One reason for these clinical differences is the higher
propensity of C. albicans to form virulence-associated hyphae. Here, we used a cross-species
comparison of genetic differences to detect a novel factor, Hmal, which regulates species-specific
morphological transitions under nitrogen starvation. In fact, C. albicans hmalA/4 deletion mutants
were impaired in filamentation, adherence and invasion of oral epithelial cells. Hmal acts via
nutrient-responsive pathways, as C. albicans hmaol4/4 mutants display elevated resistance against
the TOR-pathway antagonists, rapamycin and caffeine. in vive experiments furthermore revealed a
role of Hmal in virulence of C. albicans.

The Candida Hmal is an ortholog of the tRNA-modifying enzyme Ted2 in Saccharomyces cerevisiae.
Many post-transcriptional tRNA modifications are evolutionary conserved and facilitate accuracy and
efficiency of translational events. We demonstrate the link of the Hmal tRNA
threonylcarbamoyladenosine dehydratase to the virulence-associated morphology. In conclusion, we
show that proper tRNA modifications are important in the pathogenicity of Candida species and can
be considered fungal virulence factors.
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Author Summary

Candida species are commaon colonizers of a healthy human gut. In predisposed individuals these
yeasts represent the world's leading cause of dangerous fungal infections, but the degree of severity
of disease is species-specifically determined. Genetic tools were used to compare the most
pathogenic Candida species C. albicans with its more harmless relative C. dubliniensis and a novel
factor called Hmal that contributed to species-specific behavior was identified. To define its
biological role hmalA/A deletion mutants were investigated under infection-associated conditions.
Striking alterations in morphology, the ability to colonize human epithelia and the mortality of
infected embryonated chicken eggs were detected. Comparative bioinformatical analyses revealed
the molecular function of the Hmal enzyme which catalyzes a modification at transfer RNA
molecules, Since tRNAs facilitate protein biosynthesis, changes in their modification levels could
result in broad cellular effects which were reflected in the lower virulence potential of C. albicans
hmal4/4 deletion mutants. This is the first study that proves a direct connection between the
pathogenicity of a human fungal pathogen and proper tRNA modifications. The outcome helps to
understand molecular networks in pathogens which is essential to combat infections.

Introduction
Diverse tRNA modifications for diverse functions

tRNA molecules present the structural interface between the RNA and protein worlds. However, in
addition to their primary decoding function, tRNAs also play important roles in maintaining overall
translation pace and accuracy, and they are known to impact primary metabolism (1) as well as affect
stress responses (2). These functions depend on a plethora of precise modifications of the tRNA
molecule itself. For example, an average baker’s yeast cell exhibits 25 different types of modifications
on 36 different locations in its cytoplasmatic tRNA molecules (3), which makes tRNAs the most
heavily modified of the RNA species. In fact, most genomes contain more genes for tRNA
modification and processing than for the tRNA molecules themselves (4). Prominent examples are
the elongator tRNA modification complex (ELP) (5) and the Endopeptidase-like Kinase Chromatin-
associated protein (KEOPS/EKC) complex, comprising Tes1-Tes7 in Saccharomyces cerevisiae (6, 7),
which catalyze complex uridine (mem’s*Us) and adenosine (t°As;) modifications of the anticodan
stem loop (ASL), respectively.

Nucleotides within the anticodon and close to it are modification hot spots with a high importance
for translational efficiency and fidelity (via suppression of frame-shifts). On the other hand,
modifications also ensure the flexibility required for wobble base decoding (8). Besides the wobble
position itself, the purine base 37 — directly adjacent to the anticadon — is frequently highly modified
by a variety of functional groups (3). Most widely distributed and generally well-conserved are t°A
{threonylcarbamoyladenasine), i°A (isopentenyladenosine), and m'G (1-methylguanosine)
maodifications which both facilitate mRNA-to-tRNA binding stability and prevent misreading errors (1,
10). N*-threonylcarbamoyl adenosine, first described in 1974 (11), turned out to be a hydrolyzed
cyclic threonylcarbamoyladenosine (ct®A) that is common in bacteria, fungi, and plants (12). Defects
in modifications of the ASL are lethal for most bacteria (13) and result in a broad range of
phenotypes in yeast, including higher susceptibility to diverse stressors (14), defects in translation,
and aggregation of misfolded proteins (7).

Via different modifications and charging statuses, tRNAs become not solely simple joints between
mRMNAs and the nascent protein, but can also act as messenger molecules for the nutritional state of
the cell. Uncharged tRNAs accumulate in the yeast cytoplasm under amino acids depletion, where
they are bound by the Gen2 kinase (15) that initiates the activation of the transcription factor Gen4d
via phosphorylation of the exchange factor elF-2a, inducing the expression of amino acid
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biosynthesis genes. This Torl kinase-dependent pathway is known as the general amino acid control
(GAAC). tRNA modifications at the ASL have been associated with this regulation cascade: a 5.
cerevisiae tcs24 mutant, defective in threonylcarbamoyl adenosine modification of ANN codon-
tRNAs, lacks the Gen2-dependent Gend activation (16). Furthermore, the amino acid- and nitrogen
starvation-induced pseudchyphal growth of 5. cerevisiae can be blocked by a lack of tRNA thiolation
at the ASL (17).

Candida albicans and C. dubliniensis: Small differences with large consequences

Candida species are fungal pathogens which frequently cause bloodstream infections with high
mortality rates. For these (often) nosocomial infections, Candida albicans is by far the leading cause
(18, 19). In contrast, its closest relative, Candida dubliniensis, rarely causes life-threatening infections
(20), but is still detectable in up to one third of oral candidosis in HIV-infected patients (21). Although
the vast majority of C. dubliniensis genes share sequence identities of over 80 % with their C. albicans
orthologs, certain pathogenicity-related genes differ highly in sequence or are even absent in

C. dubliniensis (22). These genomic differences are reflected not only in epidemiology, but also in in
vitro settings, where C. dubliniensis is less robust against oxidative, osmotic, and temperature
stresses (23).

Both, C. albicans and C. dubliniensis are polymorphic fungi that rely on yeast-hyphae transitions for
tissue invasion and dissemination within their host (21, 24). However, the regulation of hyphae
induction in response to nutrient availability, mediated by the transcription factors Nrgl (25), Umeb
(26), and Efgl (27), differs significantly between the two species, and species-specific differences
have also been reported in Torl-dependent hyphae induction (28). Ex vivo, on reconstituted human
epithelium, C. dubliniensis furthermore fails to produce germ tubes and consequently cannot invade
the tissue — in stark contrast to the highly invasive C. albicans. The overall lower virulence of

C. dubliniensis finally also manifests in different animal models like mice (29) or embryonated chicken
eggs (30). Therefore, investigating the few genetic differences between C. albicans and C. dubliniensis
should provide us with important information about species-specific stress responses, regulators of
morphogenesis, and pathogenicity-related pathways.

In this study, we employ a cross-species approach to reveal a novel role for a C. albicans tRNA
modifying enzyme, Hmal, during starvation-induced morphogenesis and link it to the TOR pathway
regulon. Finally, we investigate the impact of HMA1 in C. albicans under infection-mimicking in vitro
conditions and in a chicken egg infection model to reveal the importance of tRNA modifications
during Candida infections.
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Results

Identification of C. dubliniensis transformants with diminished chlamydospore formation under
nitrogen starvation

While genetically closely related, Candido albicans and Candida dubliniensis differ markedly in their
clinical incidence and etiopathology (23). To uncover genes that contribute to these differences in
virulence, we tested a library of C. albicans genomic fragments integrated into the C. dubliniensis
strain CdUMA4A, a derivative of the commonly used wild type Wii284 (25). During a recent study, we
detected interesting morphological differences already between the wild types of the two species
when grown on the nitrogen-limiting SLAD agar (31). At 37°C, SLAD agar is an established medium for
hyphae induction in C. albicans (32). However, after prolonged (three days) incubation at lower
temperatures (27-30 °C} in darkness we noted extensive chlamydospore production by

C. dubliniensis, whereas C. albicans remained in the yeast form (figure 1A, 1B) and (31). This
observation was confirmed with chlamydospore-specific GFP reporter strains (33). A strong GFP
signal was detected in C. dubliniensis, whereas the yeast cells of C. albicons did not fluoresce (figure
$2). Hence, SLAD agar induces chlamydospore (and pseudohyphae) formation solely in

C. dubliniensis.

We used this finding to screen for novel morphology-associated C. albicons genes in our library. In
total, about 20,000 transformants were grown on SLAD agar under chlamydospore-inducing
conditions. By microscopical selection, we found smooth colonies of C. dubliniensis transformants
that phenocopied the C. albicans colony appearance. One clone, CdINT2, showed a strong and
repraducible reduction in sporulation and filamentation (figure 1C). Sequence analysis of its
integrated C. albicans DNA fragment revealed an assembly of three adjacent open reading frames
(orf19.2113, 0rf19.2114 and orf18.2115).

HMA1 is a regulator of morphogenesis in C. albicans and interacts with the TOR pathway

To determine which of these transferred open reading frames was responsible for the phenotype,
each gene including its up- and downstream untranslated regions was separately integrated into the
ariginal C. dubliniensis parental strain CdUMA4A. Integration of neither orf19.2113 nor orf19.2114
affected pseudohyphae or chlamydospore formation (data not shown). Only the strain bearing the

C. albicans orf19.2115 (strain Cd2115) mimicked largely the colony morphology of C. albicans and the
original integrant strain on SLAD-agar (figure 1D). The ortholog of 0rf19.2115 in 5. cerevisige, TCD2,
encodes a tRNA threonylcarbamoyladenosine dehydratase (12). As the common gene name TCD2 is
already in use in C. albicans, and in light of its biological function, we decided to name this gene
HMA1 (for Hypermadification of Adenine). Its C. dubliniensis ortholog (CD36_15150) will
consequently be named CdHMAL in this text to differentiate the two genes.

For a detailed characterization, hmalA/A deletion mutants were then created in C. albicans and in
C. dubliniensis (Cdhma14/a). Additionally, revertants were obtained by integration of one allele into
the native genomic region, resulting in strains hmald/HMA1 (C. albicans) and Cdhmala/CdHMAL
(C. dubliniensis). Finally, CAHMAZ was deleted in Cd2115 to obtain a C. dubliniensis CAHMAL-
deficient strain which carries only the C. albicans HMA1 in one copy (Cd2115_CdhmalA/a). All
strains were verified by Southern blotting (figure 51).

Our initial screen to detect HMAI used a nitrogen-poor medium. The TOR pathway is well known as a
central regulation cascade for responding to nutritional stresses in eukaryotes (34). Hence, we tested
the growth of the C. albicans wild type strain 5C5314, the C. albicans hmald/4 deletion mutants, and
the revertant hmald/HMAI in the presence of sublethal concentrations of the TOR antagonists
rapamycin and caffeine. In YPD cultures without additives, all strains grew fast and reached a plateau
within 16 h, with only a very slight delay by the hmal4/4 as well as the hmald/HMAI revertant
strains (figure 2A). Addition of 5 nM rapamycin or 7.5 mM caffeine (figure 2B and 2C) to the medium
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increased the generation times in all strains, but under both conditions the C. albicans hmalA/A
mutants were significantly less affected than the wild type strain. The complemented strain bearing
one HMA1 allele showed an intermediate growth. Together, this indicates an involvement of Hmal in
Torl-mediated signaling.

It is known that presence of the threonine analogue L-homoserine suppresses the growth defect of
t°A tRNA modification-defective S, cerevisioe mutants to exceed even wild type levels (7).
Interestingly, the hmalA/A deletion mutants similarly grew better than the C. albicans wild type and
the complemented strain when 1 mg/ml L-homoserine was present as the sole nitrogen source in
minimal medium (figure 2D). The deletion of Cdhma14/4 in the C. dubliniensis strains Wii284 and
Cd2115 however did not influence the proliferation rates (figures 2H and 53D). Furthermore, when L-
threonine or ammonium sulfate was provided instead of L-homoserine, the growth of C. albicans
hmalA/4 deletion mutants was identical to the wild type (data not shown). These data first hinted
toward a possible involvement of C. albicans HMAI in tRNA modifications.

All tested C. dubliniensis strains grew equally well in YPD media (figures 2E and S3A), but in direct
contrast to C. albicans, C. dubliniensis CdhmalA/A strains exhibited an increased sensitivity to
rapamycin (figure 2F) and caffeine (figure 2G). The €. dubliniensis Cd2115 strain, which contains an
additional C. albicans HMAI, was more sensitive to rapamycin and caffeine than its wild type (figure
53), reflecting the negative impact of HMAZ in C. albicans on TOR inhibitor resistance. An additional
deletion of CdhmalA/A in this background, in contrast, did not change the Cd2115 rapamycin (figure
S3B) or caffeine (figure S3C) phenotypes. This suggests that despite the opposing effects of the
deletion, presence of C. albicans HMA1 alone sufficient to elicit sensitivity.

The TOR pathway is important for responding to the cellular nutritional status. Hence, growth with
the non-fermentable carbon sources glycerol and ethanol, as well as proliferation under nitrogen
limitation were tested, but we found no evident effect of the HMAI deletion in both Candida species.
Similarly, a C. albicans hmalA/A mutant showed no phenotypic effect when tested with other
stressors, including oxidative (5 mM H,0;, 50 mM menadione), antifungal (2 pg/ml tunicamycin,

6 ug/ml fluconazole), cell wall (300 pg/ml congo red, 50 uM calcofluor white), and osmotic

(1 M NaCl, 0.3 M LiCl) stress (data not shown). This profile hints toward a specific role for HMAI in
TOR-driven signaling, rather than a global effect, similar to the phenotypes of 5. cerevisiae t°A-
deficient strains and strengthening the notion of an involvement of Hmal in tRMNA madifications (7).

Many tRNA modifications are known to be mediators of the heat stress response (35). In line with
that, a slight decrease in growth was observed for €. albicans hmalA/4 strains during incubation at
42 °C (figure S4A). The C. dubliniensis CdhmalA/A mutants were similarly retarded in growth at 41°C,
the maximal growth-supporting temperature of this species (figure 54B). The presence of an
additional C. albicans HMA1 gene copy in C. dubliniensis Cd2115 did not influence heat resistance.
Therefare, we assume a species-independent role for HMAI during heat stress.

Hmal has a species-specific role during hyphae formation

The ability of Candida species to undergo yeast-to-hyphae transitions is considered one of the most
important pathogenicity strategies of these fungi. It also serves as a reliable method to distinguish
pathogenic yeast species like C. albicans and C. dubliniensis under defined conditions (29, 36). Given
the previously observed involvement of HMAI in morphology, we assayed the filamentation
capacities of all strains using diverse solid and liquid media. These comprised minimal or nutrient-
deprived agar (water agar and SLAD agar) and complex media (YPD, Spider, and chocolate agar, and
water + 10% FCS ligquid medium) at different temperatures.

The C. albicans hmalA/4 deletion mutants showed clearly impaired hyphae fringes on the colony
borders on chocolate agar, Spider agar and YPD agar (figure 3A-C) after incubation at 37 °C for five
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225  days. This phenotype was nearly fully reverted in the hmal4/HMAZ1 strain. In contrast, in all strains
226 the central wrinkling of the colonies was comparable to the wild type (figure 3A-C). This indicates a
227  specific reduction in longer hyphal elements which invade the agar surface rather than a general loss
228 of filamentation. Notably, no alterations in filamentation of the C. albicans hmalA/4 mutants were
229  observed on minimal agar plates (water agar and on SLAD agar). Thus, we propose that HMAI acts
230 via nutrient-driven signaling pathways.

231  Generally, C. dubliniensis shows little to no propensity for hyphae formation on standard agar plates.
232 Only on minimal medium agar at 37°C, a late robust hyphae formation without any central wrinkling
233 was observed. However, under these conditions the deletion, revertant, and transformant mutants
234 exhibited no difference to the C. dubliniensis wild type (figure 55A-C), indicating that in contrast to
235 C. albicans, CdHmal plays no role in C. dubliniensis filamentation on agar plates.

236 We hence also tested C. albicans and C. dubliniensis in liquid medium, i.e. water supplemented with
237 10% calf serum. Hyphae length of C. albicans wild type after four hours reached in average 55.8 uM,
238 whereas the hyphae of the two independent hma1A/A mutants were significantly shorter with 41.9
239 and 40.4 um (reduction by approximately 25%; figure 4A). The complemented strain reached almost
240 wild type levels, at 52.1 um mean length. Similar reductions in hyphae length by C. albicans hmald/A
241  were observed in liquid Spider medium, DMEM and DMEM with 10% FCS [data not shown). In stark
242 contrast, the C. dubliniensis hyphae length in water-serum medium increased significantly in

243 CdhmalA/A mutants (140.5% and 141.2% of wild type length), a phenotype which was largely

244 reversed by re-introduction of CdHMALI (figure 4B). Introduction of C. albicans HMA1T into

245  C. dubliniensis also led to longer filaments, which could not be increased further by additional

246  disruption of the native CdAHMA1 alleles. This shows that the effect of Hmal differs strikingly

247  between the two species, and that C. albicans Hmal promotes growth of long hyphae under many
248  different conditions. We hence continued to investigate the molecular function of Hmal as well as its
249  role in virulence.

250 . albicans HMA1 encodes a tRNA modifying enzyme

251  The gene TCD2, which encodes a tRNA threonylcarbamoyladenosine dehydratase in Saccharomyces
252 cerevisige, shows high protein similarity with C. albicans Hmal (identities 60.2%, positives 77.0%)
253 and C. dubliniensis CdHmal (61.4%, 78.4%) and most important structural protein components were
254  identical in C. albicans and baker's yeast (figure 5A). The ubiguitin-like E1 activating domain is

255  present in different tRNA-modifing enzymes like Uba4 and represents the functional center of these
256 enzymes (37). Based on functional analyses of Tcd1/Ted2 in 5. cerevisioe (12), the CaHmal enzyme
257  very likely targets a threonylcarbamoylated adenosine residue at position 37 (t°As;) specifically in
258 tRNAs bearing an NNU anticodon. There it catalyzes the dehydration to form an oxazolone ring

259  (ct®Ag;) under ATP consumption (12) (figure 5B).

260  Prediction of putative effector genes that rely on ct®A;; modification during translation processes

261 AsHmal affects ANN codon-pairing tRNAs via formation of cyclic t°A;; modifications, we investigated
262 whether these codons are enriched in genes possibly involved in morphology regulation. In bacteria,
263 t°As; modifications affect genes with multiple ANN codons more they if occur in long stretches rather
264 than being distributed (13). Hence, we scanned the C. albicans genome for genes with long ANN

265 stretches using a normalized cluster score (a measurement of ANN clustering) of = 1.0 (details in

266 material and methods section and table 52). The 7.5% highest scoring genes in the €. albicans and
267 (. dubliniensis genome were analyzed for GO term enrichment. We found a significant enrichment of
268  transcription factors for both species (figure 6 and table 52). Of these transcription factor genes, 13
269  were shared by C. albicans and C. dubliniensis, but we identified some species-specific genes that
270 could contribute to the divergent phenotypes. Examples include the C. albicans zinc-finger

271 transcription factor ZFU2, which has been described to play a role during adherence to surfaces (38),
272 and C. dubliniensis SLF2 as a known factor for virulence differences in C. albicans and C. dubliniensis

70



273
274

275
276
277
278
279

280

281
282
283
284
285
286
287

288
289
290
291
292
293
294
295
296

297

298
299
300
30
302
303

304
305
306
307
308
309
310
311
312

Manuskript 4: tRNA-Modifikationen als Virulenzdeterminante in C. albicans

(39). The reduction in invasive hyphae formation may thus be at least partly explained by
translational, rather than transcriptional repression or dysregulation of certain transeription factors.

Proteins whose arginine residues are solely ANN-encoded are highly affected in t°A-defective
mutants of 5. cerevisiae (7). Therefore, Candida genes were sorted by their preference to use ANN-
codons for arginine (table 52). We found an enrichment for structural components of ribosome
biogenesis and transmembrane transporters, which we however could link to translational efficiency
but not to morphogenesis.

hmalA/A deletion reduces adherence and invasiveness into oral epithelial cells

Having established a connection between Hmal, tRNA maodification, and morphogenesis, we
investigated adhesion and invasion as the two primary steps in Candida infections. We infected the
human oral epithelial TR146 cell line with C. albicans wild type, hmala/A deletion and revertant
strains. After three hours, 25.7% of wild type cells were found adhered to the host cells, but anly
13.0% and 15.4% of the two independent hmalA/A strains, a reduction by more than half (51% and
60%, respectively). This phenotype was mostly reverted with the single HMA1 allele-bearing
hmalA/HMAT strain at 21.2% adherence (only 18% reduction, figure BA).

Differential staining of hyphae allowed us to measure invasiveness. Here, invasiveness was defined as
the proportion of hyphae with any invasive part relative to all adherent cells. Of the C. albicans wild
type cells, 36.0% were invasive, while the hmala/A mutants were significantly reduced to 24.0% and
25.8% invasiveness (i.e., by about one third; figure 6B). The complemented strain again completely
regained wild type levels of invasiveness at 41.5%. Similarly, the total hyphae length of hma14/4
strains was reduced to 76.3% and 80.5% of the wild type (figure 6C), in agreement with our in vitro
water-serum medium data. Interestingly, if a hypha had successfully invaded epithelial cells, the
length of the invasive part did not differ significantly (figure 6D). This indicates that adhered growth
and initial invasion, but not subsequent elongation inside the host cell was inhibited.

Lack of ct"A_;,; attenuates virulence of C. albicans in vive

Given the in vitro effects of the HMAL deletion on hyphae, we predicted an impact of the loss of
ct®As; modification on C. albicans virulence. To test this hypothesis, we employed an embryonated
chicken egg infection model established in our lab (40). For the experiment, eggs were infected in
batches of 20 with 107 (high infection dose) or 10° (low dose) yeast cells per egg of the C. albicans
wild type strain, the hmald/4 deletion mutants, or the complemented hmalA/HMAZI strain. Vitality
of avian embryos as the read-out for fungal virulence was monitored over seven days.

As expected, infection with the high dose of C. albicans proved highly lethal and consistently led to
rapid death within the first three day with all strains (data not shown). However, with the lower
infection dose where fungal growth and invasion became more relevant, significant strain differences
were observed. Injection of C. albicans wild type resulted in a high overall mortality of 92.5% at day
seven (Fig. 8). In the same time frame only 27.5% of chicken embryos succumbed to one of the
hmalA/a mutants (strain B), a phenotype which could be reverted to an intermediate extent of
52.5% mortality in the isogenic hmald/HMAI strain. The second independent hmal4/4 knockout
mutant (strain A) was similarly severely attenuated in virulence, but at a lower overall level than
strain B. Together, these data show that presence of Hmal is required for full virulence of C. albicans.
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313  Discussion
314 Cross-species comparisons are useful tools to elucidate virulence factors

315 We started our investigation by exploring the genetic differences between C. albicans and its closely
316 related sister species, C. dubliniensis. During evolution subpopulations of microorganisms can adapt
317  tonovel niches and new, beneficial genetic attributes are fixated (41). Adaptation to a host often

318  leads to the acquisition of pathogenic features which are absent in related avirulent or |ess virulent
319 sister species. Genomic cross-species comparisons can be a useful tool to get insights into the genetic
320  basis of species-specific lifestyles of related microorganisms. A recent showcase study used

321  pathogenic and environmental Burkholderia species, where a comparative RNA-Seq based approach
322 revealed specific quorum-sensing systems depending on their native niches (42).

323 Inour case, while C. albicans seems to have acquired a number of specific virulence factors like

324  hydrolytic enzymes or hyphae-associated genes (23), the less pathogenic C. dubliniensis underwent
325  reductive evolution instead (22). Similarly, cross-species transcriptome comparison of these Candida
326  species has revealed differences in expression of orthologous, virulence-associated genes like ECE1
327 (43, 44). Hence, in order to further identify novel pathogenicity-associated factors of C. albicans, a
328  genomic fragment library was integrated into C. dubliniensis (25) and we screened the resultant

329 strains for effects on morphology, which is known to play a central role in C. albicans virulence.

330 Whereas all previously used media that induced chlamydospores specifically in C. dubliniensis rely on
331 natural ingredients, especially plant-derived components (24, 45), we verified SLAD agar as an

332  alternative medium. SLAD agar has a consistent and reproducible composition which makes this

333 synthetic medium likely even better suitable for discriminative Candido diagnostics.

334 The approach to integrate a genomic C. albicans library into C. dubliniensis was first used by Staib et
335 ol to discover the role of Nrgl as a major C. albicans chlamydospore repressar (25). In fact, we found
336  asimilar phenotype by integration of the previously uncharacterized C. albicans gene HMAI. The
337  resulting strain, Cd2115, was impaired in chlamydospore and pseudohyphae formation. However,
338  Hmal was found not to be a transcription factor, but instead showed highest similarities with the
339 5. cerevisioe tRNA threonylcarbamoyladenosine dehydratase Ted2. Interestingly, a previous large
340 scale screening in 5. cerevisioe revealed that overexpression of TCD2 increased invasive and

341 pseudohyphal growth on nitrogen-sufficient medium (46), a phenotype that is very similar to that of
342 C. albicans hmalA/4 deletion mutants.

343 Wide-ranging consequences of t°A modifications

344  The importance of tRNA modifications for cellular processes has been extensively studied in humans,
345  as many genetic diseases, including cancer, diabetes, and several neuropathies are caused by

346  improper tRNA modifications (47), yet the effector mechanisms are still often poorly understood.
347  Miyauchi et al. discovered the cyclic t°A tRNA modification at position 37 in 2013 and showed its
348  unexpected wide prevalence in bacteria, fungi and plants (12). Further investigations into the

349 condensed compound ct®A are lacking, but the structural and steric similarities to the t°A precursor
350  molecule allow some functional assumptions. The t°A modification is one of the few conserved tRNA
351  modifications which occur in all domains of life, and defects in its synthesis pathway are lethal in

352  many prokaryotes (48), including the pathogens Mycoplasma pulmonis (49), Salmonella Typhi (50),
353  and Staphylacoccus aureus (51). In fact, strategies to target t°A-biosynthesis for antibiotic therapy
354  have been considered (10). Indispensability of t°A-related genes is however not strictly conserved
355  within bacteria, and some species like Deinococcus radiodurans which use a yeast-typical tRNA

356  charging system can tolerate t°A defects (13, 52). Therefore, the t°A -independency of eukaryotic
357  isoleucyl tRNA synthetases would be one explanation for the viability of t°A- and ct®A-biosynthesis
358 defective mutants in S. cerevisiae (12, 53) which was reflected by our observed lack of severe growth
359 defects of hmald/A mutants in C. albicans and C. dubliniensis.
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In 5. cerevisiae, Ted2 is associated with the KEOPS complex, and knockout mutants of members of
this complex are blocked or diminished in t°A formation (53). Threonine, in addition to carbonate and
ATP, is a substrate in the initial steps of t*A formation, and availability of threonine is thus a
determinant of t*A modification levels (10). Supplementation with L-homoserine, an isomer of
threonine, consequently increased the growth rates of both 5. cerevisioe tcs2A and C. albicans
hma1A/A mutants even beyond their parental strains (7). Prominent phenotypes of ct®A-defective

5. cerevisige tcd2A mutants include an elevated sensitivity to heat stress (37 °C) (54) and the inability
to use non-fermentable carbon sources (12, 55). As recently shown, the connection between heat
resistance and tRNA modification differs among yeast species depending on their evolutionary
histary and ecological niche (56), but the effect was observable in the Candida hmal4/4 deletion
mutants, with evident consequences for infections of endothermic hosts. Baker’s yeast and Crabtree-
negative Candida species however differ in their primary carbon catabalism (57), and we
consequently observed no correlation of ct®A formation and respiratory growth ability for the latter.
Finally, levels of many tRNA modifications are considered possible internal markers for exposure to
cellular stressors (14, 58). We however did not see any growth variations for C. albicans hmalA/A
mutants in the presence of osmotic, oxidative, or DNA damaging stressors. This suggests that Hmal
is not relevant for the global stress response.

tRNA modification levels affect the TOR pathway and influence morphology

TOR signaling directs complex cellular networks depending on nutrient availability (59). The link
betwean TOR pathway and tRNA-modifications like t°A is conserved throughout the eukaryota: A loss
of modifications at the ASL decreases rapamycin resistance in 5. cerevisige (60, 61), KEOPS complex
mutants in Orosophila resemble TOR pathway-deficient mutants (62), disturbance of tRNA-modifying
enzymes reduce the TOR-driven cell growth in Arabidopsis thaliana (63), and a hypomodified
adenosine residue at position 37 of tRNAs is considered a risk factor for type 2 diabetes as a
consequence of mTOR overactivation in humans (64) (65). Interestingly, only the C. dubliniensis
Cdhmald/A and 5. cerevisiae ted1A and ted2A mutants share the feature of a reduced rapamycin
resistance to their parental strains (12). In C. albicans, the hmalA/A gene deletion enhanced
resistance to TOR-antagonistic substances. Hence, Hmal acts — in interplay with the TOR-pathway —
in a species-specific manner.

In addition to the conserved TOR functions, reduced Torl activity also contributes to C. albicans
yeast-to-hyphae transition via nucleosome repositioning that allows expression of hyphae-associates
genes (66), and we investigated the role of Hmal in polymorphism. A function in marphological
transitions was hinted at by the integration of C. albicans HMA1 into C. dubliniensis, which changed
its morphology under nitrogen and amino acid deficiency. This parallels a similar role of tRNA
modifications in thiolation-deficient 5. cerevisiae uba4A mutants which do not filament on SLAD agar
(17). Further deletions of hmalA/A in C. albicans led to a severe decrease in hyphae length and
invasiveness into oral epithelial cells, Interestingly, this effect was species-specific, as C. dubliniensis
Cdhmala/A mutants formed unaltered hyphae on solid media and even longer filaments in presence
of serum. The involvement of Torl in the filamentation response of C. albicans is known to depend
on the medium used. On (semi-) solid media under nutrient restrictions, TOR pathway activity can
increase the hyphae formation of C. albicans (32). In contrast, in liquid medium, Torl activity
supports growth as yeasts of bath C. albicans and C. dubliniensis, but hyphae elongation can be
enhanced by supplementation with rapamycin (28, 66, 67) .

How does Hmal compare to these Torl effects? In our experiments with C. albicans, presence of the
HMA1 gene was required for formation of a hyphal colony fringe specifically on nutrient-rich agar,
where rapamycin is known to have no effect (32). In contrast, on nutrient-poor media the colony
morphology was independent of Hmal but is strongly affected by Torl repression (32). Furthermore,
the central wrinkling was always unaffected in hmalA/A strains, while at least on nutrient poor
media, Torl repression abolishes these wrinkles. Overall, C. albicans Hmal seems to be required
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under conditions where Torl activity is dispensable for hyphal growth, namely in presence of
sufficient nutrients. We therefore predict opposing roles for Tarl and Hmal-mediated ct®A
modification in C. albicans. Interestingly, in C. dubliniensis Cdhma1/4 mutants, both the effect on
rapamycin resistance and on hyphae formation was reversed compared to C. albicans HMA1
deletion. This further hints toward an evolutionary rewiring between Hmal and TOR pathway
activity.

. Specific changes infilamentation and Hmal defects correlates in both C. dubliniensis and C. albicans
hmalA/A mutants. In silico analyses of ANN-enriched genes, which would possibly be most affected
by loss of Hmal, identified a number of common and some specific hyphae-associated genes in both
species. Among the transcription factors specifically enriched for ANN in C. dubliniensis we found
CdUMEG and CdSFL2, two genes known for their species-specific regulation of filamentation. Low
CdUMEB gene expression prevents hyphae formation of C. dubliniensis (26) in nutrient-rich media
even in presence of serum where UMES expressing C. albicans readily filaments, Similarly, in an
inducible mutant, CdSFL2 gene expression levels correlated with filamentation in C. dubliniensis (39).
The efficiency of translation of these factors — dependent on the tRNA modification state = may thus
play a role in the morphological differences between the two species.

In fact, overexpression of the HMAI ortholog TCD2 in 5. cerevisiae is known to result in enhanced
pseudohyphal growth as well as increased invasion into nitrogen-sufficient agar (46). Similarly, the
reduced hyphae length of C. albicans hmalA/A was accompanied with impaired invasiveness on agar
plates and, importantly, on human epithelium, a phenotype that is linked to general virulence
potential (68).

A connection between tRNA madification and morphology is also known in other contexts: low
meodification levels at the tRNA wobble antibase in 5. cerevisige exhibit similar defects in starvation-
induced agar invasion (63), and genes coding for tRNA modifying enzymes (UBA4, URMI, NC52,
NCS6) were enriched in a systematic screening of 5. cerevisiae deletion mutants with altered colony
morphology on solid agar. The integrity of tRNA modifications can affect development of
morphological structures in other arganisms, from filamentous morphologies in Salmonella (70) to
alterations in the auxin-regulated morphogenesis in Arobidopsis (71).

tRNA modifications are required for full virulence

In most bacteria a defect in t°A modification is lethal (13), and modifications that target the tRNA
wobble bases are known to be essential for virulence of gram-negative bacteria like Pseudomonas
ageruginosa (72). In Samonella Typhimurium, disrupted tRNA modification reduces expression of
flagellar and secretion type lll-genes (70). Little is known on the role of tRNA modifications for fungal
pathogenesis, but the plant pathogen Colletatrichum lagenarium failed to penetrate host tissue after
defects in 7-methylguanosine farmation (73) — a phenotype somewhat analogous to our C. albicans
hmal4/A mutants. In our case, the reduced adhesion and invasion properties during infection of
human oral epithelia hinted toward the possibility of a general virulence defect.

We hence used an alternative infection model to test the virulence potential of our tRNA
modification-defective mutants: embryonated chicken eggs, a model which is known to correlate
well with mice infections and which is suitable to predict progress of infection in mammals (74). In
this avian model infection with Hma1l-defective strains resulted in a significantly reduced mortality
rate, supporting our idea of a role for tRNA madifications for fully expressing Candida virulence
attributes.

Interestingly, our in silico analyses showed Hmal to be fungal-specific without a human ortholog and
therefore, tRNA modifying enzymes could potentially serve as future antibiotic targets.
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Conclusion

5o far, tRNA modifications have not been implicated, to our knowledge, in the virulence potential
and morphogenesis of human fungal pathogens. Based on our data, we propose a model (figure 9)
where the interplay of ct®A tRNA modification levels and TOR pathway activity influence the
filamentation of C. albicans and C. dubliniensis via a common route, but with species-specific
outcomes. Central in this model is the tRNA modifying enzyme Hmal that effects especially ANN
codon-rich transcripts and thereby influences the translation fidelity and efficiency of many
transcription factors relevant for hyphae formation and expression of pathogenicity-associated
genes. Together with the output of the Torl-dependent arm, the combined effect has a strong
impact on morphogenesis, invasion, and in consequence virulence of C. albicans, linking tRNA
modifications to fungal infectious disease.

Materials and Methods

Strains and culture conditions

Candida strains were routinely propagated an YPD agar (20 g peptone, 10 g yeast extract, 20 g
glucose, 15 g agar per liter) at 30°C and stored as frozen stocks in YPD medium with 15% (vol/vol)
glycerol at —80°C. Candida strains used in this work are listed in Table 1.

Morphological tests

Chlamydospore formation

Chlamydospore production by C. dubliniensis was induced on solid synthetic low-ammonium-—
dextrose (SLAD)-agar (0.17% Yeast Nitrogen base without Amino Acids and Ammeonium 5Sulfate; BD,
Heidelberg, Germany) (75) without any additional nitrogen source but with 2% glucose and 2% agar
(Kobe I, Carl Roth GmbH + Co. KG, Germany). Formation of chlamydospores by C. albicans was
induced on corn meal-Tween 80 agar (BD, Heidelberg, Germany). The plates were incubated at 28°C
for 2-7 d in darkness, and chlamydospore formation was monitored microscopically [Axiovert, Zeiss,
Germany).

Germ tube assays

For hyphae induction in liguid media, Candida strains were pre-grown in liguid YPD overnight (30°C,
180 rpmy), washed with ddH,0, and 10° cells were transferred into 500 ul of one of the following
filament-inducing media: Spider medium (1% mannital; 1% nutrient broth; 0.2% K;HPO., pH 7.2}, H,0
plus 10% (vol/veol) fetal calf serum, DMEM medium, or DMEM medium plus 10% (vol/vol) fetal calf
serum. Cultures were grown four hours at 37°C with 5% CO,, and the morphology was analyzed
microscopically (Axiovert, Zeiss, Germany).

Filamentation assay

Candida cells from YPD overnight cultures were washed and 5 pl of 2x107 cells/m| were spotted on
the following agar plates: YPD, Spider, water agar, SLAD, or boiled blood (chocolate) agar (76). Colony
filamentation was investigated after incubation at 30°C or at 37°C in either atmospheric or 5% CO,-
enriched air after three and seven days incubation, using a binocular (Stemi 2000-C, Zeiss, Germany).

Stress assays

Resistance of Candida strains to stressors was tested by growth curve assays and serial drop dilution
tests on solid agar plates. In both cases Candida cells from YPD overnight cultures (30°C, 180 rpm)
were initially washed once with water. For growth rates cells were diluted to ODgyp = 0.01in YPD or
SD medium with indicated concentrations of supplements (rapamycin, caffeine, or L-homaoserine; all
from Sigma-Aldrich GmbH, Germany). Cultures were incubated at 30°C in 96-well plates a Magellan
TECAN plate reader and QD.q, was determined after 30 s shaking every 15 min over 48 h. For drop
dilution tests, Candida cultures were adjusted to 2x10° cells/ml and successively diluted by factor 10.
5 ul of each concentration was dropped onto solid agar plates and colony growth was followed for
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508  two or three days under the indicated conditions. Photos were taken with an imaging system (Vilber-
509  Lourmat GmbH, Germany).

510

511  Adhesion/finvasion assay

512 The capability of C. albicans cells to adhere and invade host cell layers was assayed by infecting

513 monolayers of human oral epithelial TR146. Cell cultivation, infection and fixation procedures were
514 performed as previously described (68) using a MOI of 0.4, Three hours post infection non-adherent
515  cells were rinsed with PBS and samples were fixed with Histofix (Carl Roth GmbH + Co. KG, Germany).
516  Adherent Candida cells on the epithelium were marked with primary anti-Candida antibody (Acris
517  Anti Candida, rabbit, Herford, Germany) and detected with an Alexa Fluor 488-coupled secondary
518  anti-rabbit antibody. Subseguent permeabilization of the TR146 cells with 0.5% Triton X-100 allowed
519  staining of invasive hyphae parts with Calcofluor White (Sigma-Aldrich GmbH, Germany). Hyphal

520  length and invasiness was determined for 100 hyphae of each strain in triplicates using fluorescence
521  microscopy (Zen2 pro, Zeiss, Germany).

522

523 Screening of a . albicans genomic library and identification of the C. albicans genomic fragments
524  inserted in C. dubliniensis

525 The construction of a genomic C. albicans library in C. dubliniensis was described before by Staib and
526 Morschhiuser (25). Approximately 20,000 library clones were screened on SLAD agar under

527  chlamydospore-inducing conditions, and colonies with altered colony morphology were confirmed
528  on SLAD-agar. The C. albicans-derived DNA fragment from the transformant Cdint2 was amplified
529  and sequenced using the primers CdUral4 and M13rev. Sequence analysis demonstrated that

530  CdINT2 contained C. albicans sequences corresponding to chromosomal coordinates 22964-27892 of
531 chromosome 2. Three complete C. albicans ORFs, orf19.2113, orf19.2114 and orf19.2115 are located
532 within this region. Each ORF including native promotor and terminator regions was amplified via PCR
533 using the corresponding primer pairs (IF2113_1/2; IF2114_1/2,1F2115_1/2) and cloned into

534 Apal/Xhol-cut plasmid pcdINT1 using the InFusion cloning kit (Takara Bio Company®). The resulting
535 plasmids were transformed (see Candida transformant construction) into C. dubliniensis CAUMA4A
536 {77) and their morphology investigated.

537

538  Plasmid construction

539  The deletion cassette for orf19.2115 was constructed as follows: An Apal-Xhol fragment with

540  orf19.2115 upstream sequences was cloned after amplification by PCR with the primers 2115_3 and
541  2115_4 (Table 51) using genomic DNA from C. albicans SC5314 as template. A Sacll-Sacl fragment
542  containing orf19.2115 downstream sequences was obtained with the primers 2115_5 and 2115_6.
543 These orf19.2115 upstream and downstream fragments were used to replace 55U2 upstream and
544  downstream fragments in plasmid p5SU2M2 (78) via the introduced restriction sites, to resultin

545  p2115M2, in which the SAT1 flipper cassette is flanked by orf19.2115 sequences. The gene deletion
546  cassette pcd15150M2 for CD36_15150 in C. dubliniensis was constructed analogously using the

547 primer pairs 15150 _3 and 15150 _4 or 15150 _5 and 15150 _6, respectively with gDNA from

548 C. dubliniensis Wii284 as template.

549  The orf19.2115 gene was amplified for genetic reconstitution in C. albicans using the primers 2115_3
550  and 2115_7. The Apal/BomHI-cut DNA fragment was integrated into pSAP2KS1 (79) resulting in

551  p2115KS1. The orf19.2115 downstream DNA fragment was amplified using the primers 2115_8 and
552  2115_9 and the Notl/Sacll-cut DMNA fragment was ligated into p2115KS1. For the CD36_15150

553  revertant in C. dubliniensis the whole CD36_15150 gene was amplified using the primer pair 15150 3
554  and 15150_7, and the downstream DNA fragment using the primers 15150_5 and 15150_6c. The
555  Apal/Smal- or Sacll/Sacl-cut fragments were integrated into pSAP2KS1.

556

557  Candida transformant construction

558 Chemically competent C. albicans or C. dubliniensis cells were transformed with linear DNA

559  fragments by heat shock at 44 °C (80, 81), and resulting clones were selected on YPD plates

12

76



560
561
562
563
564
565
566
567
568
569
570
571
572
573
574
575
576
577
578
579
580
581
582
583
584
585
586
587

588
589

590

591
592
593
594
595
596
597
598
599
600

601

Manuskript 4: tRNA-Modifikationen als Virulenzdeterminante in C. albicans

containing 50-200 pg/ml nourseothricin (Werner Bioagents, lena, Germany). The SAT1 flipper
strategy allows the recycling of the selection marker (82). The insertion locus of the DNA fragment
was confirmed by Southern Blot analyses.

Southern Blot

10 pg of isolated genomic DNA was digested with an appropriate restriction enzyme. After DNA
separation on an agarose gel (1%), DNA was transferred onto a nylon membrane using a vacuum blot
system. UV-linked DNA was hybridized with chemiluminescence-enabled probes and detected via the
Amersham ECL Direct Nucleic Acid Labelling and Detection (GE Healthcare, Braunschweig, Germany)
according to the manufacturer’s instructions (Fig. 51).

Growth curve analyses

Resistances against certain stressors were evaluated via growth curve assays. Strains were pre-grown
overnight in YPD medium at 30°C and 180 rpm shaking. After repeated washing, cells were diluted to
ODggp = 0.01 and inoculated into 200 pl of the indicated medium. YPD served as standard media and
stressor or nutrients were added as indicated. Growth in synthetic minimal media was monitored in
5D (Yeast Nitrogen Base with Ammonium Sulfate, MP, Santa Ana, CA, USA) or YCB-medium (Yeast
Carbon Base, BD, Heidelberg, Germany). Cultures were incubated in a 96-well plate at 30°Cin a
Magellan TECAN plate reader with 30 s shaking prior to determination of extinction in the wells at
600 nm every 30 min over 48 h.

Prediction of ANN-enriched genes in C. albicans

Genes from the C. albicans SC5314 genome assembly 22 and C. dubliniensis CD36
(http://www.candidagenome.org) were analyzed according to their abundance of ANN-codon
clusters (i.e. directly adjacent ANN codons). The cluster score equals the sum of the squares of the
length of these clusters. The normalized cluster score is the same value, but normalized to the
respective gene size.

T Lengths of ANN codon stretches®
Gene length in bp

(1)

Normalized Cluster Score =

Chicken embryo infection model

The embryonated chicken infection model was used to study virulence as described previously (40).
Briefly, overnight cultures of yeasts were washed with PBS and adjusted to 10° cells/ml or 10°
cells/ml. A high (10 yeasts/egg) or low inoculum (10° yeasts/egg) was applied onto the chorio-
allantoic membrane at developmental day 10 via an artificial air chamber. In each experiment, the
viability of 20 eggs per group (Candida or PBS control) was evaluated for 7 days by daily candling.
Experiments were performed in duplicate. Surviving embryos were humanely terminated by chilling
on ice at the end of the experiment. All experiments were performed in compliance with the German
animal protection law. According to this, no specific approval is needed for work performed in avian
embryos hefore the time of hatching. All experiments were terminated |atest on developmental day
18.
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Tables

Table 1 Candida strains used in this study

Strain Parent Genotype Reference
SC5314 C. albicans wild- (83)
type strain
CaCSP1-GFP SC5314 0rf19.3512/ 0rf19.3512-GFP-Tsery (33)
HMA1/5ATI 5C5314 orf19.2115A::SAT1-FLIP{ ORF19.2115 This study
AJB
HMAI/hmald | HMAL/SATI A/B | orf19.2115A::FRT/ ORF19.2115 This study
A/B
hmalA/SATI | HMAL/AmalA orf19.2115A::FRT/ orf19.2115A::5AT1- This study
AfB A/B FLIP
hmald/A AJB | hmald/SATI A/B | orf19.2115A:FRT/ orf19.2115A::FRT This study
HMAIKS1 hmalA/AB orf19.2115A:FRT/ orf19.21154:: This study
0rf19.2115-Tr7-SATI-FLIP
hmald/HMAL | HMAIKS1 orf19.2115A::FRT/ orf19.2115A:: 19.2115- | This study
Tacr-FRT
Wii284 C. dubliniensis (84)
wild-type strain
CdCSP1-GFP Wii284 CD36_30750/ CD36_30750-GFP-Tucr (33)
Cdumaa Wi2s4 Cdura3n:FRT/ Cdura3i:FRT (77)
CdINT1 CdUMA4A Cdura3d::FRT/ Cdura3::FRT::pCdINT1 (25)
CdINT2 Cdumd4da Cdura3d::FRT/ Cdura3::FRT::pCdINT1- This study
Ca2lchr2:22964-27892W
Cd2113 Cdumaa Cdura3h:FRT{ Cdura3A::FRT::pCdINT1- This study
CaORF19.2113
Cd2114 CdUman Cdurg3d: FRT/ Cdura3b::FRT::pCdINT1- This study
CaORF19.2114
Cd2115 Cdunmd4a Cdura3h:FRT{ Cdura3A::FRT::pCdINT1- This study
CaORF19.2115
CAdHMAL/SAT | Wii284 CD36_15150A::5AT1-FLIP{ CD36_15150 This study
1A/B
CdHMA1/Cdh | CAHMAL/SATI CD36_15150A::FRT/ CD36_15150 This study
malA A/B A/B /B
Cdhmald/SAT | CAdHMA1/Cdhmal | CD36_15150A::FRT/ CD36_15150A::5AT1- | This study
1A/B AA/B FLIP
CdhmalA/A Cdhmald/SAT1 CD36_15150A::FRT/ CD36_15150A:FRT This study
A/B ASB
CdHMAI1KS1A | Cdhmald/AA[B CD36_151504::FRT/ This study
/B CD36_15150A::CD36_15150-T ¢y;-SAT1-
FLIP
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CdhmalA/HM | CAHMALKS1A/B | CD36_15150A::FRT/ This study

AIA/B CD36_151504::C036_15150-Tpor-FRT

Cd2115_CdH | Cd2115 Cdura3d:FRT/ Cdura3f::FRT::pCdINT1- This study

MA1/ SAT1 CaORF19.2115

A/B CD36_15150A::5AT1-FLIP/ CD36_15150

Cd2115_CdH | CAHMA1MI1A/B Cdura3A::FRT/ Cdura3f::FRT::pCdINT1- This study

MA1/ CaORF19.2115 CD36_15150A::FRT/

Cdhmald A/B CD36_15150

Cd2115_Cdh CAdHMAIM2A/B Cdura3f::FRT/ Cdura3d::FRT::pCdINT1- This study

mald/ SAT1 CaORF19.2115 CD36_15150A::FRT/

A/B CD36_15150A::5AT1-FLIP

Cd2115_Cdh | CdHMAIM3A/B Cdura3d:FRT/ Cdura3f:FRT::pCdINT1- This study

mald/d AJB CaORF19.2115 CD36_15150A::FRT/
CD36_151504::FRT

Figures

A C. albicansSC5314 B C. dubliniensis W(284

C  CdINT2 D cd211s

L
i
I

Figure 1 Screening of a C. albicans genomic library on SLAD-agar.

Cells were cultivated in liquid SD-medium overnight (30 °C, 180 rpm) and spread onto SLAD medium.
Agar plates were incubated for two days at 30°C in the dark. (A) The C. albicans wild type strain
SC5314 grew in yeast-containing smooth colonies, whereas (B) C. dubliniensis Wii284 formed
pseudohyphae with endterminal chlamydaspore, identifiable in rough colony morphalogy. (C) By
screening the integrative genomic C. albicans library in C. dubliniensis CdINT2 was isolated as the
transformant resembled the smooth colony morphology of C. albicans. (D) Integration of C. albicans
orfl19.2115 (HMA1) in C. dubliniensis resulted in the strain Cd2115 that phenocopied C. albicans-
specific colony morphology.

The scale bar represents 100 um.
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Figure 2 Stress resistances of C. albicans hmal4/4 and C. dubliniensis Cdhmal4/4 strains

Condida strains (C. albicans: 5C5314, hmalA/A, hmalA/HMAL and C. dubliniensis: Wii284,
Cdhmald/a, Cdhmald/HMAT) were grown overnight in YPD medium at 30°C. For preparation of
growth curve assay cells were washed and set to an optical density of 0.01 in 200 pl medium in 96-
well plates. Growth of C. albicans strains was monitored over 65 hin (A) YPD, (B) YPD plus 5 nM
Rapamycin, (C) YPD plus 7.5 mM Caffeine and (D) YCB plus 1mg/ml L-homoserine. C. dubliniensis
strains were grown in (E) YPD, (F) YPD plus 5 nM Rapamycin, (G) YPD plus 5 mM Caffeine and (H) YCB
plus 1mg/ml L-homoserine.

& C athicans SCEI4 hmalddA B C abicansSCEN4 AmatddA © C albicang 305314 hmalddA

Figure 3 Filamentation of C. albicans strains on solid agar.

C. albicans cells from a YPD overnight culture were washed and 10° cells each strain were spotted on
(A} chocolate agar, (B) Spider agar, and (C) YPD agar. Plates were incubated at 37 °C for five days.
Each medium induced wrinkling in the center of the colonies and hyphae formation by the C. albicons
wild type SC5314. The hma14/A mutant strains were severely impaired in formation of the hyphal
fringe, but central warps remained. The scale bar represents 0.5 cm.

20



844

845
846
847
848
849
850
851
852
853
854

855
856

857
858
859
860
861
862
863
864

Manuskript 4: tRNA-Modifikationen als Virulenzdeterminante in C. albicans

A Hyphae of C. albicans B Hyphae of C. dubliniensis
| L L 1
100+ ™ i 150
- M1 I Il 14
- T —|' B2 M= e .
a
£ '
g o T T 100
g
Y J_ J_ 50
£ 2 T
c T T T T T T T T T T T
S ¥ ST
PG AC T & &g
& & b & W &
< ¢ & ¢ vils
b o w27 N2
< -
&

Figure 4 Length of hyphae of C. albicans and C. dubliniensis strains incubated in water plus 10%
serum.

Candida cells from a YPD overnight culture were washed and 10" cells each strain were inoculated
into 500 ul water plus 10% FCS. After incubation for 4 h at 37 °C and 5 % atmospheric CO2 content
cells were washed, fixed and hyphal length was measured microscopically. (A) C. albicans hmalA/4
mutants had significantly shorter hyphae than the wild type strain. (B} C. dubliniensis CdhmalA/A
mutants had longer filaments compared to the wild type W284 and filaments of Cd2115 were also
elongated compared to Wii284, but CdhmalA/A gene deletion in the Cd2115 background did not
alter hyphae length. Statistical analysis used one-way ANOVA test (P = 0.0001 for experiment A and
P =0.0002 for experiment B)
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Figure 5 Structure and function of tRNA threonylcarbamoyladenosine dehydratases in yeasts.
Conserved protein structures and enzymatic functions of Hmal in C. albicans and Tcd2 in

5. cerevisioe were proposed. (A) ScTcd2 (447 aa) and CaHmal (434 aa) proteins share an N-terminal
signal peptide, transmembrane domains and a ThiF-like E1 ubiguitin-activating enzyme domain.
Protein information was obtained from http://www.candidagenome.org and
http://www.yeastgenome.org , respectively. Scale bar: 25 aa. (B) Proposed model of cyclic N6-
threanylcarbamoyladenosine formation with an oxazolone ester ring at position 37 of tRNAs by
Hmal reaction in C. albicans (Designed with ISISTM/Draw2.1.4.).
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Figure & Venn diagram listing the numbers of genes with accumulation of ANN codon-stretches
(normalized cluster score = 1.0) in C. albicans and C. dubliniensis. GO term analysis revealed
enrichment for genes with transcription factor binding activity (dashed lines) in both species (p =
0.01765 for C. albicans and p = 0.00025 for C. dubliniensis). All genes have orthologs in C. albicans
and C. dubliniensis and therefore, the C. albicans corresponding gene name was displayed.

C. albicans genes were labeled for correlation to morphology or virulence.
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Figure 7 C. albicans hmalA/A mutants have defects to adhere and to invade oral epithelial cells.
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C. albicans cells were washed and a MOI| of 0.4 was used to infect two days old TR146 cells. After co-
incubation of fungal and human cells for three hours non-adherent cells were rinsed and samples
were fixed for staining and microscopical analysis. C. albicans hmalA/A mutants were (A) less
adherent and (B) less invasive. (C) The total hyphae length was reduced for hmal4/A strain, but (D)
unaltered for the invasive hyphae parts. Statistical analysis used one-way ANOVA test (P < 0.0001 for
experiment A, B, C and P = 0,0159 for experiment D)

Embryonated egg infection model

1001 |
e :i—I—I—I__
5 Ej ot - PBS
; a0 — (. albicans SC5314
o — hmailwa
5 404 hmal AHMA1
3
m-.
[i] T T T

Od 1¢ 2d 3d 4d 5 Bd 7d

Figure 8 Virulence of the C. albicans wild-type strain 5C5314, the hmalA/AB mutant, and the
hmalA/HMA1 revertant in infected chicken embryos.

Survival after infection is depicted as Kaplan-Meyer plots. There were 20 chicken embryos per group
per experiment, and the combined results of two independent experiments are shown. The mutant
hmalA/AB exhibited significantly attenuated virulence (P < 0.001) compared with the wild type and
the reconstituted mutant hmald/HMA1, as calculated by the log-rank (Mantel-Cox) test.
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Figure 9 Model presenting the impact of ct®A;; tRNA modification levels to pathogenicity-
related features in C. albicans and C. dubliniensis.

Environmental signals like high levels of nutrients sources or elevated temperatures
positively induce Hmal and Torl activity. The latter is described to determine filamentation
intensity of C. albicans and C. dubliniensis via transcriptional and posttranslational regulation
(32), but addition of rapamycin or caffeine inhibits this pathway. Hmal interferes with the
TOR pathway in a species-specific manner. In parallel, the ANN-codon specific ct®A tRNA
modification was predicted to stabilize translation of ribosomal module proteins that feeds
the feedback loop of precise translation pracesses. Further targets of ct®A modification
include transcription factors which contribute to gene expression of morphology and
virulence-associated factors. The interplay of both pathways positively control filamentation
of C. albicans in ct®A-replete cells and it accompanies with proper adhesion and invasion of
surfaces like epithelia. The importance of these pathogenicity elements to shape fungal
virulence was particularly reflected in an egg infection model whereas mortality of chicken
embryos strongly correlated with Hmal-driven tRNA modification in C. albicans.

24



911

912

913

914

915
916

Supplementary

Manuskript 4: tRNA-Modifikationen als Virulenzdeterminante in C. albicans

Table 51 Primers in this study

Primer Sequence (5°>37)
IF2115_1: TACCGTCGACCTCGAGTGTATAGATAGATGTACCGAAT
IF2115_2: AAAAGCTGGGTACCGGGCCCCGTTGATGAAAAAGAAACAGAG
IF2114_1: TACCGTCGACCTCGAGATAGTGTTAATATATGTTTGCGG
IF2114 2: AAAAGCTGGGTACCGGGCCCCTAAGGATGATGGACCCAAA
IF2113_1: TACCGTCGACCTCGAGACAAGAAAAAGTCACACGCAGG
IF2113_2: AAAAGCTGGGTACCGGGCCCGTTGTTGATTGAGAGAAAACTAGA
CdUral4 CTCCATTCCCAGTAACACCA
M13 rev CAGGAAACAGCTATGACC
2115_3 GAACARGECCCTTCATTCAAGCACGAAGGGE
2115_4 TATAGCTCgaGGTGACATCTAAGGATGATGGAC
2115_5 GAAAAACCECEETTTTATTTGCTCGCAACTCCC
2115_6 GAAAGEAGCLCCCATGGTTGCATGCTCGTTC

I 2115_7 GCTTTTTCTATAggatccTTATCTAAACTGAG

I 2115_8 CAATTTTTTATECGECCGCAACTC

| 2115 9 GTTGCATcCgCGETCTTTGTCTAC

| 2115_8G CTATACACggaTccTCTAAACTGAG

I 2115_9G TTATTTGCctGCARCTCCCAA

I 15150_3 TCATTCeeGCcCGAAGGGCCAGAAACCAGACG
15150_4 CAGATCtcgaghCAGATCTTGGTGACATTTGAAGA
15150_5 GTTTCCcacggAGGGTTTTGGCGTTGCATTC
15150_6 CATTTgageTcACCTGCCTTGACTCCAAACT
15150_6c CATTTgagcTcAgCTGCCTTGACTCCAAACT
15150_7 TGTCTcccgegTTATCTAAACTG

Lowercase |etters are nucleotide exchanges to create the bold restriction sites. Underlined letters
show a second restriction site.
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Figure 51, Confirmation of strains

A) Confirmation of C. albicans strains. Southern-Hybridisation: EcoR| cut gDNA of the wild type
S$C5314 (lane 1), the homozygous mutants hmalA/A AJB (lane 2/3), the complemented strain
hmald/HMAIT (lane 4) and the HMAI-GFP-fusion strain (lane 5) with the HMAI-downstream specific
probe. The band identities are named at the right border and the gDNA fragment sizes (in kb) are
indicated at the left. B) Confirmation of C. dubliniensis strains. Southern-Hybridisation: Sphl cut gDNA
of the wild type Wii284 (lane 1), the homozygous mutants CdhmalA/A A/B (lane 2/3), the
complemented strain CdhmalA/HMAL (lane 4), the Cd2115 strain (lane 5) and homozygous mutants
Cd2115_hmalA/A AfB (lane 6/7), with the CAHMAI-upstream specific probe. The band identities are
named at the right border and the gDNA fragment sizes (in kb) are indicated at the left.
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A C albicans SCE314 B CaCSP1-GFP

C C dubliniensis WO284 D CdCSP1-GFP

Figure 52. Colony and single cell morphology of C. albicans and C. dubliniensis on SLAD-agar

C. albicans wt SC5314 (A), C. dubliniensis wt Wi284 (C) and the chlamydospore-specific reporter
strains CaCSP1-GFP (B) and CdCSP1-GFP (D) were grown in liguid SD-medium overnight and spread
onto SLAD-agar. Agar plates were incubated three days at 30 °C in the darkness. Pseudohyphae and
chlamydospore formation was exclusively observed by C. dubliniensis strains. CdC5P1-GFP produced
frequently end-terminal fluorencent chlamydospores, whereas C. albicans remained in yeast-form.
Thus, no fluorescence signal was detectable using CaCSP1-GFP strain. The scale bar represents

100 pm in pictures A and C and 10 um in pictures B and D.
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Figure 53 Stress resistances of C. dubliniensis Cd2115 and Cd2115_hmalA/A strains

Growth of C. dubliniensis strains was monitored over 65 h in (A) YPD, (B) YPD plus 5 nM Rapamycin,
(C) YPD plus 5 mM Caffeine and (D) YCB plus 1mg/ml L-homoserine.
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Figure 54 Serial drop dilution test at elevated temperatures

10’ to10’ Candida cells were dropped onto YPD-agar plates and incubated for 2 days at standard and
elevated temperatures. Heat stress resistance was assayed for C. albicans strains (A) at 42°C and for
C. dubliniensis strains (B} at 41°C.

A G dubilivensis Wi284 Cahmaldd B C. dubliniensiz V0284 Cdhmatdid ¢ C. dubliniensis Wo264 Cdhma 144

Cd2115 Cd2115_hmatad Cd2115 Cd2115_hmatdd Cd2115 Cd2115_hmatai

Figure S5 Filamentation of C. dubliniensis strains on solid agar.

C. dubliniensis cells from a YPD overnight culture were washed and 10 cells each strain were spotted
on (A) SLAD agar, (B) Spider agar, and (C) water agar. Plates were incubated at 37 °C for 14 days. The
scale bar represents 1 cm.
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5 Material und Methoden

Material und Methoden

5.1 Mikroorganismen und Medien

5.1.1 Verwendete Candida-Stimme und deren Anzucht

C. albicans und C. dubliniensis-Stamme, die zusitzlich zu den publizierten Stimmen dieser Arbeit

hergestellt wurden, sind in Tabelle 3 aufgefiihrt. Fiir eine mittelfristige Lagerung wurden die

Hefestdmme regelméBig auf YPD-Vollmedium ausgestrichen und eine dauerhafte Lagerung erfolgte

in Form von Glycerin-Kryokulturen, die bei -80 °C aufbewahrt wurden.

Tabelle 3 Verwendete Candida-Stimme

Stammbezeichnung Parental-stamm Genotyp Referenz
C. albicans Stimme
SC5314 Wildtypstamm [176]
CAI4 SC5314 ura3A::imm434/ura3A::imm434 [177]
SN87 CAl4 leu2A/leu2A his1A/his1A [178]
URA3/ura3::imm434 IRO1/irol::imm434
SNS7HL SN87 rpsl::(CdHIS1 CmLEU2 Arnold Bito,
URA3/ura3:.imm434 IRO1/irol::imm434 Salzburg
CaINT1 CAl4 ura3A::imm434/ura3A::imm434 Diese Arbeit
CDR4::pRPT4-URA3
CaINT2 CAl4 ura3A::imm434/ura3A::imm434 Diese Arbeit
CDR4::pRPT4-URA3-
Chrl_C dubliniensis CD36:2413733-
2418892
Cal0050INT CAl4 ura3A::imm434/ura3A::imm434 Diese Arbeit
CDR4::pRPT4-URA3-
Chrl_C dubliniensis CD36: 2413968-
2419733
CaMNN2INT CAl4 ura3A::imm434/ura3A::imm434 Diese Arbeit
CDR4::pRPT4-URA3-
Ca22chrliA_C albicans SC5314: 2377637-
2381412
ZCF28M1 SC5314 z¢f284.::SAT1-FLIP/ZCF28 Diese Arbeit
ZCF28M2 ZCF28M1 z¢f284::FRT/ZCF28 Diese Arbeit
ZCF28M3 ZCF28M2 z¢f284::FRT/zcf284::SATI-FLIP Diese Arbeit
zcf284/4 ZCF28M3 z¢f284::FRT/zcf284::FRT Diese Arbeit
orf19.4768M1 SC5314 orf19.47684::SATI1-FLIP/orf19.4768 Diese Arbeit
orf19.4768M2 orf19.4768M1  orf19.47684::FRT/orf19.4768 Diese Arbeit
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Stammbezeichnung Parental-stamm Genotyp Referenz

orf19.47684/4 orf19.4768M3  orf19.47684::FRT/orf19.47684::FRT Diese Arbeit

nes24/4 SN&7 nes24::CdHIS1/nes2A4 ::CmLEU2 Labor Leidel,
IRO1/irolA::Aimm434 MPI Miinster

C. dubliniensis Stimme

Wii284 Wildtypstamm [179]

CdUmM4 Wii284 CdURA33A::FRT/CAURA3A::FRT [180]

CdZCF28°" Wii284 ADH1/adhl::P py-caZCF28-caSATI Diese Arbeit,

Labor Staib

5.1.2 Verwendete Medien

Die Herstellung der Candida-Transformanten basierte auf zwei verschiedenen Selektionssystemen.
Bei der Arbeit mit den Expressionsmutanten, die auf den gDNA-Bibliotheken basierten, wurde anhand
der erworbenen Uridinprototrophie gegeniiber den Uridin-negativen Ausgangsstimmen CAI4 und
CdUM4 selektiert. Dazu wurden die Transformanten auf Uridin-freiem SD-Agar (Yeast Nitrogen Base
Medium mit Ammoniumsulfat und CSM-Zusatz ohne Uridin, beides von MP, Santa Ana, CA, USA)
kultiviert. Die Deletionsmutanten wurden mit der SAT1-Flipper-Methode konstruiert [181], welche
einen recyclebaren Nourseothricin-Resistenzmarker nutzt und zur Selektion wurde den YPD-Platten
100 mg/L Nourseothricin (WERNER BioAgents, Jena, Deutschland) zugesetzt.

YPD war das Basismedium fiir Resistenzanalysen unter Zugabe verschiedener Stressoren. Wurde die
Verwertung unterschiedlicher Kohlenstoffquellen untersucht, wurden diese dem synthetischen YNB-
Medium mit Ammoniumsulfat zugegeben. Tabelle 6 =zeigt die verwendeten Stressoren zur
Charakterisierung der Deletionsmutanten.

Fiir die morphologischen Untersuchungen zur Chlamydosporen- und Filamentbildung wurden die
Candida-Stamme auf SLAD (synthetic low-ammonium dextrose)-Agar, bestehend aus 1,7 g/l YNB-
Medium ohne zusitzlicher Stickstoffquelle (Yeast Nitrogen Base Medium ohne Ammoniumsulfat,
MP, Santa Ana, CA, USA) mit Zusatz von 2% Glucose und 2% Agar (Agar-Agar, Kobe [, Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland), ausgestrichen. Um 16sliche Stickstoffquellen des Agars zu reduzieren, wurde
dieser mehrfach mit zweifach destilliertem Wasser gewaschen. Des Weiteren wurde Maismehlagar
(CM, corn meal, BD, Heidelberg, Deutschland) als Standardmedium der Chlamydosporeninduktion
genutzt. Filamente wurden zudem auf Kochblutagarplatten (Chocolate agar, BD, Heidelberg,
Deutschland), Spider-Agar (1% Mannitol; 1% Néhrbouillon; 0,2% K,HPO,, pH 7,2, alle Chemikalien
von Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) und FBS-haltigen Medien (FBS von Bio&SELL GmbH,
Feucht, Deutschland) induziert.

5.1.3 Wachstumsanalysen

5.1.3.1 Tropftestanalysen
YPD-Ubernachtkulturen wurden zweimal mit dH,O gewaschen und ausgehend von einer Zellzahl von

10® Zellen/ml wurde eine dezimale Verdiinnungsreihe erstellt von welcher jeweils 5 pl der Kultur auf
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die Agaroberflaichen getropft wurden. Nach einer Inkubationsdauer von zwei bis drei Tagen wurde das
Wachstum photographisch (Chemoimager, Vilber-Lourmat GmbH, Eberhardzell, Deutschland)
dokumentiert.

5.1.3.2 Wachstumskurven

Die Candida-Zellen wurden iiber Nacht in YPD bei 30 °C unter stetigem Schiitteln bei 180 rpm
inkubiert, geerntet, zweimal mit dH,O gewaschen und auf eine Start ODggg ,, von 0,01 im Testmedium
eingestellt. Die Extinktion bei ODggo,n als MaB3 der Zelldichte wurde iiber 45 h wihrend einer
Inkubation bei 30 °C alle 30 min erfasst. Fiir eine gleichmiBige Verteilung der Zellen wurde die
Testplatte vor jeder Messung fiir 10 s geschiittelt.

Zur Charakterisierung der C. albicans-Gene ZCF28 und orf19.4768 wurde das Wachstum
entsprechender Deletions- Expressions- und Wildtypstimme in Gegenwart vielfiltiger zelluldrer
Stressoren analysiert. Eine Ubersicht der getesteten Wachstums- und Stresskonditionen wurde in

Tabelle 4 zusammengestellt.

Tabelle 4 Ubersicht der Wachstumsmedien, Konditionen und Stressoren zur Charakterisierung von
Candida-Transformanten

Testmedium Festmedium Flissigmedium
Basismedium YPD YPD
(Inkubation bei 30 °C) SD SD
Temperaturstress YPD

(Inkubation bei 37 °C,
41 °C und 42 °C)

Stressmedium auf YPD-

25 uM Calcofluor-White

1 mM 3-Amino-1,2,4-triazol

Basis (Inkubation bei 30 0,75 mM EDTA 10 uM und 100 uM Caspofungin
°C) 5 mM H,0, 0,3 M LiCl

0,4 M LiCl 70 uM Menadion

80 uM Menadion 1 M NaCl

1,1 M NaCl SD + 0,005% SDS

0,04% SDS 1 mM und 5 mM CuSO,

4 mM DTT

8 ng/ml Fluconazol

5 mM und 7,5 mM Koffein

5 uM und 7,5 pM Rapamycin

1 M Sorbitol

1 pg/ml und 10 pg/ml Tunicamycin
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Testmedium Festmedium Fliissigmedium
Verwertung  einzelner YP YNB + 2% Glycerin
Nahrstoffe (Inkubation YP + 2% Glycerin YNB + 2% Xylose
bei 30 °C) YP + 2% Laktose LZMO

YP + 2% Xylose LZM5

SLAD + 50 pM Ammoniumsulfat
YNB + 2% N-Acetylglucosamin
YNB + 2% Ethanol

YNB + 2% Mannitol

YNB + 2% Galaktose

Morphologisches Kochblutagar (37 °C) YPD + 10% FBS (37 °C)
Medium Maismehlagar und Reisagar (27 °C)

SLAD (27 °C)

Spider-Agar (37 °C)

Staibagar (27 °C)

Wassergar + 10% FBS (37 °C)

YPD (37 °C) unter Normoxie und

5% CO,

5.2 Molekularbiologische Methoden

5.2.1 Isolation genomischer DNA aus C. albicans und C. dubliniensis

Fir die Isolierung genomischer DNA (gDNA) aus Candida-Zellen wurde eine 10 ml YPD-
Ubernachtkultur abzentrifugiert, gewaschen und lytisch verdaut (Lyticase-Puffer: 1 M Sorbitol;
100 mM Natriumacetat pH 5,8; 50 mM EDTA pH 8,0; 2% B-Mercaptoethanol; 500 U/ml Lyticase
(Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland)). Daraufhin wurden Proteine abgebaut (Proteinase-Puffer:
10 mM Tris-HCI pH 7,5; 50 mM EDTA pH 7.5; 0,5%SDS; 1 mg/ml Proteinase K (Sigma-Aldrich))
und die freigesetzte gDNA  wurde durch die Zugabe eines Gemisches aus
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) extrahiert, mit Isopropanol geféllt und mit 70% Ethanol
gewaschen. Die chromosomale DNA wurde in 80 pl bidest. H,O + 2 pul RNaseA (50 mg/ml, Sigma-
Aldrich) aufgenommen und bei —20 °C gelagert.

5.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und Klonierungen

Fir die Amplifikation der heterolog integrierten DNA-Fragmente aus den Transformanten der
Genbibliotheken wurde die LongAmp-Taq Polymerase (NEB, New England Biolabs GmbH,
Frankfurt-Hochst, Deutschland), unter Beachtung der Herstellerangaben, verwendet. PCR-Produkte,
die fiir Klonierungen, Transformationen oder Sequenzierungen genutzten worden, wurden mit der
proof-reading Phusion-Polymerase(NEB) generiert und mit dem QIAquick PCR Purification Kit
(Qiagen, Hilden, Deutschland) gereinigt. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 5 aufgefiihrt.
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Fiir Klonierungen in E. coli DH5a-Rezipienten wurde genetisches Material mit Restriktionsenzymen
von NEB (New England Biolabs GmbH, Frankfurt-Hochst, Deutschland) geschnitten und fiir die
Ligationsreaktion wurde, soweit nicht anders angegeben, die T4 DNA-Ligase (NEB) verwendet.

Plasmide wurden mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) reisoliert.

Tabelle 5 Sequenzen der Oligonukleotide fiir die durchgefiihrten PCR-Reaktionen

Primername Sequenz (5°-39) Referenz

Primer fiir die Konstruktion der Deletionsmutanten

ZCF28-3 GTAAGACGTTACTGGGCCCCGGAGTAATTAATTA  Diese Arbeit

ZCF28-4 CTTGATTCATTCTCGAGAAATAGATACAAAAATA  Diese Arbeit
AATG

ZCF28-5 GTTCAATTTAAACAAGCCGCGGAGGCAAGAGG Diese Arbeit

ZCF28-6 GGTGTATTCTTCTGAAGAGCTCCTTTGCTGTTTTT Diese Arbeit
G

4768-1 CAGCAAGAATAGTAGGGCCCATGACGACAAC Diese Arbeit

4768-2 CAATTATCATTAAATCTCGAGGAATAATTGATG Diese Arbeit

4768-3 GATTATGCCATTGCCGCGGCATAGAGAGATTAC Diese Arbeit

4768-4 GCAAATTAACTATGGAGCTCGTGCTAGTTATAG Diese Arbeit

Primer fiir Arbeiten mit der genomischen Bibliotheken

FLP12 CAGCAGCACATGATGCTATTTTC [182]

M13rev GGAAACAGCTATGACCATG Standard-

primer

Cd10050 1 GGTCGACGGTATCGATGATAAAATGATTATTAA  Diese Arbeit
AGACCAA

Cd10050 2 GTGACATTTTGGATCCGGATTGAGATAAGAAGA  Diese Arbeit
GGAA

CaMNN2Int1 AGGTCGACGGTATCGATGAATTGAGATAACAAA Diese Arbeit
AGG

Primername Sequenz (5°-3°) Referenz

CDR4_Sonde3f TGCCAAGTGCTATCAGGGAT Diese Arbeit

CDR4 Sonde3r TGGGGATCTGATTTGACCGA Diese Arbeit

CaMNN2 Sonde Gen f TAAGAGCTACAGGCGCCAAA Diese Arbeit

CaMNN2 Sonde Gen r CCCAAGCGTCTGGCCATAAA Diese Arbeit

Cd10050 Sonde Gen f AAAGCGCTTCGATATTGGCG Diese Arbeit

Cd10050 Sonde Gen r CAGGGAGCGTACCCTCAAAA Diese Arbeit

Eingefiigte Restriktionsschnittstellen wurden fett markiert.

5.2.3 Konstruktion von Candida-Deletionsmutanten
Die Candida-Deletionsstimme dieser Arbeit wurden mit dem SAT1-Flippersystem konstruiert [181].

Kurzgefasst nutzt diese Methode homologe Rekombination am Lokus des Zielgens zur Integration
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einer Deletionskassette, welche einen Nourseothricinmarker zur Selektion von Transformanten auf
Aminoglykosid-Antibiotika-haltigem Medium, tragt. Als Besonderheit ist die gesamte
Transformationskassette von FRT-Bereichen (FRT: FLP recombination target) begrenzt. Diese werden
von der sequenzspezifischen FLP-Rekombinase, die selbst auf dem Transformationsplasmid kodiert
ist, erkannt und das Insertionsfragment kann so exzidiert werden. Dadurch erlaubt die Methode das

Wiederverwenden des gleichen Selektionssystems in aufeinander folgenden Transformationszyklen.

5.2.4 Deletion der C. albicans Gene ZCF28 und orf19.4768

Vergleichende Genanalysen ergaben, dass die putativen Transkriptionsfaktoren ZCF28 und
orf19.4768 im C. albicans-Genom auftreten, aber in C. dubliniensis fehlen. Mit dem Ziel zu
untersuchen, ob diese artspezifischen Gene zu der erhohten Pathogenitit von C. albicans beitragen,
wurden sie mit der SAT1-Flipper-Technik deletiert. Als Basis beider Transformationskassetten diente
das Plasmid pSSUIM2 [183], welches die SAT1-Kassette tragt. Fiir die Integration am ZCF28-
Genlokus wurde die upstream-Region der Positionen -345 bis +10 ausgehend vom Startcodon mit dem
Primern ZCF28-3 und ZCF28-4 und der downstream-Bereich von +679 bis +1032 mit dem Primern
ZCF28-5 und ZCF28-6 amplifiziert. Analog wurde das Transformationsfragment fiir den Gen-
Knockout des orf19.4768 hergestellt: mittels der Primerpaare 4768-1 und 4768-2 sowie 4768-3 und
4768-4 wurden die 5°- und 3° flankierenden DNA-Bereiche der Positionen -346 bis +10 und +1573 bis
+1917 amplifiziert. Durch Einfligen von Restiktionsschnittstellen (in Tabelle 5 und in Abbildung 4
hervorgehoben) konnten beide 5°-Bereiche als Apal/Xhol-Spaltprodukte und die 3°-Fragmente durch
Spaltungen mit Sacll/Sacl in den Transformationsvektor integriert werden. Die gewonnenen Plasmide
pZCF28M2 und p4768M2 wurden mit Apal/Sacl linearisiert und fiir die Transformation in C. albicans
SC5314 genutzt. Die einzelnen Schritte der Integration und Exzision der Transformationsfragmente
der C. albicans-Mutanten M1-M3 und die finalen homozygoten Deletionsmutanten wurden mit der
Southern Blot-Analyse bestitigt (Abbildung 4).
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Abbildung 4 Konstruktion der C. albicans Deletionsstimme zcf284/4 (A) und orf19.47684/4 (B).

Das Apal/Sacl-gespaltene Plasmid pZCF28M2 (A) oder p4768M2 (B) wurde in den C. albicans
SC5314-Stamm transformiert und zum Nachweis der korrekten Integration per Southern Blot-Analyse
wurde gDNA mit EcoRV (A) oder Bg/Il (B) geschnitten und mit einer Sonde, die an den jeweiligen
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5’UTR-Bereich bindet, hybridisiert. Die Transformanten wurden wie folgt benannt. M1: Integration
der SAT1-Kassette im Wildtypstamm; M2: Heterologe Deletionsmutante; M3: Integration der SAT1-
Kassette in der heterologen Deletionsmutante; 4/4: Homozygote Deletionsmutante; A-D:
Unabhéngige Klone eines Transformationsstadiums.

5.3 Exvivo- und in vivo-Infektionsmodelle

5.3.1 Zytotoxizititstest

Fiir die zellkulturbasierten Infektionsversuche wurde die humane orale Epithelzelllinie TR146 in
DMEM-Medium (Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland) mit Phenolrot und 10%
hitzeinaktiviertem FBS (Bio&SELL GmbH, Feucht-Niirnberg, Deutschland) kultiviert. Fine
Koinkubation mit pathogenen Candida-Stammen verursacht Zellmembranschidigungen und damit
eine Freisetzung des Enzyms Laktat-Dehydrogenase (LDH). Dadurch kdnnen iiber die Quantifizierung
der LDH-Aktivitit im Mediumiiberstand Riickschliisse auf die Integritit der Wirtszellen gezogen
werden.

Fiir den Assay wurden 2 - 10* Zellen je Well in eine 96-Well-Platte eingesit, und am Tag der Infektion
wurde das Standardmedium durch farbloses (indikatorfreies) DMEM-Medium ohne FBS ausgetauscht.
Die Candida-Zellen wurden in YPD iiber Nacht bei 30 °C und 180 rpm schiittelnd inkubiert. Sie
wurden mehrfach mit PBS gewaschen und die Zellzahl entsprechend der Ziel-MOI (Multiplizitét der
Infektion) in DMEM-Medium eingestellt. Fiir Infektionen mit C. albicans-Stimmen wurde eine MOI
von 1| und fiir C. dubliniensis eine MOI 10 gewihlt. In allen Experimenten erfolgte die Inkubation fiir
24 h bei 37 °C und 5% CO,. Zur LDH-Quantifizierung wurden Uberstinde abgenommen. Als interne
Kontrollen = wurden  Mediumkontrollen  (Messhintergrund), nicht-infizierte = TR146-Zellen
(Minimalkontrolle) und chemisch-lysierte Zellen (Maximalkontrolle) mitgefiihrt. Die Durchfithrung
des Tests erfolgte nach Herstellerangaben (LDH Cytotoxicity Detection Kit, Roche, Basel, Schweiz).
In einer zweistufigen Reaktion wird Laktat durch die freigesetzte LDH zu Pyruvat oxidiert. Dabei
erfolgt eine Reduktion von NAD" zu NADH + H', das iiber eine Diaphorase zur Reduktion eines
Tetrazoliumsalz zu einem rotfarbenen Formazansalz fiihrt, welches photometrisch quantifiziert werden

kann.

5.3.2 Embryoniertes Hiihnerei-Infektionsmodell

Das Protokoll zur Infektion von zehn Tage alten Hithnerembryonen mit Candida-Zellen wurde von
Jacobsen et al. etabliert [184]. Zusammengefasst wurden Candida-Ubernachtkulturen zweimal mit
PBS gewaschen und auf eine Zellzahl von 10° Zellen/ml als Infektionslosung eingestellt. Fiir die
Inokulation wurde ein kleines Loch in die Eierschale gebohrt, eine kiinstliche Luftkammer erzeugt und
100 pl der Candida-Suspension auf die Chorioallantoismembran appliziert. Die infizierten Eier
wurden bei 37,6 °C und 50-60% Luftfeuchte fiir bis zu sieben Tage inkubiert. Das Uberleben der
Embryonen wurde téglich durch Durchleuchten iiberwacht. Die iiberlebenden Embryonen wurden auf
Eis abgekiihlt und dadurch spétestens am Entwicklungstag 18 abgetotet. Alle Experimente wurden im

Einklang mit dem deutschen Tierschutzgesetz durchgefiihrt.

99



Material und Methoden

5.4 Screening einer integrativen Bibliothek von C. dubliniensis DNA-Fragmenten in

C. albicans-Klonen

5.4.1 Herstellung der genomischen Bibliothek

Mit dem Ziel, pathogenititsrelevante Gene in Candida-Arten zu identifizieren, wurde neben der
bereits beschriebenen Bibliothek von C. albicans-Genomfragmenten in C. dubliniensis [62] auch eine
reverse Screening-Methode entwickelt (Staib und Morschhduser, unpublizierte Ergebnisse). Dazu
wurde genomische DNA des C. dubliniensis Wildtypstamms Wii284 isoliert und mit den
Restriktionsenzymen (4-cutter) Sau3Al und Mspl partiell geschnitten. Mittels Gelelution wurden 4-7
kb grole DNA-Fragmente isoliert und iiber die zu den initialen Schnitten kompatiblen Clal- und
BamHI-Schnittstellen in den integrativen Vektor pRPT4 (siehe Abbildung 5) integriert, welcher auf
dem Vorlduferplasmid pFLPT1234 [182] basiert. Die erhaltenen Plasmide wurden in E. coli
transformiert. So wurden etwa 15.000 Klone erhalten, so dass im Mittel das 14,6 Mb grofie
C. dubliniensis Genom [135] mehr als fiinfmal abgedeckt wurde. Durch Linearisierung der Plasmide
mit dem S§. cerevisiae-spezifischen Restriktionsenym /-Scel wurde eine unerwiinschte Spaltung
innerhalb der C. dubliniensis gDNA vermieden. Da sich eine /-Scel-Schnittstelle innerhalb des C-
Terminus des CDR4-Gens von C. albicans befindet, diente der CDR4-Lokus als Zielsequenz fiir
genomische Integration mittels homologer Rekombination. Die Selektion auf erfolgreiche Insertion
erfolgte durch die erworbene Uridinprototrophie durch die Orotidin-5'-phosphat-Decarboxylase-
Aktivitdt von Ura3. Der Kontrollstamm CaINT]1 trigt eine leere pPR4-Kassette ohne C. dubliniensis-

Fragment.
pPRT4
Sau3Al Mspl (8.0kb)
L C dubliniensis
“~._ g¢DNA /
S i
"~ Clal BamHI I-Scel
\.".\\ "/ >| | >
pBluescript  ecaFLP ACT1 URA3 3'CDR4
Riickgrat 1kb

Abbildung 5 Aufbau des integrativen Vektors pPRT4

Das 8 kb grofle pPRT4 Plasmid wurde enzymatisch mit Clal und BamHI gespalten und Sau3Al/Mspl-
geschnittene C. dubliniensis gDNA Fragmente wurden integriert. Fiir die Herstellung der heterologen
C. dubliniensis Genbibliothek wurde der Plasmid-Pool durch die Spaltung mit /-Scel linearisiert und
an den CDR4-Genlokus in den C. albicans CAl4 Stamm eingebracht.

5.4.2 Screening der genomischen Bibliothek und Identifizierung eines morphologieassoziierten
Gens

In Analogie zum Screening der Genbibliothek von C. albicans DNA-Fragmenten, wurde auch die

zweite Genbank, die C. dubliniensis-Donor-DNA in C. albicans integrierte, unter diskriminierenden

Bedingungen getestet. Hierbei wurden ca. 20.000 Transformanten mikroskopisch auf eine

abweichende Koloniemorphologie auf SLAD-Agar (30 °C, Dunkelheit) untersucht. Aus
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Transformanten, die auch nach mehrfachem Passagieren auf SLAD- und SD-Agar einen stabilen
Phanotyp zeigten, wurde das integrierte Fragment per PCR mit den Primern M13 rev und FLP12
(siehe Tabelle 5) amplifiziert. Das gereinigte und konzentrierte DNA-Fragment (QIAquick PCR
Purification Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland) wurde sequenziert (Seqlab-Sequence Laboratories
Gottingen GmbH, Goéttingen, Deutschland). Drei separat isolierte Transformanten enthielten das
gleiche DNA-Fragment aus dem C. dubliniensis-Chromosom 1 (Position 2413733-2418892). In
diesem Bereich findet sich nur der open reading frame (ORF) CD36 10050 vollstindig inklusive des
Promotor- und Terminatorbereiches. Dieses Gen ist ein Ortholog des C. albicans-Gens MNN2
(orf19.2347). Mit einer dieser Transformanten (als CaINT2 bezeichnet) wurden die weiteren Versuche
durchgefiihrt.

Um zu verifizieren, dass die phinotypische Anderung auf die Integration von CD36 10050
zuriickzufiihren ist, wurde CD36 10050 und die 5°- und 3°-seitigen UTR (untranslatierte Regionen)
per PCR mit den Primern Cd10050 1 und Cd10050 2 amplifiziert (Koordinaten 2413968-2419733
auf Chromosom 1). Die Klonierung in den Clal und BamHI-geschnittenen pPRT4-Vektor wurde mit
Hilfe des In-Fusion-Systems (In-Fusion HD Cloning Plus, Takana, Saint-Germain-en-Laye,
Frankreich) durchgefiihrt. Der dadurch generierte Vektor pCal(0050Int wurde iiber die I-Scel-
Schnittstelle linearisiert und in das C. albicans CAI4-Genom integriert. Um eine phéanotypische
Anderung nur aufgrund eines Gen-Dosis-Effekts auszuschlieBen, wurde aus C. albicans das MNN2-
Gen einschlieflich der UTR mit dem Primerpaar CaMNN2Intl und CaMNN2Int2 amplifiziert und
ebenso iiber den pPRKT4-Vektor in den CAl4-Stamm eingebracht.

Die Integration der Gene CD36 10050 im Stamm Cal0050INT beziehungsweise CaMNN2 im Stamm
CaMMN2INT wurden per Southern Blot-Analyse nachgewiesen. Zum Nachweis des wildtypischen
und des integrierten CD36 10050-Gens wurde gDNA der parentalen Stimme C. albicans CAl4 und
C. dubliniensis Wii284 sowie der Transformanten CaINT2, Ca/0050INT und CaMMN2INT mit dem
Restriktionsenzym Mfel gespalten und Southern Blots nach Standard-Methode durchgefiihrt (DIG
High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I, Roche, Welwyn Garden City, England). Die
Membran wurde mit einer DIG-markierten Cd10050-Gensonde (Primerpaar: Cd10050 Sonde Gen_f/
Cd10050_Sonde Gen_r) hybridisiert. Die erwarteten Groflen der Mfel-Spaltprodukte aus dem
C. dubliniensis-Wildtyp und fiir das integrierte Fragment im CaINT2-Stamm waren mit 3,6 kb
identisch, wéhrend durch eine fehlende Mfel-Schnittstelle in Cal0050INT eine Fragmentgrofle von 8,2
kb erwartet und gefunden wurde (Abbildung 4A). Zudem wurde die Integration am C. albicans CDR4-
Lokus durch die Hybridisierung mit einer 3°-UTR gelegenen CDR4-Sonde (Primerpaar:
CDR4 Sonde3f und CDR4 Sonde3r) nachgewiesen, die mit der Xbal-geschnittenen gDNA der
Candida-Stamme hybridisierte (Abbildung 4B). Die zusitzlichen, schwachen und unspezifischen
Banden der Southern Blots sind technischen Ursprungs. Zum Nachweis des CaMNN2-Gens wurde
eine entsprechende Gensonde (Primerpaar: CaMNN2 Sonde Gen f und CaMNN2 Sonde Gen r)
mit Hindlll-geschnittener gDNA hybridisiert (Daten nicht dargestellt).
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Abbildung 6 Southern-Hybridisierung (A) Mfel- bzw. (B) Xbal-gespaltener gDNA der
Ausgangsstamme C. albicans CAl4 und C. dubliniensis Wii284 sowie der Transformanten CalNT2,
Cal0050INT und CaMMNZ2INT mit der Cd10050-Gensonde (A) bzw. der 3’UTR CDR4-Sonde (B).
Der DNA-GroBenstandard (in kb) beider Abbildungen ist auf der linken Seite angezeigt und die
Identitét und GroBe der hybridisierten DNA-Fragmente rechts.
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6 Erginzende Ergebnisse

6.1 Charakterisierung der C. albicans Gene ZCF28 und orf19.4768

Ein Ziel, das in der vorliegenden Arbeit erreicht wurde, war die Charakterisierung von
Transkriptionsfaktoren in C. albicans und C. dubliniensis in Hinblick auf ihre speziesspezifischen
Funktionen. Im Manuskript 1 wurde mit Csrl ein konservierter Faktor und seine spezifischen Rollen
in der Signaltransduktion beider Arten analysiert. Neben Untersuchungen zu diesem Faktor wurde
aber auch Analysen von allein in C. albicans vorhandenen Genen, ohne Orthologe in verwandten
Arten, durchgefiihrt. Gerade diese spezifischen Transkriptionsfaktoren kdnnten potenziell zu der
hohen klinischen Relevanz von C. albicans im Vergleich zu anderen Arten beitragen.

Im Vorfeld dieser Arbeit wurden durch bioinformatorische Analysen artspezifische Gene identifiziert.
Dazu wurden von Mitarbeitern der Forschungsgruppe Systembiologie/Bioinformatik (Shelest und
Fichtner, HKI Jena) alle orthologen Gene mit einer Sequenzéhnlichkeit von mehr als 20% mittels
bidirektionale BLAST-Analyse gegenseitig aus den Genomen von C. dubliniensis Wi284 und
C. albicans SC5314 subtrahiert (metaPhors [185]). Die verbliebenen artspezifischen Gene wurden
iiber bekannte Proteinsignaturen des Genprodukts soweit moglich annotiert (InterProScan [186]), und
die kodierten Proteine wurden auf funktionelle Doménen untersucht (PFAM [187]). Diese Liste wurde
dann auf putative Transkriptionsfaktoren beschriankt [164]. Mit dieser Methode wurden
61 C. albicans- und sechs C. dubliniensis-spezifische Transkriptionsfaktoren gefunden.

Darunter waren die putativen Zinkfinger-Transkriptionsfaktorgene ZCF28 und orf19.4768, die sich in
direkter genetischer Nachbarschaft auf Chromosom 1 in C. albicans SC5314 befinden. Wiahrend fiir
Zcf28 bereits eine Rolle in der Adhédrenz an Silikonmaterial beschrieben wurde [89], war die Funktion
des Produktes von orf19.4768 unbekannt. Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurden deshalb die
C. albicans-Deletionsmutanten zcf28A/A und orf19.4768A/A hergestellt und ebenso wie die heterologe
Uberexpressionsmutante CdZCF28°" von C. dubliniensis in einer Vielzahl von in vitro-Bedingungen
ndher charakterisiert. Tabelle 6 fasst die Testbedingungen zusammen und die Ergebnisse wurden nach

Stressantworten, Morphologien und der Biofilmbildung gruppiert.

Tabelle 6 Ubersicht der Bedingungen zur Charakterisierung der Mutantenstimme der C. albicans-
Gene ZCF28 und orf19.4768. Die Medienbedingungen sind der relevanten biologischen Funktion
bzw. der zelluldren Zielstruktur zugeordnet.

Wachstumsbedingung Biologische Funktion
Basismedium (YPD oder SD) Positivkontrollen, um mégliche Wachstumsdefekte zu beurteilen.
Temperaturstress Essentiell fiir humanpathogene Mikroorganismen, C. dubliniensis

besitzt eine geringe Hitzeresistenz als C. albicans [188].
3-Amino-1,2,4-triazol Histidinanalogon, das die Gcn4-vermittelte Antwort auf
Aminosduremangel auslost [189].

Calcofluor-White Fluoreszenzfarbstoff, der naszierende Chitinpolymere bindet und

die Zellwandintegritét stort [190].
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Wachstumsbedingung Biologische Funktion

Caspofungin Antimykotikum, das durch die Hemmung der p(1,3)-D-Glucan-
Synthase die Zellwandsynthese beeintrachtigt [191].

EDTA Als Chelator von di- und trivalent Metalionen induziert EDTA
einen Mangel an Spurenmetallen [86].

H,0, und Menadion Reaktive Sauerstoffspezies 16sen oxidativen Stress aus und konnen

LiCl, NaCl und Sorbitol

SDS

CuSO,

DTT

Fluconazol

Koffein

Rapamycin

Tunicamycin

DNA, Proteine und Lipide schidigen [192].

Erhohte Salzkonzentrationen l6sen osmotischen Stress aus und
triggern den HOG- und Calcineurin-Weg [193, 194]

SDS ist ein Detergens, das die Integritit von Zellmembranen und
Zellwéanden herabsetzt [195].

Kupferiiberschuss kann osmotischen Stress verursachen, es
verdndert die  Membranpermeabilitit ~ und  beeinflusst
Eisenhomoostase [196, 197].

Reduktionsmittel, das die Bildung von Disulfidbriickenbindungen
verhindert und die Proteinfaltung beeinflusst [198].
Antimykotikum, das die 14-a-Demethylase hemmt und die Bildung
von Ergosterol blockt [199].

Koffein induziert pleiotrope Effekte: Hemmung des TOR-Weges,
Verstirkung des cAMP-Weges, mutagene Wirkung, Einfluss auf
Zellintegritit [200].

Inhibitor des TOR-Kinasekomplex, Einfluss auf
néhrstoffabhéngige Signalwege [201].

Antimykotikum, welches die N-Glykosylierung inhibiert und damit
die Modifikation von Zellwand- und sekretorischen Proteinen

verhindert [202].

YP
C-Quelle: Glycerin

C-Quelle: Laktose

C-Quelle: Xylose

C-Quelle: N-Acetylglucosamin
C-Quelle: Ethanol

C-Quelle: Mannitol

Peptide als alleinige Kohlenhydratquellen

Nicht-fermentative Kohlenhydratquelle, Test der Respiration und
der Mitochondrienintegritit.

Negativkontrolle, da Candida spp. keine Laktase zur Spaltung des
Disaccharids besitzt.

Xylosemetabolismus als Unterscheidungsmerkmal von C. albicans
(Xylose positiv) und C. dubliniensis (Xylose negativ) [142, 203].
Aminozucker als Hypheninduktor von C. albicans [203].

Ethanol kann respiratorisch  katabolisiert ~werden, hohe
Konzentrationen wirken toxisch [204].

Der Zuckeralkohol kann von C. albicans und C. dubliniensis

verstoffwechselt werden [203].
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Wachstumsbedingung

Biologische Funktion

C-Quelle: Galaktose

LZM

Die Galaktoseassimilation iiber den Leloir-Weg ist evolutionér
konserviert [205].

Zinkmangelmedium zum Test der Zinkhomdostase.

Kochblutagar (Chocolate-Agar)

Maismehlagar und Reisagar

SLAD-Agar

Spider-Agar

Staib
Agar

(Guizotia  abyssinica)-

Serum

YPD (37 °C) unter 5% CO,
Biofilmbildung

Filamentierung bei C. albicans [154].

Induktion von Chlamydosporen in C. albicans und C. dubliniensis
[145].

Stickstofflimitierendes Minimalmedium, welches Chlamydosporen
spezifisch bei C. dubliniensis induziert [155].

Mannitolhaltiger induziert Hyphenbildung in
C. albicans [35] und C. dubliniensis [156].

Chlamydosporenbildung von C. dubliniensis [148].

Spider-Agar

In einer nédhrstoffarmen Umgebung fordert die Zugabe von Serum
die Filamentierung von C. albicans und C. dubliniensis [65].
Filamentierung bei C. albicans [206].

Beide Candida spp. konnen Biofilme ausbilden [207].

6.1.1

Resistenz gegen Stressoren

Um die biologische Funktion der C. albicans Gene ZCF28 und orf19.4768 zu charakterisieren, wurden
die Candida-Stimme C. albicans zcf284/4 und orfl19.47684/4 und C. dubliniensis CdZCF28°F in

Stressoren und unter verschiedenen Bedingungen auf

Wachstumsdefekte untersucht (Tabelle 7).

Anwesenheit  unterschiedlicher

Tabelle 7 Stressassoziierte Phénotypen der Stimme C. albicans zcf284/4, orf19.47684/4 und
C. dubliniensis CdZCF28°". Die Beurteilung des Wachstums der Transformanten erfolgte relativ zu
den parentalen Wildtypstimmen C. albicans SC5314 bzw. C. dubliniensis Wi284.

- Moderater Wachstumsnachteil

- Leichter Wachstumsnachteil

0 Identisch zum Vergleichsstamm

+ Leichter Wachstumsvorteil

++ Moderater Wachstumsvorteil

Testbedingung z¢f284/4 im orf19.47684/4 im CdZCF28°F im
Vergleich zu Vergleich zu Vergleich zu
C. albicans C. albicans SC5314  C. dubliniensis
SC5314 Wii284

Temperaturstress auf YPD

37°C'

41°C' 0 0 +

42°C' 0 0 0
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Testbedingung 2cf284/4 im orf19.47684/4im  CdAZCF28°F im
Vergleich zu Vergleich zu Vergleich zu
C. albicans C. albicans SC5314  C. dubliniensis
SC5314 Wii284

Stressmedium auf YPD-Basis (Inkubation bei 30 °C)

YPD "2 0 0 0

N 0 0 0

1 mM 3-AT* 0 0 0

25 uM Calcofluor-White ' 0 0 +

30 uM Calcofluor-White > 0 0 0

10 pM und 100 pM Caspofungin > 0 0 0

1 mM und 5 mM CuSO, > 0 0 0

4 mM DTT ? 0 0 0

0,75 mM EDTA ' 0 0 0

8 pg/ml Fluconazol > ++ ++ -

5 mM H,0, ' 0 0 0

5 mM und 7,5 mM Koffein * - - 0

0,3 M LiCl > - - 0

0,4 M LiCl ' 0 0 0

70 uM Menadion * 0 0 0

80 uM Menadion ' 0 0 0

1 M NaCl - - 0

1,1 M NaCl' 0 0 0

5 uM und 7,5 pM Rapamycin * - - 0

SD +0,005% SDS * - - 0

0,04% SDS 0 0 0

1 M Sorbitol - + 0

1 ug/ml und 10 pg/ml Tunicamycin > 0 0 0

Verwertung einzelner Néhrstoffe (Inkubation bei 30 °C)

LZMO > - - 0

LZMS5 - - 0

SLAD + 50 uM Ammoniumsulfat> 0 0 0

YNB + 2% N-Acetylglucosamin > 0 0 0

YNB + 2% Ethanol ? 0 0 0

YNB + 2% Galaktose * 0 0 0

YNB + 2% Glycerin * 0 0 0

YNB + 2% Mannitol * 0 0 0

YP' 0 0 0

YP + 2% Glycerin ' 0 0 0
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Testbedingung 2cf284/4 im orf19.47684/4im  CdAZCF28°F im
Vergleich zu Vergleich zu Vergleich zu
C. albicans C. albicans SC5314  C. dubliniensis
SC5314 Wii284

YP + 2% Laktose ' 0 0 -

YP + 2% Xylose ' 0 0 -

Die Wachstumstests wurden auf Festmedium ' oder in Fliissigmedium * durchgefiihrt.

Unter der groBen Mehrheit der vielfiltigen Testbedingungen konnten keine nennenswerten
Wachstumsunterschiede der Mutanten festgestellt werden. Als Beispiele von Phénotypen
unterschiedlicher Stirke wurden hier nur exemplarisch die Ergebnisse der Tropftestanalysen unter
Temperaturstress (Abbildung 7) und die Effekte von drei chemischen Stressoren (Lithiumchlorid,

Fluconazol, Rapamycin) in Form von Wachstumskurven (Abbildung 8) dargestellt.

SC5314
Wii284
zcf284/4
orf19.47684/4
CdZCF28°¢

Abbildung 7 Tropftestanalysen der Stimme C. albicans zcf284/A4 und orf19.47684/4 und
C. dubliniensis CdZCF28°" bei verschiedenen Inkubationstemperaturen. Die Bilder wurden nach
einem dreitdgigen Wachstum aufgenommen. Bei einer Kultivierungstemperatur von 42 °C ist die
charakteristische Hitzesensitivitit von C. dubliniensis zu beobachten. Mit der Ausnahme eines leicht
verbesserten Wachstums des Stammes CdZCF28°" entsprach das Wachstum der Transformanten
jeweils dem zugehdrigen Wildtypstamm.
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Abbildung 8 Auswahl von Wachstumskurven der Stimme C. albicans zcf284/4 und orf19.47684/4
und C. dubliniensis CdZCF28°". YPD-Ubernachtkulturen wurden zweimal mit dH,O gewaschen und
auf eine Start ODgponn von 0,01 im Testmedium eingestellt. Als Wachstumskontrolle wurden die
Stamme in (A) YPD-Medium kultiviert und als Stressoren wurden dem Medium (B) 0,3 M LiCl, (C)
8 ug/ml Fluconazol oder (D) 5 nM Rapamycin zugesetzt.

Die Transformanten C. albicans zcf284/4 und orf19.47684/4 und C. dubliniensis CdZCF28°" wurden
unter vielseitigen Stressbedingungen (Tabelle 6) charakterisiert, jedoch unterschied sich das
Wachstum der Deletions- und Uberexpressionsstimme in der groBen Mehrheit der Fille nicht von
ihrem Parentalstamm (Tabelle 7). Interessanterweise zeigen die Knockout-Staimme C. albicans
zcf284/4 und orf19.47684/4 insgesamt &hnliche Phénotypen. So zeigen beide eine leichte
Wachstumsverzogerung in Gegenwart der osmotischen Stressoren NaCl, LiCl (Abbildung 8B) und
Sorbitol (hier nur teilweise). Ahnliche Verzogerungen im Wachstum zeigten beide Deletionsstimme
bei Zugabe der TOR-Kinase-Inhibitoren Koffein und Rapamycin (Abbildung 8D), mit dem
Zellmembranstressor SDS und unter Zinkmangelbedingungen. Ein leicht erhohtes Vermogen Xylose
als einzige Kohlenhydratquelle zu nutzen war ein spezifischer Phénotyp fiir die zcf284/4-Mutante von
C. albicans. Unter all den bisher genannten Bedingungen zeigte die C. dubliniensis-CdZCF28°"
Transformante, die konstitutiv das C. albicans-Gen ZCF28 exprimierte, keine phéanotypischen
Unterschiede zum C. dubliniensis-Wildtypstamm W1ii284. Der Test auf Fluconazolresistenz zeigte die
stirkste phéanotypische Verdnderung bei den Mutantenstimmen: Wihrend die C. albicans zcf284/4
und orf19.47684/4-Deletionsmutanten eine deutlich hdhere Antimykotikumresistenz als ihr
Wildtypstamm aufwiesen, fiihrte die heterologe ZCF28-Expression in C. dubliniensis zu einer stark
erhohten Fluconazolsensitivitdt (Abbildung 8C). Die komplementdren Phianotypen der Deletions- und

Expressionsstimmen legen eine enge Verbindung zwischen der ZCF28-Genexpression und
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Ergosterolbiosynthese, dem Target von Fluconazol, nahe. Des Weiteren traten unter folgenden
Bedingungen Phénotypen auf, die spezifisch fiir den exprimierenden C. dubliniensis-Stamm waren: Im
Vergleich zum parentalen Stamm hatte die Mutante einen leichten Wachstumsvorteil wahrend der
Inkubation bei 41 °C und auf Calcofluor-White-haltigem Festmedium, wihrend ihr Wachstum auf den

alternativen Kohlenhydratquellen Xylose und Laktose leicht eingeschrinkt war.

6.1.2 Morphologische Tests

Neben der Resistenz gegeniiber verschiedensten Chemo- und Thermostressoren ist die Fahigkeit
zwischen unterschiedlichen Morphologieformen zu wechseln einer der wichtigsten Virulenzfaktoren
der polymorphen Hefen C. albicans und C. dubliniensis. Um die Fahigkeit der Stimme C. albicans
zcf28A/A - und  orf19.4768A/A  und  C. dubliniensis CdZCF28°® zur  Filament- und
Chlamydosporenbildung zu bewerten, wurden eine Reihe unterschiedlicher Morphologiewechsel-

induzierender Medien getestet.

Tabelle 8 Morphologieassoziierte Phénotypen der Staimme: C. albicans zcf284/4 und orf19.47684/4
sowie C. dubliniensis CdZCF28°F. Die Beurteilung des Wachstums der Transformanten erfolgte
relativ zum Wachstum der parentalen Wildtypstimme C. albicans SC5314 bzw. C. dubliniensis
Wii284.

-: Reduzierte Filamentierung oder Chlamydosporenbildung

0: Identisch zum Vergleichsstamm

+: Vermehrte Filamentierung oder Chlamydosporenbildung

Testagar 2cf284/4 orf19.47684/4 CdZCF28°F
(vs. SC5314) (vs. SC5314) (vs. Wii284)

Filamentierung

Kochblutagar (37 °C) 0 0 0

Spider-Agar (30 °C) 0 0 0

Spider-Agar (37 °C) 0 0 0

Spider-Agar (37 °C, 5% CO,) 0 0 +

Wasseragar + 10% FBS (37 °C) 0 0 0

YPD (37 °C) 0 0 0

YPD (37 °C, 5% COy,) 0 0 0

Fliissig YPD + 10% FBS (37 °C) 0 0 0

Chlamydosporenbildung

Maismehlagar und Reisagar (27 °C) 0 0 0

SLAD (27 °C) 0 0 0

Staibagar (27 °C) 0 0 0

Weder die C. albicans noch die C. dubliniensis-Transformanten zeigten messbare Verdnderungen in
der Hyphen- oder Chlamydosporenbildung unter den gewihlten Testbedingungen (siche Tabelle 8).
Beispielhaft sind hier die Koloniemorphologien auf Spider-Agar (Abbildung 9) und die
Chlamydosporenentwicklung der zu analysierenden Stimme auf Reis- und SLAD-Agar (Abbildung
10) dargestellt.
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30 °C (Normokapmnie) 37 °C (Normokapnie) 37°C/ 5% CO,

C. albicans
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orf19.47684/4

C. dubliniensis

Wii284

C. dubliniensis

CdZCF28CE

Abbildung 9 Koloniemorphologie der Wildtypstimme C. albicans SC5314 und C. dubliniensis
Wii284 und den Mutanten C. albicans zcf284/A4, orfl19.47684/4 und C. dubliniensis CdZCF28°F auf
Spider-Agar nach Inkubation bei verschiedenen Temperaturen und CO,-Konzentrationen. Wahrend
die C. albicans-Staimme unter allen Testbedingung in stark faltigen Kolonien wuchsen, blieben die
C. dubliniensis-Kolonien weitestgehend glatt und afilamentds. Der Malistabsbalken entspricht 1 mm.

Der C. albicans-Wildtypstamm SC5314 sowie die Deletionsmutanten zeigten auf Spider-Agar eine
starke Faltenbildung der Kolonien, die auf Filamentbildung hindeutet, bei 30 °C, 37 °C und in CO,-
angereicherter Atmosphére. Bei 37 °C war zudem ein verstérkter Hyphenkranz, der zentrale Kolonien
umgab, zu beobachten. Der Verlust der Gene ZCF28 oder orf19.4768 hatte also keinen Einfluss auf
den Hefe-zu-Hyphe-Ubergang in C. albicans unter den gewihlten Testbedingungen. FEine
eingeschrinkte Fahigkeit zur Hyphenbildung ist charakteristisch fiir C. dubliniensis. Dies bestétigte
sich darin, dass der C. dubliniensis-Wildtypstamm Wii284 unter allen Bedingungen in Hefeform
wuchs und glatte Kolonien bildete. Der heterologe Uberexpressionsstamm verhielt sich im
Allgemeinen wie der Parentalstamm. Einzig eine Inkubation bei 37 °C mit dem zuséitzlichen
Hypheninduktor von 5% CO, fiihrte zu einer partiellen Filamentbildung am Rand der Kolonien des
CdZCF28°F-Stammes (Abbildung 9).
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Abbildung 10 Chlamydosporenbildung der Stimme C. albicans SC5314, zcf284/4 und orf19.47684/4
und C. dubliniensis Wii284 und CdZCF28°". Die Candida-Stimme wurden 7 Tage bei 27 °C in
Dunkelheit inkubiert und mikroskopisch dokumentiert (Axiovert, Zeiss, Gottingen, Deutschland),
dabei  wurden keine phénotypischen  Unterschiede  zwischen den  Wildtyp- und
Transformantenstimmen festgestellt. Der MaBstabsbalken entspricht 50 uM.

C. dubliniensis

Die Chlamydosporenbildung wurde auf generellen und artspezifischen Induktionsmedien untersucht.
Auf Reis- und Maismehlagar war es allen getesteten C. albicans- und C. dubliniensis-Stimmen
moglich, nach einer siebentigigen Inkubation uneingeschrinkt eine grole Menge von
Chlamydosporen zu bilden (Abbildung 10). Die Verwendung von SLAD- und Staib-Agar bestétigte
die C. dubliniensis-spezifische Chlamydosporulation, die unabhidngig von der ZCF2§-Expression
blieb. Somit haben die C. albicans-Gene ZCF28 und orf19.4768 keinen entscheidenden Einfluss auf

den umweltabhéngigen Polymorphismus dieses Pilzes.
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6.1.3 Biofilmbildung
Fiir den Transkriptionsfaktor Zcf28 wurde eine wichtige Rolle im Zusammenspiel mit Csrl wéhrend

der Adhision von C. albicans an Silikonoberflachen beschrieben [89]. Das Anheften an Oberfldchen
ist der erste Schritt wihrend der mikrobiellen Biofilmbildung und im Rahmen der vorliegenden
Forschungsarbeit wurden die Biofilme der Stimme C. albicans SC5314, zcf284/4 und orf19.47684/4
sowie C. dubliniensis Wii284 und CdZCF28°* hinsichtlich ihrer Biomasse und der metabolischen
Aktivitét charakterisiert. Die Experimente zur Biofilmbildung wurden von Christine Pollath im Zuge
ihrer Masterarbeit, welcher die Details zur experimentellen Durchfiihrung zu entnehmen sind [147],
unter der Betreuung von Bettina Bottcher durchgefiihrt. Eine Kristallviolettfarbung ermoglichte die
Ermittlung der Biomasse und mittels XTT-Analyse wurde die metabolische Aktivitit der
Zellpopulation bestimmt. Beide Testverfahren nutzen chromogene Substanzen, so dass die

Quantifizierung photometrisch erfolgte [208].
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Abbildung 11 Dotplot-Diagramm (mit Mittelwert und Standardabweichung) zur Charakterisierung
der Biofilme der Stamme C. albicans SC5314, zcf284/4 und orf19.47684/4 und C. dubliniensis
Wii284 und CdZCF28°F mittels (A) Kristallviolett- und (B) XTT-Assays. Der Vergleich der
Transformantenstimme mit ihrem jeweiligen Elternstamm zeigte keine statistisch signifikanten
Unterschiede (Einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit Tukey-Test als Posthoc-Verfahren, drei
biologische Replikate). Die Daten wurden von C. Pollath im Rahmen ihrer Masterarbeit [147] erhoben

und hier zusammenfassend dargestellt.

Der Vergleich der Candida-Wildtypstdmme zeigte erwartungsgemél fiir C. albicans eine um 32%
héhere Biofilmmasse (Abbildung 11A) und 11% hohere metabolische Aktivitit als C. dubliniensis
(Abbildung 11B). In der Biomassebildung war bei beiden Spezies kein Unterschied zwischen den
Transformanten- und Wildtypstimmen zu erkennen. Dariiber hinaus war auch die mittels XTT-Test
gemessene metabolische Aktivitit weitestgehend zwischen Mutanten und Wildtypstdmmen
vergleichbar, allerdings betrug die Aktivitit des ZCF28-Expressionsstammes nur 87% der Aktivitit

des C. dubliniensis-Wildtyps. Diese Reduktion war zwar tendenziell erkennbar, jedoch statistisch nicht

signifikant.
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6.1.4 Die Rolle der Gene ZCF28 und orf19.4768 unter infektionsassoziierten Bedingungen

Trotz ihrer engen genetischen Verwandtschaft unterscheiden sich C. albicans und C. dubliniensis
signifikant in ihrer Epidemiologie und ihrer Potenz lebensbedrohliche, systemische Infektionen zu
verursachen [132]. Die geringe Abundanz von klinischen C. dubliniensis-Isolaten wird auf das Fehlen
oder die verdnderte Expression genetischer Virulenzdeterminanten zuriickgefiihrt [143]. Die
C. albicans-spezifischen Gene ZCF28 und ORF19.4768 wurden deshalb mittels ex vivo- und in vivo-

Infektionsmodellen auf ihre Beteiligung an der Pathogenese untersucht.

6.1.4.1 Infektion oraler Epithelzellen

Als relevantes Zellkulturmodell wurden humane orale Epithelzellen (TR146) gewihlt, da sowohl
C. albicans als auch C. dubliniensis gehauft aus der Mundhohle HIV-infizierter Patienten isoliert
werden konnen [209]. Sowohl Moyes et al. [210] als auch unsere eigenen vorherigen Studien [211]
zeigten fiir C. dubliniensis eine geringere Schiadigung von oralen Epithelien. Aus diesem Grund wurde
fiir die C. albicans-Stdmme ein Infektionsmodus von 1 (Multiplizitit der Infektion, MOI 1: im Schnitt
wird jede Epithelzelle mit einer Candida-Zelle koinkubiert) gewéhlt, wihrend fiir die Infektion mit
C. dubliniensis-Staimmen eine hohere MOI von 10 gewéhlt wurde, um eine messbare Schidigung zu

erhalten. Die Methodik basierte auf den Vorarbeiten von Wachtler et al. [30].
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Abbildung 12 Laktat-Dehydrogenase-Assay zur Messung der Schidigung von TR146-Zellen durch
die Infektion mit C. albicans SC5314, zcf284/4 und orf19.47684/4 und C. dubliniensis Wii284 und
CdZCF28°F, Darstellung mittels Dotplot-Diagramm mit Mittelwert und Standardabweichung. Vor der
Infektion wurden 10* TR146-Zellen je Well bis zur Konfluenz in 96-Well-Mikrotiterplatten inkubiert.
Die Infektionsdosis variierte entsprechend des Parentalstammes mit einer MOI 1 fir C. albicans-
Stamme und MOI 10 fiir C. dubliniensis-Stimme und es wurde die prozentuale Schidigung der
Transformanten zum Wildtypstamm dargestellt. Die statistische Analyse der Elternstimme mit den
dazugehorigen Transformanten ergab keine signifikanten Unterschiede (Nicht-parametrischer
Friedman-Test mit Dunn-Test als Posthoc-Verfahren, n=4-5).
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Die vorherigen Analysen zur Stresssensitivitit und Morphologie ergaben keine Hinweise auf eine
entscheidende Rolle der Gene ZCF28 und orf19.4768 unter virulenzassoziierten Bedingungen. Dieses
Verhalten konnte mit diesen ex vivo-Infektionen von humanen Epithelzellen bestitigt werden. Als
Mal3 der Zellschidigung wurde die Konzentration der intrazelluliren Laktat-Dehydrogenase im
Mediumiiberstand in einem kolorimetrischen Verfahren quantifiziert [30]. Sowohl die Deletion von
ZCF28 in C. albicans als auch die Geniiberexpression im C. dubliniensis-Hintergrund verdnderte die
Pathogenitit nicht, und die Schidigung der Wirtszellen blieb nahezu unveridndert (Abbildung 12). Die
C. albicans orf19.4768A/A-Mutante zeigte eine reduzierte mittlere Schiddigung von 71,2% des
Wildtypniveaus; jedoch betrug die Standardabweichung durch die biologische Variabilitét bei diesen
Tests 24%, wodurch eine endgiiltige Aussage tiber eine mogliche biologische Rolle des Gens bei der

Infektion oraler Zellen nicht sicher getroffen werden kann.

6.1.4.2 Infektion embryonierter Hiihnereier

Sowohl die in vitro- als auch ex vivo-Verfahren zur Charakterisierung der Candida-Mutanten konnen
nur einen Ausschnitt einer realen Infektionssituation simulieren. Um ein komplexeres System einer
Infektion zu untersuchen, wurde die Virulenz der C. albicans zcf284/4 und orf19.47684/4-
Deletionsstimme in vivo im alternativen Hiithnerei-Infektionsmodell nach dem Protokoll von Jacobsen
et al. [156, 184] getestet. Dazu wurde eine Infektionsdosis von 107 Candida-Zellen/Ei genutzt und das

Uberleben der Hithnerembryonen wurde iiber sieben Tage {iberwacht.

Hiihnerei-Infektionsmodell
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Abbildung 13 Kaplan-Meier-Uberlebenskurven der Hiihnerembryonen nach der Infektion mit den
Stammen C. albicans SC5314, isogenen Mutanten von zcf28A/A und orf19.4768A/A und
C. dubliniensis Wii284 und der PBS-Negativkontrolle. Das Uberleben nach Infektion mit C. albicans
war unabhéngig vom Stamm auf vergleichbarem Niveau, wihrend die Uberlebensrate der Embryonen
nach einer C. dubliniensis-Infektion im Vergleich mit dem C. albicans-Wildtypstamm
erwartungsgemal signifikant (P = 0,0117) hoher war (ermittelt mit dem Log-Rangsummen-(Mantel-
Cox)-Test, n=20).

Die Infektion der embryonierten Hiihnereier fiihrte mit allen getesteten C. albicans-Stimmen jeweils
zu einer hohen Mortalitdt von 90-100%. Dabei waren keine signifikanten Unterschiede zwischen dem

Wildtyp und den Deletionsstimmen zu beobachten (Abbildung 13), wodurch die Rolle der
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C. albicans-Gene ZCF28 und orf19.4768 auch in diesem Infektionsmodells als gering eingeschétzt
werden konnte. Das Modell spiegelte zudem die speziesspezifische verminderte Virulenz [143, 173]
des C. dubliniensis-Wildtypstamms Wii284 wider, der zum Endpunkt der Analyse eine Mortalitit von
70% verursachte, was die Validitit des verwendeten Systems fiir Candida-Infektionsversuche
unterstiitzt. Die Injektion einer PBS-Losung als Negativkontrolle hatte keinen FEinfluss auf das

Uberleben der Embryonen.

6.2 Screening von Interspezies-Genbibliotheken zur Identifikation potentieller
Virulenzfaktoren

Ein Hauptteil der Arbeit beschéftigte sich mit der Identifikation von C. dubliniensis- bzw. C. albicans-

spezifischen Genen, die Verkniipfungen mit der charakteristischen Pathobiologie erlauben. Mit der

Analyse einer genomischen C. albicans-Bibliothek konnte im Manuskript 4 erfolgreich ein neuartiger

virulenzrelevanter Faktor identifiziert und typisiert werden. Fiir eine Entdeckung von weiteren

spezifischen Genen wurden zwei Genbibliotheken umfassend untersucht und deren Screeningresultate

wurden in den folgenden Abschnitten dargestellt.

6.2.1 Screening der C. albicans-Genbibliothek in  C. dubliniensis auf diversen
Differenzierungsmedien
Der Fokus lag auf einer Genbibliothek von genomischen C. albicans-DNA-Fragmenten, die in
C. dubliniensis integriert wurden, um Transformanten mit einem C. albicans-dominaten Phénotyp zu
selektieren [62]. Die Bibliothek wurde unter folgenden Bedingungen analysiert: erhohte Temperatur
(42 °C) osmotischer Stress (1,1 M NaCl und 0,4 M LiCl), oxidativer Stress (10 mM H,0,),
Zellwandstress (20 mM Calcofluor White), C. albicans-spezifische Hypheninduktion (Kochblutagar)
und C. dubliniensis-spezifische chlamydosporeninduzierende Bedingungen (Staib-Agar, SLAD-Agar,
Casein-Agar). Unter jeder Bedingung wurden ca. 20.000 verschiedene Klone phéanotypisch analysiert.
Mit Ausnahme des Temperatur- und des oxidativen Stresses konnten unter allen getesteten
Bedingungen Transformanten mit einem verifizierbarem Phéanotyp isoliert werden. Bedingt durch das
gehdufte Auftreten von Sekundérstrukturen und AT-reichen Regionen in den iibertragenen DNA-
Fragmenten aus dem C. albicans-Genom, konnte nicht allen Candida-Isolaten eine Sequenz
zugeordnet werden. In Tabelle 9 sind die erfolgreich identifizierten C. albicans-Gene und die
zugehorigen Selektionsbedingungen aufgelistet. Ausgewédhlte Gene, die bisher wenig oder gar nicht
charakterisiert waren, wurden zur ndheren Analyse einzeln in den parentalen C. dubliniensis Stamm

reintegriert.
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Tabelle 9 Die genomische C. albicans-Bibliothek wurde unter Bedingungen, unter welchen sich
C. albicans und C. dubliniensis normalerweise phanotypisch unterscheiden, gescreent.

Es konnte eine Vielzahl von Genen identifiziert werden, die unter den Selektionsbedingungen einen
C. albicans-typischen Phinotyp in C. dubliniensis hervorriefen. Die zur weiteren Analyse in den
parentalen C. dubliniensis-Stamm reintegrierten Gene sind fett hervorgehoben.

Screeningbedingung Identifizierte C. albicans-Gene

NaCl VPS15, MNN47, orf19.213, VPS28, orf19.211

LiCl orf19.4280, IFH1, orf19.4283,

Calcofluor White VIPI, orf19.607, orf19.6701

Kochblutagar orfl19.1426

SLAD-Agar orfl9.2113, orf19.2114, orf19.2115, o0rf19.2332, ADA2,
orf19.2329.1

Casein-Agar [147] UTP6, ADA2, orf19.2332, SSY5, FBP26, UBCY, SKI2

C. dubliniensis-Transformanten mit einer Einzelintegration des C. albicans-Gens wurden erneut auf
dem urspriinglichen Selektionsmedium untersucht. Dabei war die Reproduktion der urspriinglichen
Phinotypen in den allermeisten Fillen nicht moglich. Moglicherweise wurde der zuvor beobachtete
Phinotyp durch die Kombination mehrerer Gene, durch Verdnderungen der Chromatinstrukturen oder
durch andere epigenetische Modifikationen beeinflusst. Allein der C. dubliniensis-Stamm, der das
C. albicans-Gen orf19.2115 tragt, wies stabil und reproduzierbar die morphologischen Veranderungen
hin zu C. albicans-typischen Phinotypen auf. Einzelheiten zur Identifizierung und der funktionellen

Charakterisierung des Gens sind zentrale Bestandteile des Manuskripts 4 [212].

6.2.2 Das Screening der C. dubliniensis-Genbibliothek in C. albicans demonstriert die Rolle

von MNN2 auf die Filamentierung auf Stickstoffmangelmedium

6.2.2.1 Identifizierung des Gens CD36 10050 als Induktor der Filamentierung
In einem zweiten Versuchsansatz wurde eine genomische Bibliothek von C. dubliniensis DNA-
Fragmenten in C. albicans-Transformanten auf SLAD-Agar gescreent. Das Screening und die

Selektion von Genbanktransformanten wurden analog zu den Arbeiten mit der C. albicans-Genbank
[62, 212] durchgefiihrt.
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A C. albicans SC5314 B C. albicans CaINT1 C C. dubliniensis Wii284

Abbildung 14 Koloniemorphologie der Stimme C. albicans SC5314, CaINT1, CaINT2, Cal0050INT
und CaMNN2INT und C. dubliniensis Wii284 auf SLAD-Agar. Die Kulturen wurden 48 h bei 30 °C
inkubiert und mikroskopisch analysiert. Der Maf3stabsbalken entspricht 50 pM.

Wie zuvor beschrieben, bildet der C. dubliniensis-Wildtyp auf dem Stickstoffmangelmedium SLAD-
Agar bei 27-30 °C Pseudohyphen mit terminalen Clustern aus Chlamydosporen [155], wéhrend
C. albicans-Wildtypstimme in Hefeform wachsen (Abbildung 14A-C). Durch die phénotypische
Untersuchung von ca. 20.000 C. albicans-Transformanten mit eingebrachten C. dubliniensis-Genen
auf SLAD-Agar konnten Kolonien mit erhohtem Filamentierungsverhalten isoliert werden, allerdings
immer ohne Chlamydosporenbildung. Die Transformante CaINT2 zeigte stabil eine hyperfilamentose
Wuchsform (Abbildung 14D). Wie im Abschnitt 5.4.2 beschrieben wurde, trug der Klon CaINT2 das
C. dubliniensis-Gen CD36 10050 als einzigen offenen Leserahmen des integrierten DNA-Fragments.
In den C. albicans-Ausgangsstamm CAI4 wurde daher sowohl das C. dubliniensis-Gen CD36 10050
als auch dessen C. albicans-Ortholog MNN2 jeweils am selben Ort integriert. Die resultierenden
Stimme Cal/0050INT und CaMNN2INT zeigten auf SLAD-Agar ebenfalls einen Trend zur
verstiarkten Filamentierung. Wahrend CaINT2 und Ca/0050INT in der Lage waren auch echte Hyphen
zu induzieren (Abbildung 14D, E), beschrinkte sich die Morphologie des CaMNN2INT-Stammes auf
Pseudohyphen und Klumpungen von Hefen (Abbildung 14F). Der C. dubliniensis-spezifische
Phénotyp basierte also nicht ausschlieBlich auf der Gendosis des MNN2/CD36 10050-
Orthologenpaars, sondern konnte spezifisch durch die heterologe Expression der C. dubliniensis-Gene

in C. albicans erzielt werden.

6.2.2.2 Charakterisierung der C. albicans CD36_10050 und MNN2-Expressionsmutanten unter
speziesdistinktiven Bedingungen

Da die C. albicans-Mutanten Cal0050INT und CaMNNZINT bei Inkubation auf SLAD-Agar in der

Lage waren das filamentose Wachstum, aber nicht die Chlamydosporenbildung, von C. dubliniensis

zu phénokopieren, wurden weitere Bedingungen getestet unter welchen die beiden Arten

unterscheidbar sind.
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Resistenz gegen Stressoren

Ein hervorstechender Unterschied zwischen C. albicans und C. dubliniensis ist die verminderte
Thermoresistenz des letzteren [145]. Deshalb wurde das Wachstum von Wildtyp- und
Expressionsstimmen auf YPD-Platten nach drei Tagen Inkubation bei unterschiedlichen

Temperaturen verglichen (Abbildung 15).
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Abbildung 15 Tropftestanalyse der Stimme C. albicans SC5314, Cal0050INT und CaMNN2INT und

C. dubliniensis W1i284 nach drei Tagen Inkubation unter aufsteigenden Temperaturen. Zwischen den
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C. albicans-Stimmen war kein Unterschied in der Wachstumskapazitit sichtbar, hingegen zeigte

C. dubliniensis bei 42 °C die artspezifische Hitzesensitivitit.

Die Temperaturresistenz der Expressionsstimme entsprach unter allen Testtemperaturen derer ihres
parentalen C. albicans-Wildtyps. Die Integration der Gene CD36 10050 und MNN2 in C. albicans
hatte also keinen Einfluss auf die Temperaturtoleranz.

Der Effekt von chemischen Stressoren wurde in Form von Wachstumskurven mit folgenden Zusétzen
zum YPD-Medium gemessen: Koffein, NaCl, LiCl, Fluconazol und CuSO,. Bei allen getesteten
Stressoren war die intrinsische Resistenz des C. dubliniensis-Stamms W1ii284 geringer als die des
C. albicans-Wildtyps SC5314 sowie der Expressionsmutanten. Allein bei der Zugabe von 5 mM
CuSO4 wurde eine leicht erhohte Resistenz beider Expressionsmutanten Cal/0050INT und
CaMNNZINT gegeniiber dem C. albicans-Wildtyp gemessen, was auf einen Gendosiseffekt hindeuten
kann (Daten nicht dargestellt).

Morphologische Tests

Bei den Temperaturstresstests fiel eine Verdnderung der Koloniemorphologie der
Expressionstransformanten auf: Die Stimme Cal/0050INT und CaMNNZINT zeigten im Gegensatz
zum C. albicans-Wildtyp eine ausgeprigte Faltenbildung nach Inkubation bei 37 °C/ 5% CO, und bei
42 °C (Abbildung 16), die auf eine verstirkte Filamentierung im Koloniezentrum schliefen lésst.
Auch bei 37 °C (ohne zusitzliches CO,) und bei 41 °C (der hochstmoglichen Temperatur fiir
C. dubliniensis-Wachstum) waren diese phinotypischen Verdnderungen zu beobachten, wenn auch in
einen weitaus geringerem Mafe. Der direkte Vergleich von Cal/0050INT und CaMNNZINT zeigte,
dass Cal0050INT eine ausgepréigtere Rauigkeit der Kolonien aufwies, doch trat bei keinem der
untersuchten Stimme eine radiale Hyphenbildung auf. Dies steht im Einklang mit der Hyphenbildung
auf SLAD-Agar, die auch nach der Integration des C. dubliniensis-Orthologs stirker war. Die erhohte

Koloniefaltung der Expressionsstimme zeigte ein generell gesteigertes Vermogen zur Filamentbildung
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und dadurch konnte, mit dem MNN2-Mannosyltransferasegens, erfolgreich ein weiterer Faktor der
morphologischen Verwandlungen identifiziert werden. Da die Genfamilie von Mannosyltransferasen
in C. albicans bereits intensiv untersucht worden ist und sie durch ihre Rolle in der Filamentierung
und Immunzellerkennung bekannte Faktoren der fungalen Virulenzmechanismen darstellen [213,
214], wurde die Genidentifikation in dieser Arbeit einerseits als positive Validierung des
methodischen Ansatzes bewertet und anderseits wurden die bekannten Phénotypen durch einen

alternativen Versuchsaufbau bestétigt.
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Abbildung 16 Koloniemorphologie der Stimme C. albicans SC5314, Cal0050INT und CaMNN2INT
und C. dubliniensis Wii284 bei verschiedenen Temperaturen und unter Normokapnie wenn nicht
anderes gekennzeichnet. Nach einer dreititigen Inkubation wurde die makroskopische Morphologie

mittels Binokular (Stemi 2000-C, Carl Zeiss Microscopy GmbH) begutachtet. MaBstabsbalken: 1mm.
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7 Diskussion

Sowohl C. dubliniensis als auch C. albicans sind héufige harmlose Kommensale im
Gastrointestinaltrakts und auf Schleimhduten gesunder Menschen, die jedoch selbst bei wenig
immunkompromittierten Patienten oberflachliche, in schweren Féllen auch systemische
lebensbedrohliche Infektionen verursachen konnen. Im Vergleich zu C. albicans wird C. dubliniensis
30-fach seltener aus Blutproben von Patienten isoliert [137] und auch die Schwere des
Krankheitsbildes der Candida-Infektionen unterscheidet sich charakteristisch. Sowohl die genetische
Colinearitdt, als auch die Sequenzidentitdt sind sehr hoch [135], so dass die engen genetischen
Verwandtschaftsverhdltnisse eine vergleichende Analyse von C. albicans und C. dubliniensis
ermoglichen, um grundlegende Erkenntnisse zurVirulenz dieser Pilze zu erhalten. Beispielsweise
gehoren zu den markanten Unterschieden C. albicans-eigene, hyphenassoziierte Virulenzfaktoren
[135, 143, 162]. Neben diesen spezieseigenen Genen sind besonders auch speziesspezifische
Anpassungen von Genregulationsnetzwerken als Antwort auf Umweltbedingungen von Interesse.

Die molekularen Ursachen der phinotypischen und infektionsbiologischen Unterschiede und
Gemeinsamkeiten dieser verwandten Candida-Arten wurden hier anhand der Hungerantwort und der
Regulation der Morphogenese, zweier wichtiger Faktoren in der Pathobiologie von Candida-Spezies,
untersucht. Zusammenfassend beinhaltete dies drei Hauptaspekte 1.) die Speziesspezifitit von
transkriptionellen Regulatoren und ihrer Netzwerke, 2.) die molekulare Basis der Unterschiede in der
Chlamydosporenbildung und 3.) die Aufschliisselung von cotranslationalen Mechanismen in der
Morphogenese iiber einen Speziesvergleich.

Fiir den ersten Aspekt, die Ebene der Transkriptionsfaktoren, wurden die Orthologe eines Regulators
in beiden Spezies auf ihre gemeinsamen und spezifischen Funktionen hin untersucht (Manuskript 1:
Die Funktion von Csrl in C. dubliniensis), und zudem speziesspezifische Transkriptionsfaktoren
identifiziert und beziiglich spezifischer virulenzassoziierter Charakteristika analysiert (Abschnitt 6.1
Charakterisierung der C. albicans Gene ZCF28 und orf19.4768).

C. albicans und C. dubliniensis vereint ein ausgeprigter Polymorphismus, der sie von anderen
Candida-Spezies  abgrenzt. Trotzdem gibt es Unterschiede in der Hyphen- und
Chlamydosporenbildung, die als phénotypisch deskriptive Merkmale unter anderem in der klinischen
Diagnostik genutzt, um diese beiden Arten zu unterscheiden [130, 148, 203]. Wihrend die
Hyphenbildung das wohl am besten charakterisierte Attribut von C. albicans ist (> 2900
Veroffentlichungen indiziert in Pubmed, Stand Juni 2017), ist die Chlamydosporenbildung
vergleichsweise wenig erforscht (143 Pubmed-Eintrdge), auch weil bis heute ihre biologische
Funktion nicht geklért ist. Vor diesem Hintergrund wurde fiir den zweiten Untersuchungspunkt die
Chlamydosporenbildung erstmals transkriptionell (Manuskript 2: Chlamydosporen-spezifische
Marker) als auch auf regulatorischer Ebene (Manuskript 3: Regulation der Chlamydosporenbildung)
systematisch untersucht.

Hinsichtlich des dritten Aspekts wurde die artspezifische morphologische Antwort auf
Néhrstoffmangel untersucht, indem ein Screening einer heterologen Genbibliothek unter

Stickstofthungerbedingungen durchgefiihrt wurde. Dies resultierte in der Entdeckung eines tRNA-
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modifizierenden Enzyms als Regulator der artspezifischen Morphologien unter diesen Bedingungen.
So konnte erstmals der Einfluss von tRNA-Basenmodifikationen auf die Expression von
virulenzassoziierten Merkmalen in einem pilzlichen Krankheitserreger nachgewiesen werden
(Manuskript 4: tRNA-Modifikationen als Virulenzdeterminante in C. albicans). Komplementédr dazu
wurde bei der Analyse des genetischen Hintergrunds von pathogenen S. cerevisiae-Isolaten eine
hyperaktive Genvariante eines tRNA-modifizierenden Enzyms als Ursache fiir ihr erhdhtes
Virulenzpotenzial beschrieben [215]. Dadurch kann die Spezifizitit von tRNA-Modifizierungsmustern
als generell konservierter Mechanismus, mit entsprechend speziesspezifischen Anpassungen, in der

Virulenz von Pilzen vermutet werden.

7.1 Transkriptionskontrolle in C. albicans wund C. dubliniensis am Beispiel
ausgewihlter Zinkfingertranskriptionsfaktoren
Pathogene Mikroorganismen miissen sich rasch an wandelnde Umweltbedingungen und verschiedene
Wirtsnischen anpassen, um ihr Uberleben und ihr Wachstum zu gewihrleisten. Zu den schnellen
Reaktionen zdhlt dabei die plastische Genexpression iiber verschiedene Transkriptionsfaktoren.
Neuartige Verschaltungen regulatorischer Komponenten kénnen dabei {iber evolutiondre Zeitrdume
phénotypische Diversitit erzeugen und durch Selektion die Besiedlung neuer Nischen erlauben — bis
hin zur Aufspaltung in neue Arten [216]. Die Untersuchung von Transkriptionsfaktoren ist daher ein
vielversprechender Ausgangspunkt zur Charakterisierung einer artspezifischen Anpassung von
Candida-Spezies. Obwohl die zentralen Stoffwechselwege in Pilzen weitgehend konserviert sind,
unterscheiden sich beispielsweise C. albicans und die Béackerhefe S. cerevisiae in der Regulation der
Metabolisierung alternativer Kohlenhydratquellen. Wéhrend der Zn,Cysg-Transkriptionsfaktor Gal4 in
S. cerevisiae Gene der Galaktoseverwertung steuert [205], reguliert der orthologe Faktor die
Glykolyse in C. albicans [217]. Transkriptionsfaktoren sind funktionell und strukturell vielfaltig. Die
Zinkfingertranskriptionsfaktoren sind dabei die verbreitetste Familie innerhalb der Eukaryoten. Sie
binden Zinkionen iiber funktionelle Histidin- und Cysteingruppen und stabilisieren die Protein-DNA-
Wechselwirkung [95]. Nach der Fungal Transcription Factor Datenbank umfasst das C. albicans-
Genom 116 dieser Expressionsregulatoren [218], von denen hier drei Faktoren ausgewéhlt und in

einem zwischenartlichen Vergleich charakterisiert wurden.

7.1.1 Konservierte und artspezifische Funktionen des transkriptionellen Regulators Csrl in
C. dubliniensis

Sowohl Mangel als auch Uberschuss an Zink sind zelltoxisch, weshalb eine enge Regulation der
Zinkhomoostase essentiell ist. Der C,H,-Zinkfinger-Transkriptionsfaktor Zapl in S. cerevisiae
(entspricht Csrl in Candida-Arten) ist dabei der zentrale Regulator des Zinkhaushalts, der die
Expression von Faktoren des Zinkimports und —exports steuert [4, 83, 219].

Die transkriptionelle Regulation der Zinkhomoostase ist iiber Zapl-Homologe in vielen
humanpathogenen Pilzgattungen aus den drei Hauptphyla Mucormycotina, Basidiomycota und
Ascomycota konserviert [220]. Zap1 und seine Homologe haben aber auch im Laufe der Evolution in

einzelnen Arten weitere Funktionen ubernommen. Wiahrend in S. cerevisiae etwa 80 Gene durch ein
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zinkspezifisches ZRE-Erkennungsmotiv in den Promotorbereichen unter der Kontrolle von Zapl
stehen [221], sind in C. albicans mehr als 270 Zielgene bekannt, die auch unter induzierenden
Bedingungen nicht in csrid/4-Deletionsmutanten heraufreguliert werden [88]. Neben Genen der
Zinkantwort zéhlen dazu auch Adhésine und weitere Faktoren der Biofilmbildung sowie Induktoren
der Hyphenbildung. Zudem wurde eine aktivierende Rolle wéhrend der Farnesolakkumulation
beschrieben [87, 88, 222]. Eine schnelle Expressionssteigerung von CSR/ und seiner zinkrelevanten
Zielgene wurde sowohl in C. albicans wihrend der Kolonialisierung von Mausnieren zwdlf Stunden
p.i. [169] als auch in C. dubliniensis unter in vitro-Zinkmangelbedingung innerhalb der ersten vier
Stunden beobachtet [156]. Moglicherweise greifen auch in Candida-Arten Mechanismen einer
verstirkenden transkriptionellen Autoregulation, die fiir ZAPI in S. cerevisiae untersucht wurden
[219]. Das Zapl-Protein in der Bickerhefe ist durch drei Doménen gekennzeichnet: Zwei
Aktivierungsdomdnen, die in den untersuchten Candida-Spezies fehlen, und eine DNA-
Bindungsdomine, welche aus zumeist sieben C,H,-Zinkfingermotiven besteht [4, 223]. Diese Cystein-
Histidin-reichen Regionen binden zweiwertige Zinkionen und sind in Zapl-dhnlichen Faktoren,
einschlieBlich Csrl der analysierten Candida-Spezies, evolutiondr erhalten [4, 82, 156]. Die
Unterschiede in den Modulen von Csrl/Zapl weisen bereits auf eine funktionelle Reorganisation
zwischen Candida- und Saccharomyces-Arten hin. Posttranslationell wird die Zapl-Aktivitdt in
S. cerevisiae iiber die Verfligbarkeit an zellulirem Zink gesteuert. Wéhrend die DNA-
Bindungselemente stets Zink als Cofaktor gebunden haben, ist die Zinkbindung an den
Aktivatordomédnen von intrazelluldren Zinkkonzentration abhingig, und sie sind allein unter
Zinkdefizit funktionell aktiv [224]. Bei Zinkaufnahme kommt es zu einer negativen Riickkopplung,
wodurch ein Zinkiiberschuss zur Anreicherung von inaktiven Zapl-Molekiilen fiihrt, die die eigene
Genexpression verhindern. Damit ist der Mechanismus der Zinkhomdostase in der Béckerhefe
beispielhaft fiir eine Verkniipfung transkriptioneller und posttranslationeller regulatorischer Ebenen,
die eine prizise Genexpression und Adaptation unter Stressbedingungen ermoglicht.

Wiéhrend die basalen Regulations- und Transportkomponenten des Zinkhaushalts konserviert sind,
konnten im Manuskript 1 neben den Parallelen auch Unterschiede des Zinkimports in C. dubliniensis
im Vergleich zu C. albicans sowie S. cerevisiae aufgezeigt werden. Die wichtigste Gemeinsamkeit ist
die Bedeutung von Csrl unter Zinkmangel, die als evolutiondr konserviert betrachtet werden kann.
Eine C. dubliniensis csrid/4-Deletionsmutante war nicht in der Lage unter Zinkmangel zu wachsen,
und transkriptionell wurde nachgewiesen, dass ein Verlust des Regulators die Transkription der
Zinktransportergene ZRT'1-3 und des Zinkophorgens PRAI signifikant verringert [156, 225]. Wahrend
in S. cerevisiae Zrtl als Hochaffinititstransporter fiir den effizienten Zinkimport unter starkem
Zinkmangel induziert wird [226], wurde diese Rolle in C. dubliniensis von Zrt2 iibernommen. So
konnte durch die kiinstliche Uberexpression von ZRT2, aber nicht ZRTI, die Proliferation einer
C. dubliniensis csrid/4-Deletionsmutante unter minimaler Zinkkonzentration wieder hergestellt
werden. In C. albicans ist die Uberexpressionen von ZRTI oder ZRT2 ausreichend, um einen Csrl-
Defekt auszugleichen [88]. Im direkten Vergleich bestétigte sich somit die enge Verwandtschaft der
Candida-Arten in den konservierten Funktionen von Csrl und Zrt2, doch scheint CdZrt1 Zink weniger
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effizient zu transportieren als CaZrtl. ZRT2 in S. cerevisiae unterscheidet sich auch in den nicht-
kodierenden Nukleotidsequenzen von den Candida-Orthologen [156], sodass der ScZRT72-
Promotorbereich repressive Elemente trdgt, die durch Zapl gebunden werden und die ZR72-
Transkription unter strenger Zinklimitierung vermeiden [227]. Ein weiterer gattungsspezifischer
Unterschied ist der Wachstumsdefekt einer S. cerevisiae zap 14-Mutante in Vollmedium [228], der bei
Candida-Deletionsmutanten nicht auftritt.

Weitere evolutionidre Neuverschaltungen des Csrl-Regulons zeigt die Expansion von Zielgenen, die
auch C. albicans-spezifische Faktoren der Hyphen- und Biofilmbildung wie ZCF28, SAP5 und HYRI
umfassen [88, 89]. Diese genetische Varianz fithrte zu dem artspezifischen Verlust der Filamentierung
in C. albicans, aber nicht in C. dubliniensis csrid/A-Deletionsmutanten [4, 88, 156]. Im Vergleich
zum gemeinsamen Vorldufer unterlag C. dubliniensis einer reduktiven Evolution, die sich im Wegfall
wichtiger hyphenassoziierte Gene zeigt [135, 143]. Andere Faktoren teilen Orthologe in C. albicans
und C. dubliniensis, aber sie sind strukturell oder funktionell divergent. Beispiele sind Hwpl, Ume6
und Nrgl. Mit den hier gezeigten Ergebnissen kann nun auch Csrl — in seiner Rolle bei der
Filamentierung — dazugez&hlt werden [65, 66, 135, 156].

Die Akquise von Mikrondhrstoffen wie Zink ist ein essentieller Virulenzmechanismus von
mikrobiellen Pathogenen [71, 72]. Daher verursacht der Verlust der Csr1-Orthologe Zapl oder ZafA
bei Méusen mildere Krankheitsverldufe von Cryptococcosis- bzw. Aspergillosisinfektionen [229,
230]. Ahnlich wie in den C. albicans-Infektionsstudien [169] fiihrte der Wegfall von Csrl auch in
C. dubliniensis zu einer signifikanten Verminderung der Virulenz in einem Hiihnerembryonen-
Infektionsmodell, die bemerkenswerterweise von der Filamentierungsfihigkeit entkoppelt war [156].
In der Studie von Xu et al. wurden C. albicans-Deletionsmutanten von frith transkribierten,
infektionsrelevanten Genen einschlieflich CSR/ auf ihr Verhalten und ihre Expressionsprofile in vivo
detailliert  untersucht.  Erstaunlicherweise = phinokopierte  die  Deletionsmutante  eines
Transkriptionsfaktors der Sterolsynthese Sutl das Expressionsmuster des csri4/4-Stamms in vivo und
die Attenuierung beider Stimme konnte jeweils durch eine ZRT2-Uberexpression auf das Level der
wildtypischen Mortalitdt angehoben werden [169]. Die enge Korrelation einer ZRT2-Expression und
der Mortalitit bekréftigt die Bedeutung der Zinkaufnahme wéhrend der pilzlichen Pathogenese. Da
interessanterweise eine suti/A/A-Mutante in vitro-Zinkmangelbedingungen toleriert, ist dieses
Phénomen ein gutes Beispiel fiir die nischenspezifische Genexpression.

Die Zinkhomoostase kann auch eine Rolle in der Immunevasion durch Pilze spielen. Das antifungale
Effektormolekiil Perforin beispielsweise bildet durch Oligomerisation Poren innerhalb von
Membranen, die moglicherweise durch Einlagerung von Zink oder anderen zweiwertigen lonen
verschlossen werden konnen: ein Mechanismus, der fiir andere porenbildende Toxine bereits gezeigt
wurde [231, 232]. Vor kurzem wurde ein morphologischer Effekt beschrieben, bei dem in Gegenwart
von Perforin die Keimschlduche von C. albicans verkiirzt und zugleich ZRTI und PRAI
heraufreguliert waren [233]. Insbesondere in C. dubliniensis, wo Csrl anders als in C. albicans nicht
die Filamentierung beeinflusst, konnte dieser Aspekt der Zinkhomdostase fiir die in vivo

Virulenzdefekte der csr14/4-Mutante eine wichtige Rolle spielen.
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7.1.2 Die C. albicans-spezifischen Transkriptionsfaktoren Zcf28 und orf19.4768 sind wenig
pathogenititsrelevant
Zentrales Ziel der Arbeit war es, in C. albicans und C. dubliniensis artspezifische
pathogenititsassoziierte Faktoren zu identifizieren. Die NBLAST-Analyse ergab eine Reihe von
C. albicans-Genen, die im C. dubliniensis-Genom fehlen [164]. Im Einklang mit friiheren Analysen
sind unter anderem die Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren in C. albicans expandiert [135]. Unter den
C. albicans—eigenen Transkriptionsfaktoren befinden sich die offenen Leserahmen ZCF28 und
orf19.4768, die in genomischer Nachbarschaft zu einander stehen.
Entgegen der Erwartung wurden fiir C. albicans zcf284/4 und orfl9.47684/4-Deletionsmutanten
sowie eine C. dubliniensis CdZCF28°*~Expressionsmutante nur wenige signifikante phanotypische
Verinderungen gefunden, was allerdings fiir ZCF28 im Ubereinstimmung zu anderen Arbeiten steht,
bei denen Transposoninsertionsmutanten ebenfalls keine messbare Verdnderung zum Wildtyp zeigten
[96, 228].
Die genomische Colokalisation der beiden Gene spiegelte sich in Ubereinstimmungen im
phénotypischen Profil beider Deletionsstimme wider, was fiir Eukaryoten ungewohnlich ist: Wahrend
Gene in Bakterien in funktionellen Operons strukturiert sind, liegen funktionell dhnliche eukaryotische
Gene regelmifBlig auf verschiedenen Chromosomen. Im humanen Genom wurde jedoch eine Haufung
funktioneller Einheiten in rdumlicher Ndhe auf demselben Chromosom beschrieben [234], und die
Expression benachbarter Gene wird haufig durch dieselben Transkriptionsfaktoren reguliert [235]. In
C. albicans teilen die Gene ZRTI und PRAI die gleiche Promotorregion, wodurch sie durch Csrl
coreguliert werden konnen [225]. Ob dhnliche Mechanismen bei ZCF28 und orf19.4768 existieren,
bleibt noch zu untersuchen.
Zu den gemeinsamen Merkmalen beider Deletionsmutanten gehorten eine leicht verminderte
osmotische Stresstoleranz und eine deutlich erhdhte Resistenz gegen das Antimykotikum Fluconazol.
Azole, wie Fluconazol, inhibieren die Cytochrom P 450 14 a-Lanosteroldemethylase (Ergll in
C. albicans), wodurch die Biosynthese und letztlich der Ergosterolgehalt der Zellmembranen reduziert
sind. Zudem hemmt die Anhdufung toxischer Intermediate das Zellwachstum [199]. Die
Sterolkonzentration beeinflusst die Fluiditdt und Permeabilitit biologischer Membranen und durch
Veridnderungen in der Membranzusammensetzung konnen sie dem osmostressinduzierten Absinken
des Zellturgors entgegenwirken [236]. In Hefen wird als Antwort auf erhdhte Salzkonzentrationen der
HOG-Signalweg eingeleitet, welcher die intrazelluldre Einlagerung von Glycerin induziert [237] und
die Expression der ERG2- und ERGII- Ergosterolbiosynthesegene einschrankt [238]. Ein analoger
Mechanismus konnte bei den C. albicans zcf284/4- und orf19.47684/4-Mutanten vorliegen. Sollten
diese Transkriptionsfaktoren direkt oder indirekt die Sterolsynthese aktivieren, wiirde sich die
Verringerung der Erg-Proteine in den Deletionsstimmen positiv auf die Fluconazolresistenz auswirken
und auch die Resistenz gegeniiber Osmostressoren beeinflussen.
Zwischen den Arten zeigte der C. dubliniensis-Wildtypstamm eine hohere Sensitivitit gegeniiber der
Azol-Behandlung. Die meisten klinischen C. dubliniensis-Isolate sind Fluconazol-sensitiv und die

minimale Hemmkonzentration liegt zwischen 0,125-4 pg/ml [239]. Die Fluconazolresistenz des
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C. dubliniensis-Referenzstamms W11i284 war hier mit einer MIC bis zu 8 pug/ml in fliissigem
Vollmedium vergleichsweise grofler. Patientenisolate, wie der C. dubliniensis-Stamm W1ii284 [179],
konnen im Rahmen von Azoltherapien mikroevolutiondre Anpassungen durchlaufen und die
Azolresistenz von C. dubliniensis stabil erhdhen [131]. Die ZCF28-Expression in der C. dubliniensis
CdZCF28° -Mutante verhinderte das Wachstum in Fluconazol-haltigem Medium vollstindig.
Entsprechend der Hypothese erhoht Zcf28 also hier die Aktivitit von Genen der
Ergosterolbiosynthese, und der erhdhte Gehalt an Sterolen sowie Ergosterolvorldufern fiihrt zu
groBerer Sensitivitit bei Azolzugabe. Zcf28 ist zwar spezifisch fiir C. albicans, aber PBLAST-
Analysen mit S. cerevisiae ergaben eine partielle Ahnlichkeit (identisch: 35%, positiv: 48,5%) mit
dem Zn,Cyss-Transkriptionsfaktor Ecm22. Zusammen mit dem paralogen Transkriptionsfaktor Upc2
reguliert Ecm22 die Ergosterolbildung in S. cerevisiae, im Besonderen unter Sterolmangel, indem sie
spezifische Promotorelemente der FRG-Gene binden [240]. Weiterfiihrende Transkriptom-Analysen
der ZCF28-Mutanten konnten einen Einblick geben, ob &hnliche Regulationsmechanismen auch bei
C. albicans auftreten.

Des Weiteren war das Wachstum der beiden C. albicans-Deletionsmutanten auch unter
Néhrstoffmangel, wie beispielsweise Zinkrestriktion, partiell eingeschriankt. Sowohl Zcf28 als auch
orf19.4768 besitzen beide eine zinkbindende Zn,Cyss-Domine, die charakteristisch fiir Pilze ist und
Analoge zu Csrl/Zapl konnen zinkbindende Dominen als Sensoren der intrazelluliren
Zinkkonzentration dienen [241]. Eine Rolle als Zinksensor konnte den Wachstumsdefekt der
zcf284/4- und orf19.47684/4-Mutanten begriinden, indem wichtige Zinkmangelsignalwege nicht
aktiviert werden und beispielsweise eine Mobilisierung intrazelluldrer Zinkreserven entfillt.

Ein weiterer nihrstoffgekoppelter Phianotyp beider C. albicans-Knockout-Mutanten war die erhohte
Sensitivitit bei Zugabe der TOR-Inhibitoren Rapamycin oder Koffein. Die néhrstoffsensitive Serin-
Threonin-Proteinkinase Torl ist in Eukaryoten konserviert und kontrolliert das Zellwachstum sowie
Alterungsprozesse [201]. Eine spezifische Inhibierung durch das fungizide und zugleich
immunsuppressive Makrolid Rapamycin erfolgt durch Interaktion mit dem Immunophilin FKBP-12
und dieser Komplex ist der spezifische Inhibitor der FRB-Domine von (m)TOR [242]. Koffein ist ein
Purinanalogon und inhibiert direkt die Torl-Kinase, wodurch die zelluliren Antworten auf Koffein
und Rapamycin in groflen Teilen iiberlappen [200]. In Hefen wird die Torl-Aktivitit durch diverse
zellstressauslosende Substanzen induziert, darunter auch oxidativer und Salzstress [201]. Hier konnte
eine funktionelle Verkniipfung der Gene ZCF28 und orf19.4768 bestehen, die zum Teil Resistenzen
gegen NaCl, LiCl und zusétzlich Rapamycin vermitteln.

Die C. albicans zcf284/4- und orf19.47684/4-Deletionsmutanten zeigten eine wildtypische Hyphen-
und Chlamydosporenbildung, sodass diese Faktoren fiir die Regulation von Morphogeneseprozessen
nicht essentiell sind. Die C. dubliniensis CdZCF28°F-Expressionsmutante zeigte dagegen auf Spider-
Agar mit zusétzlichen Hypheninduktoren eine leichte radiale Hyphenbildung, was auf eine Rolle in
der Filamentierung hindeutet Dass Zcf28 trotzdem nicht fiir die Filamentierung von C. albicans nétig
war, konnte mit dem tiibrigen Netzwerk von Filamentierungsregulatoren, die den Zcf28-Defekt

ausgleichen konnen, erkldrt werden. Eine Redundanz von C. albicans-Genen wurde bereits unter
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anderem in Hinblick auf die Hyphenentwicklung, Adhédsion und die Bildung degradierender Enzyme
beschrieben [243].

Im Zusammenspiel mit Csrl wurde Zcf28 bereits als positiver Regulator der Adhirenz an
Silikonoberflachen diskutiert [89]. Die Anheftung an Grenzfldchen ist der initiale Schritt bei der
Besiedlung von Wirtsoberfldchen und der Biofilmbildung. Die Entstehung von Biofilmen an invasiven
medizinischen Gerdten ist mit einem enormen Infektionsrisiko und hohen Mortalititsraten von
Patienten verbunden [244]. Die Dichte und Komposition von C. dubliniensis-Biofilmen ist
artspezifisch und besteht aus einem Geflecht an Hefen und Pseudohyphen, dem jedoch im Gegensatz
zu C. albicans echte Hyphen fehlen [245].

In einer Transposon-Deletionsmutantenbank wies die zcf284/4-Mutante keinen biofilmassoziierten
Phinotyp auf [246], was im Einklang mit den hier dargestellten Ergebnissen der Abschlussarbeit von
C. Pollath [147] steht, bei der in Biofilmmasse und metabolischer Zellaktivitidt kein verdnderter
Phinotyp der ZCF28-Deletionsmutante von C. albicans bzw. bei ZCF28-Expression in C. dubliniensis
gezeigt werden konnte. Damit bestétigte sich die enge Verkniipfung von Biofilmen von C. albicans
zur Hyphenentwicklung [88, 247]. Zcf28 nimmt bei der Biofilmbildung eine fein differenzierte Rolle
ein: Finkel ef al. beschreiben zwar keine Einschrankungen der in vitro-Biofilmbildung einer zcf284/4-
Mutante, jedoch war Zcf28 unabdingbar fiir die Adhdrenz an Silikonoberflichen und fiir in vivo-
Biofilme eines Kathetermodells [89]. Interessanterweise konnte eine CSRI-Uberexpression im
zcf284/4-Hintergrund die wildtypische Adhdrenz wiederherstellen, was eine Zcf28-abhéngige CSRI-
Expression unter adhirenzrelevanten Bedingungen andeutet [89]. Diese Verkniipfung zum zentralen
Zinkhomoostaseregulator bietet auch eine Erklarungsmoglichkeit fiir die Wachstumsreduktion von
z¢cf284/4 unter Zinkmangel.

Der zwischenartliche Vergleich der beiden Wildtypstimme zeigte eine deutliche Reduktion in der
Biomasse von C. dubliniensis-Biofilmen [147]. Moglicherweise handelt es sich dabei um ein
stammspezifisches Phédnomen, da andere Studien Varianzen zwischen verschiedenen Candida-
Stimmen beider Arten fanden [207].

In vitro-Tests konnen stets nur einen Ausschnitt der in vivo-Situationen simulieren und beobachtete
Phénomene sind nicht zwingend aufeinander iibertragbar [248]. Da C. dubliniensis ein hiufiges Isolat
aus dem Mund- und Rachenraum HIV-infizierter Patienten ist [3, 131], wurde fiir ex vivo-Infektionen
eine humane, orale Zelllinie gewéhlt, die zuvor als von C. albicans als auch von C. dubliniensis
kolonisierbar beschrieben wurde [210]. Obwohl wihrend einer Infektion von oralen TR146-
Epithelzellen oder des oralen RHEs C. dubliniensis-Zellen stets in der Hefeform verbleiben (hier und
[144, 210]), zeigten Moyes ef al. doch eine Aktivierung der primiren Transkriptionsfaktoren des
angeborenen Immunsystems NF-xB und c-Jun, die Sekretion von IL-6, IL-10 und die Freisetzung von
LDH aus TR146-Epithelzellen nach Infektion mit C. dubliniensis [210], weshalb dieses Experiment
fiir beide Candida-Arten als geeignet erscheint. Eine Gendeletion von ZCF28, sowie eine heterologe
Uberexpression von ZCF28 zeigten keine Veridnderungen in der Zellschddigung. Eine leichte, aber

statistisch nicht signifikante Verminderung der Zellschddigung wurde bei der Infektion mit der
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orf19.47684/4-Deletionsmutante gemessen. Die Funktion von orf19.4768 wahrend einer oralen
C. albicans-Infektion ist demnach unklar.

Die Virulenz von unabhingigen zcf284/4-Deletionsmutanten wurde in getrennten Studien durch in
vitro-Screeninganalysen und mittels kompetitiven in vivo-Poolexperimenten mit weiteren C. albicans-
Transkriptionsfaktorenmutanten charakterisiert. Im Einklang mit den in vitro-Daten der vorliegenden
Arbeit wurden keine signifikanten Anderungen von Phiinotypen im Vergleich zum Wildtyp beobachtet
[96, 97], andererseits war das Uberleben eines ZCF28-defekten C. albicans-Stamms bei Co-
Inkubation mit Makrophagen leicht reduziert [166]. Um den Einfluss der Zcf28 und orf19.4768-
Transkriptionsfaktoren erstmals separat in einem in vivo-Modell zu untersuchen, wurde das
embryonierte Hithnerei als Infektionsmodell genutzt[249].

In Ubereinstimmung mit anderen Vertebraten-Infektionsmodellen korreliert die Uberlebensrate der
Embryonen mit der art- oder stammspezifischen Virulenz der Erreger sowie der Infektionsdosis [184,
249]. Im Vergleich zu den C. albicans-Stimmen war die Mortalitidt der Embryonen nach der Infektion
mit dem C. dubliniensis-Wildtypstamm statistisch signifikant reduziert. Damit stellt das Hiihnerei-
Infektionsmodell eine gute Alternative zu murinen Modellen fiir Virulenzstudien von C. dubliniensis
dar, da in Mausmodellen eine dhnliche Verminderung der Virulenz bei C. dubliniensis gezeigt wurde
[156, 173]. Dieser Effekt konnte unter anderem auf dem Fehlen eines ALS3-Orthologs in
C. dubliniensis beruhen, denn der C. dubliniensis Wildtyp und eine C. albicans als34/4-Mutante
weisen vergleichbare Mortalititsraten auf [135, 156, 184]. Zur Analyse der zcf284/4 und
orf19.47684/4-Deletionsmutanten wurden mit 10’ Candida-Zellen je Ei sehr hohe Infektionsdosen
genutzt und die starke Last an pathogenen Mikroorganismen fiithrte zu einer stammunabhéngigen
Mortalitdt von 90-100% innerhalb von sieben Tagen. Jacobsen et al. postulierten, dass mittlere bis
geringe Virulenzunterschiede unter Verwendung einer niedrigeren Infektionsdosis im Hiihnerei-
Infektionsmodell deutlicher in Vorschein treten [184]. Dieses Phanomen wurde bei den
Infektionsexperimenten zur Untersuchung der C. albicans hmalA/A-Mutanten bestdtigt, welche nur
bei niedrig dosierten Inokula von 10° Zellen je Ei eine reduzierte Mortalitit aufwiesen (siehe
Abschnitt 0). Eine niedrigere Infektionsdosis mit niedrigerer Mortalitit oder die Infektion am zwolften
Entwicklungstag, konnten subtilere Effekte der Gendeletionen ZCF28 und orf19.4768 auf die Virulenz
hervorrufen.

Da viele Aspekte der Transkriptionsfaktoren Zcf28 und orf19.4768 noch offen sind, konnten in
zukiinftigen weiteren Analysen mit den hier erzeugten Mutanten die Zielgene dieser
Transkriptionsfaktoren ~ iiber =~ Transkriptomanalysen  wie Microarrays oder  RNA-
Sequenzierungsverfahren ermittelt werden, um ihre biologische Funktion aufzuschlisseln.
Bindungsanalysen an cis-regulativen Elementen von Zielgenen konnen dariiber hinaus iiber
Chromatin-Immunprézipitations-(ChIP-on-Chip)-Techniken analysiert und die Gruppe der Zielgene
definiert werden [250].
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7.2 Nahrstoff-induzierte  Signalwege losen  unterschiedliche zellulire und
morphologische Antworten in C. albicans und C. dubliniensis aus

Eukaryotische Nihrstoffsensoren und die entsprechenden Signaltransduktionswege sind in vielen
Aspekten konserviert, vereinzelt kam es aber durch evolutionire Spezialisierungen zu Verdnderungen
und Neuverschaltungen einzelner Signalwege. Ahnlich den Mikronihrstoffen ist auch die konstante
Versorgung der Zelle mit Makrondhrstoffen, im Besonderen mit Kohlenhydraten und Proteinen,
essentiell fiir Uberleben und Wachstum im Wirt. Um spezifische Néhrstoffmangel zu tolerieren, haben
Mikroorganismen  unterschiedliche  Strategien entwickelt. Fiir dimorphe human- und
pflanzenpathogene Pilze sind Verdnderungen im Néhrstoffangebot ein entscheidender Ausléser zum
Wechsel der Morphologie und zur Expression virulenzassoziierter Gene [37, 175, 251].

Ein zentraler Signalweg in Abhédngigkeit des Nahrstoffangebots ist der konservierte TOR
(Targetstruktur von Rapamycin)-Weg, iiber den in Abhéngigkeit von verfligbaren Nahrstoffen,
insbesondere Stickstoffquellen wie Aminosduren, aber auch durch Stresssignale die Zellteilung,
Proteinbiosynthese und Alterungsprozesse wie die Autophagie reguliert werden [201]. Zudem ist die
Aktivitit der Torl-Phosphatidylinositolkinase in Pilzen ein bekannter Regulator der Morphologie [46,
174, 175, 252].

Die extrazelluldre Verfiigbarkeit der bevorzugten Kohlenhydratquelle Glucose wird iiber den Ras-
cAMP-Proteinkinase A (PKA)-Signalweg wahrgenommen, dessen Rezeptoren aus zwei G-Protein-
gekoppelten Systemen bestehen: dem Gprl-Gpal-Komplex und einer Hexokinase-vermittelten
Aktivierung der Ras1-GTPase. Beide Wege aktivieren die Cyrl-Adenylatzyklase, die die Bildung des
Second Messengers cAMP katalysiert [253, 254]. Wie bei TOR gehoren zu den Zielproteinen des
cAMP-PKA-Wegs unter anderem Faktoren der Hyphenbildung [50]. In vergleichenden
Genomanalysen wiesen die cAMP-Signalkomponenten zwischen C. albicans und C. dubliniensis
einen hohen Grad der Konservierung auf [143]. Auf Ebene der finalen Effektorkomponenten finden
sich aber speziesspezifische Unterschiede; so induziert Serumzugabe die EFGI-Genexpression in
C. albicans, aber nicht in C. dubliniensis [64]. Des Weiteren vermittelt Efgl in einem Eedl-
abhéngigen Prozess die Expression von UMEG6 in C. albicans [255]. Ume6 ist ein Transkriptionsfaktor
der Hyphenbildung, welcher in C. dubliniensis allein unter Mangelbedingungen exprimiert wird und
eine kiinstliche Expression des C. albicans UMEG6-Transkripts konnte die Hypheninitialisierung in
Vollmedium von C. dubliniensis positiv beeinflussen [65]. In C. dubliniensis wird die UMEG6-
Expression hauptséchlich iiber externe komplexe Stickstoffquellen, wie Pepton und Albumin, und im
geringerem Maf} durch Glucose gesteuert [65], sodass Ume6 an der Schnittstelle zwischen cAMP- und
TOR-abhingigen Signalwegen einzuordnen ist. Wihrend ein strukturell dhnliches Ume6-Ortholog
(CD36_05880) in C. dubliniensis existiert, weist das nur entfernt dhnliche putative Eed1-Ortholog
(CD36_34980) in diesem Pilz eine zusétzliche chromatinmodifizierende Doméne auf [255, 256]. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde C. albicans-EEDI in C. dubliniensis heterolog exprimiert und
morphologisch charakterisiert. Jedoch blieb diese Expressionsmutante unter C. albicans-spezifischen
Hypheninduktoren weiter afilamentds (Daten nicht gezeigt) — im Gegensatz zu Ume6 tragen die

vermuteten Eed1-Orthologe scheinbar nicht signifikant zur artspezifischen Filamentierung bei.
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In C. albicans steuert der Torl-Kinase-Weg die Filamentierung und die Expression von Adhésinen
[252]. Eine reduzierte Torl-Aktivitit durch Nahrstoffmangel oder Rapamycinzugabe fiihrt zu
Histonmodifikationen und zur Verdringung des Repressors Nrgl aus den UTR-Bereichen
hyphenassoziierter Gene [51, 257]. Daher kann geschlussfolgert werden, dass die artspezifische
Morphologieregulation, die stark von Nrgl abhdngt [62, 66], mit dem TOR-Weg verbunden ist.
Bestitigung brachte die Zugabe von Rapamycin zu Pepton-haltigem Medium, welches die
Filamentierung von C. dubliniensis induzierte, wenn gleich nicht das wildtypische C. albicans-Level
erreicht wurde [63]. Darauf baut sich eine Hypothese der geringeren intrinsischen Torl-Aktivitdt von
C. albicans unter Bedingungen der Hypheninduktion. In scheinbarer Diskrepanz zu den bisher
diskutierten Ergebnissen, die in Fliissigmedien erarbeitet wurden, inhibiert die Zugabe von Rapamycin
die Filamentierung und Faltenbildung von C. albicans-Kolonien auf Agarplatten [252] und
phanokopiert damit C. dubliniensis. Daraufhin postulierten Bastidas und Autoren, dass das Erkennen
von festen Oberfldchen und die Adhdrenz an diese moglicherweise eine Rolle bei der TOR-geleiteten
Induktion von morphogenetischen Verdnderungen spielt. Dies kann von Relevanz fiir die
Chlamydosporenbildung in den folgenden Betrachtungen sein, da diese Sporen auf Agaroberflichen

besonders stark induziert werden.

7.2.1 Charakterisierung struktureller und regulativer Komponenten der
Chlamydosporulation

C. albicans und C. dubliniensis sind die einzigen Chlamydosporenproduzenten der Gattung. Die
Chlamydosporenbildung von C. albicans wurde bereits vor iiber 50 Jahren beschrieben und
nihrstoffarme Medien wurden als Induktor benannt [258]. Mit der Entdeckung von C. dubliniensis
wurde eine Reihe von Differenzierungsmedien auf lipidreicher Pflanzensamenbasis (Staib-Agar
basiert auf Nigersaat und Pal-Agar nutzt Sonnenblume) entwickelt, die eine Unterscheidung von
C. albicans und C. dubliniensis ermdglichen und Anwendung in der klinischen Diagnostik finden
[148, 259]. Auffillig ist, dass das Vermogen zur Sporulierung bei C. dubliniensis stets groBer ist und
es ist bisher kein Medium bekannt, welches Chlamydosporen spezifisch bei C. albicans induzieren
kann. Diese Beobachtung legt konservierte Mechanismen der artspezifischen Chlamydosporenbildung
nahe und deren Analyse kann das Verstidndnis {iber die Natur dieser Strukturen erweitern.

Uber das Auftreten und eine mogliche Beteiligung von Chlamydosporen wihrend muriner und
humaner Infektionen herrschen widerspriichliche Informationen. Ex vivo konnte gezeigt werden, dass
Chlamydosporen von C. albicans von Mausmakrophagen phagozytiert werden und dann durch
Bildung von Keimschldauchen aus den Immunzellen ausbrechen kdnnen [52]. Vereinzelte histologische
Befunde zeigen chlamydosporenartige Zellen in infizierten Geweben [260, 261], allerdings ist die
Zuordnung hier noch nicht endgiiltig gesichert.

7.2.1.1 Die Chlamydosporulation geht mit einer Umstrukturierung der Zellwand einher

Die biologische Funktion, die mégliche Bildung in vivo und die genetische Regulation sind drei grof3e
Unbekannte auf dem Gebiet der Chlamydosporen-Forschung. In den Manuskripten 2 und 3 wurden

zweil unterschiedliche Strategien gewdhlt, um neuartige Faktoren in dieser speziellen Form der
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Morphogenese zu charakterisieren. Der gewéhlte methodische Ansatz in Manuskript 2 (Palige et al.
[151]) zielte auf das vergleichende Transkriptom von Hefezellen gegen Chlamydosporen und
Pseudohyphen, und es wurden Gene identifiziert, die morphotypisch und zugleich in hoher
Transkriptmenge exprimiert wurden. Namensgebend fiir die Chlamydosporen (chlamys (lateinisch):
Mantel) ist die hervorstechende Verdickung der geschichteten Zellwand. Eine signifikant verdnderte
Zellwandstruktur und ihre assoziierten Proteine spiegelten sich in den differentiell exprimierten Genen
wider. Als chlamydosporenspezifische Komponenten wurden zwei Zellwandproteine (CSP/ und
CSP2) mit hoher Abundanz und GPI-verankerte Membranproteine (PGAI13, PGA55 und IHDI)
detektiert [151]. Die Zellwand von Chlamydosporen ist zweilagig mit einer &uleren, diinnen Schicht,
die reich an B-1,3-Glucan ist und etwas Chitin enthdlt [53]. Die Innenschicht ist proteinreich und
beherbergt wahrscheinlich die zellwandstindigen Csp-Proteine. Die Gendeletion ausgewdhlter
Chlamydosporen-spezifischer Gene in C. dubliniensis hatte wenige phénotypische Auswirkungen. Es
traten keine Beeintrdchtigungen der Sporulation und in der Resistenz aller morphologischen
Strukturen gegen Zellwandstressoren auf [147, 151]. Die CSP-Gene sind weitestgehend einzigartig fiir
die Chlamydosporenproduzenten C. albicans und C. dubliniensis. Das nichste Ortholog in
S. cerevisiae ist Pir3, ein O-glykolysiertes Zellwandprotein, das zur Zellwandstabilitit beitrdgt und
dessen Knockout-Mutanten eine verminderte Adhdsion an die Oberfliche von enteropathogenen
Bakterien zeigten [262]. Da diese zellwand- und zellmembransténdigen Proteine der Candida spp. in
Genfamilien auftreten, ist mit hoher Wahrscheinlichkeit von einem Redundanzeffekt auszugehen, und
erst die simultane Deletion mehrerer Gene konnte die Integritét einschranken.

Vor kurzem wurde die Expression von chlamydosporenspezifischen C. albicans CSP-Genen wihrend
der Infektion in Maéusenieren nachgewiesen [260]. Allerdings war das in vivo gemessene
Transkriptlevel des CSPI/-Gens gegeniiber in vitro-Studien [151] duferst gering. Obwohl diese Werte
auf unterschiedlichen experimentellen Voraussetzungen beruhen und nur indirekt vergleichbar sind,
legt die enorme Diskrepanz nahe, dass keine wahre oder eine verschwindend geringe
Chlamydosporenproduktion in vivo zu beobachten war.

Die strenge Inkubationstemperatur von maximal 28 °C [263] und der Nachweis von Chlamydosporen-
negativen C. albicans-Stimmen von Patientenisolaten aus Urin, vaginalen Abstrichen oder Kathetern
[264] sind weitere Argumente gegen eine Chlamydosporenbildung wihrend einer systemischen

Infektion von Warmbliitern.

7.2.1.2 Chlamydosporen- und Hyphenbildung nutzen dieselben zentralen
Signaltransduktionswege mit morphologiespezifischen Abwandlungen
Wihrend ein wohlbekanntes vielschichtiges Netzwerk die Hyphenbildung in C. albicans kontrolliert,
waren zu Beginn dieser Arbeit nur wenige Regulatoren der Chlamydosporenbildung bekannt. Obwohl
bereits im Jahr 1970 Néhrstoffmangel als ein Induktor der Sporulation diskutiert wurde [59], wurde
das Phanomen nicht detailliert untersucht, und die fehlende Trocken- und Hungerresistenz widerlegte
die Hypothese, dass es sich um Uberdauerungsstrukturen handeln kénnte [52]. Die wenigen bis dato
bekannten regulatorischen Faktoren der Chlamydosporulation entstammten unterschiedlichen

Signalwegen und sind allenfalls lose miteinander verbunden, beispielsweise iiber den
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Transkriptionsfaktor Efgl, den MAP-Kinase-HOG-Weg und den pH-abhingigen Rim101-Weg [55,
61, 121]. Die Transkriptomanalysen dieser Arbeit zur Chlamydosporulation konzentrierten sich auf
Gene mit hoher mRNA-Abundanz. Dadurch sind regulatorische Elemente wie Transkriptionsfaktoren
zum einen durch ihre allgemein geringen Transkriptmengen unterreprédsentiert [265], und zum anderen
dadurch, dass ihre intrazellulire Konzentration praziser Selbst- und Fremdkontrolle unterliegt. So
erreicht beispielsweise das Transkriptlevel von C. albicans EFGI einen Peak wihrend der
Hypheninitiation, der durch negative Autoregulation rasch abflacht [266]. Der Fokus eines zweiten
methodischen Ansatzes galt den putativ essentiellen Elementen der Sporulationsregulation. Alle bisher
untersuchten C. albicans-Deletionsmutanten mit totalem Chlamydosporendefekt zeigten auch einen
Verlust oder eine Einschrinkung der Filamentbildung. Zusétzlich korreliert interessanterweise die
atypische Chlamydosporenbildung nach Deletion etlicher C. albicans-Gene (BMHI, EFGI, HOGI,
MDS3, NRGI RIMI101, SCH9 und VPS1I) mit einer verdnderten Rapamycin-Resistenz, was auf eine
Verbindung dieser Faktoren mit dem TOR-Signalweg hindeutet [55, 61, 62, 121, 228, 252, 267, 268].
Diese mogliche Verbindung wurde im Manuskript 3 eingehend untersucht und mit Hilfe eines
zusitzlichen systematischen Screenings bekannter Regulatoren der Hyphenbildung wurden sowohl der
TOR- als auch der cAMP-PKA-Weg als essentielle Komponenten der Sporulation beschrieben.

Dabei werden die Signalkaskaden in Abhéngigkeit der verfiigbaren Nahrstoffe gesteuert [155]. Der
Entzug préferierter Kohlenhydrat- und Stickstoffquellen wie Glucose und Ammonium wurde bereits
als ein Induktor der sexuellen Sporulation und Pseudohyphenbildung in S. cerevisiae beschrieben
[269]. Auch die Bildung der asexuellen Chlamydosporen gilt als eine Form der Glucosemangel
induzierten Antwort in C. albicans [59]. In Manuskript 3 konnte erstmals gezeigt werden, dass neben
Glucose auch die Konzentrationen anderer Mono- und Disaccharide sowie Zugabe von Pepton
inhibierend auf die Chlamydosporulation wirken.

Hungerantworten im Zuge eines Stickstoffmangels 16sen TOR-abhéingigen Mechanismen aus, die sich
in den NCR- (Repression des Stickstoffkatabolismus) und den GAAC-Weg (Regulation der
Aminoséurebiosynthese) gabeln. Diese Regulationskaskaden sind in Hefen konserviert [201, 253] und
wirken positiv auf die Hyphenelongation von C. albicans [174]. Stérungen innerhalb dieses
Signalweges, wie durch die Gendeletionen eigener und vorheriger Studien, aber auch die hier
beschriebene Rapamycin- oder eine erhdhte Peptonzugabe, verhinderten die Sporulation [61, 155].
Neben der néhrstoffabhéngigen Signalweiterleitung itiber den TOR-Weg wird wéhrend der
Hypheninitiation durch Glucose, der induzierenden Komponente von Serum, auch der Ras-cAMP-
PKA-Weg aktiviert [45]. Die Aktivititen beider Signalwege sind ebenso essentiell fiir eine
Sporulation in C. albicans, da die Deletionen zentraler Elemente (TOR-Weg: GATI, GCN4, MDS3
SCHY und cAMP-PKA-Weg: RASI, CYRI, EFGI) zu Morphogenesedefekten fiihrten [55, 61, 121,
155, 175]. Ahnlich wie bei der erhohten TOR-Aktivitit durch Peptonzugabe fiihrte Glucose oder
extrazelluldres cAMP zu einer Unterdriickung der Chlamydosporenbildung [155]. Es scheint also, dass
die Sporulation ein iiber mehrere parallele Wege kontrollierter Prozess ist, und nur gleichzeitig

niedrige Basalaktivititen des TOR- und cAMP-PKA-Wegs eine Induktion ermoglichen.
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Die Chlamydosporulation von C. albicans reagiert deutlich sensitiver auf Nahrstoffsupplementation
als die von C. dubliniensis, doch bringt eine NRGI-Deletion den Effekt auf das Niveau des
C. dubliniensis-Wildtyps. Es scheint also, dass die Grundlage der speziesspezifischen
Chlamydosporulation in den unterschiedlichen Schwellenwerten fiir die Hungerantwort zu finden ist
und dass Nrgl in C. albicans der wichtigste Repressor ist. Die Derepression in einer C. albicans
nrglA/A-Deletionsmutante wurde bereits auf Staib-Agar gezeigt [62], doch konnte hier nachgewiesen
werden, dass dieser Effekt medienunabhédngig auch auf SLAD- und Casein-Agar auftritt [147, 155].
Nrgl hat evolutiondr zwar seine Funktion eines morphologischen Repressor behalten, doch variiert der
Schwellenwert der Induktion auch in Hinblick auf die Filamentierung. In C. dubliniensis inhibiert
Nrgl die Bildung echter Hyphen unter néhrstoffreichen Bedingungen, wie YPD oder DMEM, unter
denen C. albicans filamentiert, doch eine C. dubliniensis nrgld/A-Deletionsmutante bildete
Keimschlduche [66]. Hyphen- und Chlamydosporenbildung scheinen dabei gegenléufige Prozesse zu
sein. Die artspezifischen Verkniipfungen des Regulators Nrgl sind somit zentraler Baustein zweier
morphologie- und putativ virulenzassoziierter Phanotypen.

Andere Faktoren der C. albicans-spezifischen Filamentierung spielen eine eher untergeordnete Rolle
fiir die Chlamydosporulation: Obwohl die heterologe Expression des Nrgl-Targets CaUME6 in
C. dubliniensis eine Filamentierung in Pepton-haltigem Medium erlaubt und eine Deletion in
C. albicans diese unterdriickt [65, 270], hatten weder UMEG6-Deletion noch -Uberexpression Einfluss
auf die Sporenbildung von C. albicans [155]. Ein weiteres Beispiel fiir eine ungekoppelte
Verschaltung der Chlamydosporenbildung gegeniiber der Filamentierung ist die Phosphodiesterase
Pde2: ein Faktor, der essentiell fiir die Regulation der intrazelluldiren cAMP-Konzentration ist [271].
Auch unter nicht-induzierenden Bedingungen ist die C. albicans pde24/4-Knockout-Mutante
hyperfilamentds [271], jedoch war keine Bildung von Pseudohyphen und Chlamydosporen auf
ndhrstoffreichem Medium mdglich. Damit kann das erhohte cAMP-Level einer Phosphodiesterase-
negativen C. albicans-Mutante die inhibitorischen Effekte von Pepton und Glucose nicht autheben

[155].

7.2.2  Stickstoffknappheit als Ausloser morphologischer Wechsel

Stickstoffmangel ist ein bedeutsamer morphologischer Induktor der Filamentierung und des invasiven
Wachstums, dessen Effekte in unterschiedlichen Hefespezies, von C. albicans, C. tropicalis und
C. lusitaniae bis zu diploiden S. cerevisiae-Stammen, konserviert sind [46, 47]. SLAD-Medium gilt
bei 37 °C als klassische Bedingung zur Ausbildung echter Hyphen in C. albicans [48], und in dieser
Arbeit konnte es bei niedriger Temperatur als neuartiges synthetisches, C. dubliniensis-spezifisches
Chlamydosporenmedium etabliert werden [155, 212]. Die Entwicklungen dieser Morphologien sind
weitestgehend als Artspezifika zu werten, da sie charakteristisch in acht von neun C. albicans- und in
allen elf getesteten C. dubliniensis-Patientenisolaten [179] zu beobachten waren (Fehler!
erweisquelle konnte nicht gefunden werden. im Anhang). Damit liegt die Nachweisgenauigkeit
dhnlich hoch wie bei vergleichbaren Selektivmedien [148, 203, 272], jedoch sollte die Anzahl
klinischer Candida-Isolate erweitert werden, um die Reliabilitit einer stammunabhéingigen

Differenzierung zu bewerten.
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Wegen der auffdlligen phéanotypischen Unterschiede wurde SLAD-Agar als Selektionsmedium
gewdhlt, um eine integrative genomische C. dubliniensis-Bibliothek in C. albicans auf Filamentierung
und/oder Chlamydosporenbildung zu testen. Das Screening von etwa 20.000 Genbanktransformanten
ergab keine Chlamydosporen-positiven Kolonien, jedoch wurden erfolgreich hyperfilamentose Klone,
wie der Stamm Ca/0050INT, isoliert. Da eine Filamentierung von C. albicans, wenn auch exklusiv
unter erhdhten Temperaturen, auf SLAD-Agar induziert werden kann, ist es moglicherweise

biologisch leichter Hyphen zu bilden als die Chlamydosporenrepression zu {iberwinden.

7.2.3 Die Expression der Mnn2-Mannosyltransferase ist verkniipft mit der Filamentierung
von Candida-Arten selbst unter repressiven Bedingungen

Genomische heterologe Candida-Bibliotheken wurden bereits fiir die Identifikation von C. albicans-
Genen etabliert und der Chlamydosporenrepressors Nrgl und der tRNA-Modifizierer Hmal wurden
als Morphologiedeterminanten entdeckt [62, 212]. Ziel dieses Screeningverfahrens war die
Identifizierung genetischer Elemente von C. dubliniensis, die zu phinotypischen Verdnderungen in
C. albicans fihren konnen. Sequenzanalysen zeigten, dass die heterologe Integration des
C. dubliniensis-Gens CdMNN2 (CD36 10050), dem Ortholog der C. albicans a-1,2-
Mannosyltransferase Mnn2, ursdchlich fiir die gesteigerte Filamentierung des C. albicans-Stammes
Cal0050INT war. Eine erhohte Filamentierung von C. albicans unter nicht-induktiven Bedingungen
durch Integration eines C. dubliniensis-DNA-Fragments ist daher bemerkenswert, da C. dubliniensis
gewohnlich nur unter strikt definierten Bedingungen echte Hyphen bildet [64-66, 143, 146]. Neben der
direkten Wirkung speziesfremder Regulatoren kann schon die alleinige Erhohung der Kopienzahl
durch die Genintegration verdnderte Phinotypen hervorrufen. Die orthologen Mnn2-Proteine der
untersuchten Candida-Arten unterscheiden sich nur gering (PBLAST: 91,3% identisch, 95,8%
positiv), so dass auch eine hohe funktionelle Ubereinstimmung naheliegt und somit funktional die
MNN2-Allelanzahl erhoht worden sein konnte. Ein Verlust der Genkopienanzahl, wie bei der
Haploinsuffizienz, ruft bei C. albicans bereits schwerwiegende Auswirkungen auf morphologische
Transitionen aus [273]. Im Fall von Cal0050INT scheint die erhohte Kopienzahl zusammen mit einem
zweiten Effekt zu wirken: Die Integration einer dritten CaMNN2-Genkopie erhohte die
Filamentierungsrate von C. albicans sowohl auf SLAD-Minimalmedium als auch auf YPD. Allerdings
fiihrte diese Integration eines dritten Allels vorrangig zur Entstehung von Pseudohyphen, wihrend die
Cal0050INT -Transformante zusitzlich echte Hyphen und eine weiter erhdhte Faltenbildung der
Kolonien zeigte. Das C. dubliniensis-Gen hatte also einen stirkeren Effekt als das native Ortholog.

Die Zellwand von C. albicans besteht vorrangig aus vernetzen Kohlenhydratpolymeren (Chitin,
Glucan, Mannan) und Proteinen, wobei sich der Zellwandaufbau zwischen Hefen- und Hyphenzellen
unterscheidet [274, 275]. Mnn2 ist eines von sechs Mitgliedern der MNN2-Genfamilie, die eine a-1,2-
Mannosylierung von bereits bestehenden Mannosylketten, die ihrerseits an Proteine der dufleren
pilzlichen Zellwand gekniipft sind, vermitteln [213, 214]. Mannane und die posttranslationell
modifizierten Mannoproteine sind bedeutende Molekiile, sogenannte Pathogen-assoziierte molekulare
Muster (PAMPs), die im Zuge der angeborenen Immunantwort durch C-Typ-Lektinrezeptoren von

Makrophagen erkannt werden [276]. Als virulenzassoziierte Faktoren wurden Mannosyltransferasen in
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C. albicans bereits gut untersucht: Mnn2 ist ein hyphenassoziierter Faktor [277], dessen Verlust zu
einer reduzierten Filamentierung wund verminderter Virulenz in einer intravendsen
Mausinfektionsmodell fiihrt [213]. Bereits der Verlust eines MNN2-Allels fiihrte zu einer
gendosisabhingigen Reduktion der Hyphenbildung auf Spider-Agar [278], was die Annahme bestérkt,
dass die verstirkte Filamentierung von Ca/0050INT in groBen Teilen auf der Insertion einer dritten
MNNZ2-Genkopie beruht.

In S. cerevisiae fiihrt ein Mnn2-Defekt einer Veranderung der Morphologie mit abgerundeten statt
linglichen Hefezellen [279]. In Ubereinstimmung dazu wiesen die C. albicans-Expressionsmutanten
UnregelméBigkeiten in der Hyphenbildung und Deformierungen einzelner Filamente auf,
moglicherweise verursacht durch Stérungen in der bipolaren Zellteilung und des Langenwachstums.
Eine Reduktion des Mannosylierungsgrads geht mit einer Verringerung der Zellwandintegritét einher,
die teilweise durch einen verstirken Einbau von Glucan ausgeglichen wird, was wiederum zu einer
hoheren Empfindlichkeit gegeniiber zellwandgerichteten Antibiotika fiihrt [214]. In C. albicans-
Deletionsmutanten von Nrgl und Tupl wurde eine deutliche Zunahme der MNN2-Transkriptmenge
gemessen [277]. Im Zusammenhang mit den zuvor beschriebenen Ergebnissen auf SLAD-Agar ist
festzustellen, dass Nrgl die Hyphenbildung und Chlamydosporulation von C. albicans auf SLAD-
Agar unterdriickt [155] und im Ca/0050INT-Stamm eine kiinstliche Expression des Nrgl-Targetgens
MNN?2 die transkriptionelle Inhibierung des Morphologiewechsels iiberwinden kann.

Die Versuche zur MNN2-Expression zeigten, dass eine Verdnderung der Zellwandkomposition auch
die nédhrstoffinduzierte Morphogenese von C. albicans beeinflusst. Eine Rolle der verfiigbaren
Néhrstoffe auf Integritdt und Zusammensetzung der pilzlichen Zellwand ist bereits bekannt. So fithren
physiologische Laktatkonzentrationen im Medium im Gegensatz zu Glucose zur Maskierung
zellwandassoziierter PAMPs, und der Verlust des Transkriptionsfaktors Ace2, dem zentralen
Regulator der Mannosylierungsgene, oder des a-1,3-Mannosyltransferasegens MNNI4 fithren zur

Exposition von Glucan an der Zelloberflache [280].

7.3 tRNA-modifizierende Enzyme als neuartige Virulenzdeterminanten in Hefen

7.3.1 Codons, Anticodons und deren Bindungsaffinitit

Der zentrale Mechanismus der Translation ist die Paarung von Codon- und Anticodontripletts und die
anschliefende Verlingerung der Polypeptidkette. Die beiden bedeutsamsten Parameter fiir die
Effizienz dieses Vorgangs sind die Abundanz von tRNA-Spezies und damit verbunden das Codon
Usage, also die Bevorzugung einzelner Codonspezies gegeniiber anderen identisch kodierenden im
degenerierten genetischen Code. Hierbei sind tRNAs keine passiven Molekiile, vielmehr greifen sie
aktiv in den Translationsprozess ein. Codon-Anticodon-Bindungsaffinitdten werden liber das Triplett
hinaus bestimmt, indem durch die Ausbildung von Sekundirstrukturen verschiedenartiger RNA-
Molekiile und durch das Einfiilhren chemischer funktioneller Gruppen die Spezifitdt der
Codonerkennung, die Bindungsstabilitit sowie die Effizienz und Translationsgeschwindigkeit
moduliert werden [109, 281].
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Wiahrend der Codon-Bias genetisch determiniert ist, sind posttranskriptionelle Modifikationen der
tRNA durch ihren epigenetischen Charakter dynamisch und ermdglichen, die Genauigkeit und
Effizienz der Codon-Anticodon-Paarungen in Abhédngigkeit der Umweltbedingungen anzupassen
[282].

Die Bedeutungen zweier modifizierender Enzyme (Hmal und Ncs2), die unterschiedliche tRNA-
Basenmodifikationen innerhalb und in Nachbarschaft des Anticodons katalysieren, wurden in
Manuskript 4 und in einer bisher unverdffentlichten Arbeit in Kooperation mit der Forschungsgruppe
Leidel (RNA-Biologie, MPI Miinster) auf ihre Rolle fiir die Pathogenese von Candida-Arten
untersucht. Hinweise auf eine wichtige Funktion dieser tRNA-modifizierenden Enzyme kamen auf
zwei sehr unterschiedlichen Wegen. Die Expression bzw. Deletion von Hmal beeinflusste die
artspezifische Morphologie von C. albicans und somit auch virulenzassoziierte Mechanismen.
Gleichzeitig fiel ein klinisches S. cerevisiae-Isolat durch eine Punktmutantion im NCS2-Gen auf,
durch die der Stamm hypervirulent wurde [215]. Weiterfiithrend sollte hier die Funktion von Ncs2 in
C. albicans charakterisiert werden, um die Rolle von tRNA-Modifikationen in der Virulenz einer
humanpathogenen Hefe zu bestimmen.

Insbesondere ist C. albicans dabei auch von Interesse, da bei dieser und verwandten Hefen eine
Besonderheit im genetischen Code existiert. Viele Candida-Arten, inklusive C. albicans und
C. dubliniensis, decodieren das Leucin-Codon CUG préferentiell, aber nicht ausschlielich, als Serin.
Diese Entwicklung ist auf ein singuldres genetisches Ereignis zuriickzufiihren, das etwa 272 Millionen
Jahre zuriickliegt und so die sogenannte CUG-Klade begriindete [283]. Die zweideutige Translation
dieses Codons erhoht die genomische Anpassungsfihigkeit, und es wird angenommen, dass der
Erwerb des alternativen genetischen Codes sowohl Evolutionsprozesse beschleunigte als auch die
phénotypische Diversitét der Mitglieder der CUG-Klade erweiterte [284]. Experimentelles Einbringen
von Leucin-tRNAs mit iiblichen CAG-Anticodons hatte weitreichende zelluldre Auswirkungen in
C. albicans, wie Verdnderungen in der Zelladhdrenz, der Koloniemorphologie und der Sekretion
hydrolytischer Enzyme zur Folge [284]. Zudem erhdhte die Expression der CUG-Klade-typischen
tRNA-Spezies in S. cerevisiae dessen Thermotoleranz, was den Selektionsdruck in humanpathogenen
Candida-Arten darstellen konnte [285]. Somit besteht hier schon ein — wenn auch anders gelagerter —
Fall einer Verbindung von tRNA-Nutzung und -Ablesegenauigkeit zu Virulenzattributen von

C. albicans.

7.3.2 Die Hmal und Ncs2-Enzymkomplexe katalysieren entscheidende Modifikationen der
tRNA-Anticodonschleife

Die untersuchten modifizierenden Enzyme sind verantwortlich fiir tRNA-Basenmodifikationen
innerhalb und in direkter Nachbarschaft der ASL. Die Basen der Position 34 (Wobblebase) und
Purinbasen an Position 37 treten hdufig stark modifiziert auf, und Ncs2 bzw. Hmal sind bespielhafte
Modifizierer beider Schliisselpositionen.

Durch Modifikationen der Uridinbasen an der Wobbleposition werden jene charakteristisch nicht-
kognaten  Bindungen  ermoglicht: Die  chemische  Verdnderung von  Uridinygs zu

5-Methoxycarbonylmethyl-2-Thiouridin  (mcm’s*Us;)  verstirkt die  Codon-Anticodon-Paarung
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zwischen A-U-, aber auch G-U-Paaren [282]. Bei defekten Uss-Modifikationen akkumulieren Zellen
Proteinaggregate, und Schliisselgene der proteotoxischen Stressantwort werden verstdrkt exprimiert
[286]. Die Biosynthese verlduft in drei nacheinander geschalteten Schritten [114, 287]: Die beiden
Reaktionen zu 5-Methoxycarbonylmethyl (mcm’) werden durch den ELP (Elongator-Protein)-
Komplex, der sich aus sechs Untereinheiten zusammensetzt, und zweier tRNA-Methyltransferasen
vermittelt (Einzelheiten der Modifizierungsreaktionen sind Tabelle 10 zu entnehmen). In drei tRNA-
Spezies (tRNA-""yc, tRNA-""yy, tRNA-" ) wird die Modifikation durch das Einfiigen der 2-
Thiolgruppe durch den heterodimeren Enzymkomplex Ncs2-Ncs6 erweitert [288, 289]. Die
Abwesenheit von thiolierten tRNAs in ncs24-Mutanten wurde entsprechend zuvor in S. cerevisiae
analysiert [290] - dabei ist Cystein die primire Schwefelquelle, und da der Grofiteil des intrazelluldren
Schwefels in Form von tRNA-Modifikationen gebunden ist, dienen ihre Konzentrationen zugleich als

Indikatoren der zelluldren Schwefelverfiigbarkeit [115].

Tabelle 10 Enzymatische Schritte der Uridins,-tRNA-Modifikationen. Uber eine dreistufige Reaktion
entsteht ein komplex modifiziertes Uridinderivat. Die einzelnen Reaktionsschritte wurden
entsprechend Chen et al. [287] zusammengefasst.

Edukte Enzyme Produkte Art der Prakursor  der
Reaktion funktionellen
Gruppe
tRNA ELP-Komplex cm’Usy Carboxy- Acetyl-CoA
(Uridin (5-Carbonylmethyl- methylierung  (nicht
Usy), Uridin) vollstandig
Acetyl-CoA aufgeklart)
cm’Usy tRNA- mem’Us, Methyl- S-Adenosyl-
Methyltransferasen (5-Methoxycarbonyl-  veresterung methionin

methyl-Uridin)

mem’Usy, Urmylierungsenzyme mem’s*Usy Thiolierung Cystein
ATP (Uba4, Urm1) und (5-Methoxycarbonyl-
Nes2-Ncs6 methyl-2-Thiouridin)

Evolutionir tragen bereits die bakteriellen Vorlduferproteine des Modifikationsapparats konservierte
funktionelle Doménen der Schwefeliibertragung und dienen dort der Thiolierung von Eisen-Schwefel-
Clustern, Vitaminen und Cofaktoren [291]. In Eukaryoten wurden die neuen Schwefelakzeptoren
tRNAs. Wihrend das thiocarboxylierte Urml-Protein den Prakursorkomplex fiir tRNA-
Modifikationen (und zudem fiir Urmylierungen, dhnlich der Ubiquitinierung [292]) darstellt, ist der
Nes2-Nes6-Heterokomplex ausschlieSlich an der Thiolierung der tRNA-Uridinbasen beteiligt [114,

290]. Durch die Untersuchung einer C. albicans ncs24/4-Deletionsmutante konnen deshalb
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phéanotypische Effekte spezifisch der mangelnden tRNA-Modifizierung, ohne Einfluss von
Urmylierungseffekten, zugeschrieben werden.

Hmal in C. albicans verwendet als Substrat ein an der Position 37 (5°-seitig der ASL)
pramodifiziertes Nukleotid [293]. Dabei handelt es sich um Threonylcarbamoyladenosin (t°A), eine
der wenigen konservierten tRNA-Modifikationen, die strukturell die Auflage von mRNA-Strdngen am
Ribosom stabilisiert, indem die tRNA-Schleife eine planare Ebene einnimmt und intramolekulare Us;-
A;7-tRNA-Paarungen sowie Leserahmenverschiebungen verhindert werden [116, 294]. Ahnlich der
Uridinmodifikation wird auch der Adeninrest in einem mehrstufigen Prozess modifiziert (Ubersicht in
). Es bedarf der energetischen Aktivierung der Substrate Bicarbonat und Threonin, und das
Zwischenprodukt wird durch den KEOPS-Komplex auf ein unmodifiziertes Adenosin von tRNA-
Molekiilen, die einzig ANN-Codons binden, iibertragen [116, 293].

Tabelle 11 Enzymatische Schritte der Adenin;;-tRNA-Modifikationen. Sua5 aktiviert die Substrate
Bicarbonat und Threonin unter ATP-Verbrauch und der KEOPS-Enzymkomplex katalysiert die t°A—
Bildung. In Hefen findet eine t°A-Veresterung zu ct°A durch Tcdl/2 bzw. Hmal statt.
(Zusammengefasst nach [5, 293, 295])

Edukte Enzyme Produkte Art der Reaktion
Bicarbonat, Threonin, Sua$5 Carbamoylthreonin Kondensation,
ATP ATP-Hydrolyse
Carbamoylthreonin, KEOPS-Komplex t°A (N°-Threonylcarba-  Kondensation,
tRNA (Aj7), ATP moyladenosin) ATP-Hydrolyse
t°A Tedl/2 in ct®A  (zyklisches  N°-  Zyklische

S. cerevisiae; Hmal  Threonylcarba- Esterbildung

in C. albicans moyladenosin)

Die Bickerhefe vermittelt den Schluss der zyklischen Esterbindung (ct®A) durch die Dehydratasen
Tedl und Ted2 [5]. In Bakterien, Pilzen, Pflanzen und Protisten stellt ct’A die native Form der
Adenosinmodifikation dar [5], doch ist beispielsweise kein humanes Ortholog zum pilzlichen
Dehydrataseprotein bekannt (http://www.candidagenome.org, Stand Februar 2017). Die chemische
Struktur der Modifikationen erscheint noch divers, denn neue Untersuchungen zeigten, dass entgegen
der urspriinglichen Annahme der zyklische Schluss nicht iiber einen Oxazolonring, sondern durch eine
Hydantoin-Gruppe erfolgt [296]. Sie beeinflusst die nicht-kovalenten Wechselwirkungen und es
wurde ein negativer Effekt auf das strukturelle Abflachen der ASL postuliert [117]. Zudem wurde in
Pflanzen und Bakterien kiirzlich eine weiterfilhrende Methylierung zu 2-Methylthio-zyklischem t°A
(ms’ct°A) beschrieben [297].

Die Identitdt der Aminoséuresequenzen von Tcd2 mit den homologen Hmal in beiden untersuchten
Candida-Arten ist moderat hoch [212], und da auch die funktionell wichtige ThiF-dhnliche
Proteindoméne evolutionér konserviert ist, scheint auch die Enzymfunktion erhalten zu sein: So wurde

in einer ersten Messung der C. albicans hmalA/A-Deletionsmutante die zyklische t*A—Variante bis zu
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1000-fach weniger haufig detektiert (siche Abbildung 18 im Anhang, unveroffentlichte Daten von
Sebastian Leidel, MPI Miinster). Da die ct’A-Verbindung in Spuren auch im Hmal -negativen Stamm
gemessen werden konnte, kann die Funktion moglicherweise, wenngleich in stark reduzierter
Effizienz, durch eine weitere Dehydratase iibernommen werden. Vergleichbares wurde bereits in
S. cerevisiae beobachtet, wobei geringe Mengen der modifizierten tRNAs auch in einzelnen Mutanten
des KEOPS-Komplexes nachgewiesen worden [298]. Hmal der untersuchten Candida-Arten trigt,
wie in S. cerevisiae, eine ThiF/E1-Ubiquitinaktivator-Proteindoméne und damit gleicht es dem Uba4-
Enzym der Urmylierungsreaktion und tRNA-U;4-Thiolierung (PFAM 30.0-Analyse [299]), was eine
genetische und funktionelle Verwandtschaft der Enzyme nahelegt. Inwiefern Hmal tatsdchlich an
Proteinurmylierungen beteiligt ist, bleibt zu untersuchen.

Im C. dubliniensis-Wildtyp wurde, im Gegensatz zu C. albicans, die hydrolysierte t*A-Form unter den
Wachstumstemperaturen von 30 °C als auch 37 °C héufiger gemessen (siche Abbildung 18 im
Anhang). Spezifika in tRNA-Modifikationsmustern unterscheiden sich oft phylogenetisch [300, 301],
und diese Unterschiede in den ct’A-Leveln konnten zu den bekannten Artunterschieden in Candida

beitragen.

7.3.3 tRNA-Modifikationen beeinflussen artspezifische morphologische Transitionen

Seit sich C. albicans und C. dubliniensis vor 20 Millionen Jahren von ihrem gemeinsamen Vorfahren
abgespaltet haben [160], entwickelten sich einerseits artspezifische morphologie- und
virulenzassoziierte Gene und Genfamilien [135], andererseits traten transkriptionelle
Neuverschaltungen auf [165]. Neben der Filamentierung konnte auch eine artspezifische
Signalweiterleitung wiahrend der Chlamydosporulation in Candida spp. aufgedeckt werden, obwohl
die zentralen Faktoren im Genom evolutionédr erhalten blieben [62, 155].

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hmal ein neuartiger Repressor der Pseudohyphen- und
Hyphenbildung als auch der Chlamydosporulation von C. dubliniensis beschrieben. Zugleich wirkte
sich Hmal spezifisch in C. albicans positiv auf die Hyphenldnge aus. Interessanterweise ist fiir eine
S. cerevisiae TCD2-Uberexpressionsmutante eine verstarkte Agar-Invasivitét und
Pseudohyphenbildung auf Stickstoffmangelmedium charakteristisch [302], ein Phinotyp, der stark an
die HMA1-Effekte der Candida spp. erinnert. Da keine offensichtlich relevanten Unterschiede in den
Aminosduresequenzen der Hmal-Proteine beider Candida-Spezies existieren, liegen artspezifische
Regulation oder unterschiedliche Zielgene nahe. Spezifische Kandidaten fiir ct’A-abhingig
translatierte Transkripte wurden deshalb anhand der ANN-Triplet-Abundanz iiber zwei in silico-
Analysen bestimmt. Fiir dhnliche t*A-Modifikationen in Béckerhefe ist bereits bekannt, dass sich
potentielle Zieltranskripte besonders durch die Lidnge der Reihungen von ANN-Codons bestimmen
lassen [118]. Deshalb wurden hier fir beide Candida-Arten Gene mit langen ANN-Reihungen
selektiert und iiber eine Genontologieanalyse ihren biologischen Funktionen zugeordnet. Unter diesen
putativen Zielgenen fand sich eine Anreicherung von Transkriptionsfaktoren. Darunter sind diverse
virulenz- oder morphologieassoziierte Faktoren — so traten spezifisch fiir C. dubliniensis die
Filamentierungsdeterminanten CdSFL2 und CAdUMEG auf. Beide Transkriptionsfaktoren wurden

bereits im Zusammenhang mit dem artspezifischen Filamentierungsverhalten der Candida-Arten
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beschrieben [65, 144], und sie konnten eine Ursache der speziesspezifischen Hyphenentwicklung der
ct®A-negativen C. albicans und  C. dubliniensis-Mutanten  darstellen [212]. Der zweite
bioinformatische Ansatz nutzte die Tatsache, dass es sechs verschiedene tRNA-Isoakzeptoren fiir
Arginin gibt, von denen nur zwei Uridin in dritter 5°Anticodonposition tragen. Es wurde daher nach
Genen gefiltert, welche Arginin ausschlieBlich hdufig mit den entsprechenden ANN-Codons kodieren
und somit von den Hmal-bedingten tRNA-Modifikationen betroffen sein konnten. Dies traf
signifikant haufiger fiir Komponenten der Ribosomenbiosynthese und auf Transmembrantransporter
zu. Insbesondere erstere wirken sich positiv auf den Translationsprozess per se aus und konnen so
globale Effekte haben.

Die Wichtigkeit der anderen zuvor beschriebenen tRNA-Modifikation, die Wobble-Modifikationen
durch die ELP- und Urm1-Uba4-Komplexe, fiir die Filamentierung von S. cerevisiae wurde bereits auf
nihrstoffarmen Medien, wie SLAD-Agar, nachgewiesen [46, 303]. Dass es sich dabei offenbar um
einen zumindest partiell konservierten Mechanismus handelt, konnte hier erstmals in einer pathogenen
Hefe gezeigt werden. Fiir C. albicans ncs24/4-Mutanten trat eine eingeschriankte Hyphenbildung
spezifisch unter infektionsassoziierten Bedingungen, wie nahrstoffreichem Kochblutagar bei 37 °C
(sieche Abbildung 19 im Anhang), auf und somit dhneln sich die ct’A- bzw. mem’s*Uss—defekten

C. albicans-Stimme in ihrem reduziertem Filamentierungsverhalten.

7.3.4 Pathogenitiitsrelevante Stress- und Mangelantworten bediirfen korrekter tRNA-
Modifikationen

Im Zuge einer Infektion sind mikrobielle Krankheitserreger mit vielfaltigen Stressoren konfrontiert. So
miissen sie in endothermen Wirten Temperaturen von mindestens 37 °C widerstehen konnen.
Verminderte Thermotoleranz ist in vielen Spezies ein Merkmal von Mutanten mit defekter tRNA-
Modifikation, die auch eine entscheidende Rolle fiir die Adaptation bei thermophilen bis
extremophilen Bakterien und Archaeen spielt [304, 305]. Bei S. cerevisiae sind im Besonderen
Mutanten des ELP-Urmylierungssystems, der Ncs2-Sulfidierung und des KEOPS-Komplex sowie der
Tcd1/2-Dehydratasen in der Temperaturresistenz beeintrachtigt [5, 6, 306, 307]. Wie hier gezeigt
werden konnte, verursacht auch der Verlust von HMAI in C. albicans und C. dubliniensis erhohte
Hitzesensitivitit, was auf dhnliche zugrundeliegende Mechanismen hindeutet [212].

Der Grund fiir den hitzesensitiven Phénotyp der tcdiA- und tcd2A4-S. cerevisiae-Mutanten ist die
Hiufung von Verschiebungen im Leserahmen 1+ und damit einhergehende Translationsdefekte, die
bereits bei leichten Hitzestress auftreten und bei weiterer Temperaturerhbhung in einen
Wachstumsdefekt miinden [308]. Dies deutet bereits auf eine mogliche fehlerhafte Proteinbiosynthese
auch von Candida-Mutanten unter infektionsrelevanten Bedingungen hin, auch wenn diese in vitro
phénotypisch unauffillig bleiben konnen. Interessanterweise wurden negative synergistische Effekte
von S. cerevisiae tcdlA- bzw. tcd2A-Mutanten mit Deletionen des Elongator-Komplexes und des
Urmylierungsweges beschrieben, so dass eine elp34/tcdiA-Doppelmutante signifikant mehr
fehlgefaltete Proteine als die Einzelmutanten unter Hitze und weiteren Stressbedingungen

akkumulierte [308, 309]. Da in C. albicans die Antwort auf ungefaltene Proteine direkten Einfluss auf
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die Morphogenese nimmt [310], konnte eine Anhdufung von Proteinaggregaten in Stimmen mit
defekter tRNA-Modifikation ein Grund fiir die Filamentierungsinsuffizienz sein.

tRNA-Thiolierungen, wie sie durch die Ncs2-Ncs6-Enzyme verkniipft werden, sind an der
evolutiondren Adaptation an verschiedene Temperaturen beteiligt. So weist beispielsweise die
pathogene und hitzetolerante Hefe C. glabrata eine Korrelation von steigenden Temperaturen mit der
Zunahme von schwefelhaltigen Modifikationen auf [306]. Entgegengesetzt reduzieren sich unter
gleichen Bedingungen dieselben Modifikationen in Saccharomyces bayanus, einer Hefe mit einer
maximalen Temperaturtoleranz von 34 °C [306]. Eine Punktmutation in NCS2 wiederum war
ursdchlich fiir eine erhdhte Hitzeresistenz des pathogenen S. cerevisiae-Stamms [215]. Trotzdem
fiihrte in C. albicans die NCS2-Gendeletion zu keinem Wachstumsdefekt bei Temperaturen bis 42 °C.
Stattdessen verbesserte sich in Kombination mit den Torl-Antagonisten Rapamycin oder Koffein die
Wachstumskapazitit des Stamms unter Hitzestress sogar weit liber das wildtypische Niveau (siche
Abbildung 20 im Anhang).

Neben der Temperaturtoleranz sind Stressresistenzen und effiziente Néhrstoffakquisen im
Wirtsorganismus weitere bedeutsame Virulenzattribute von Pathogenen. Im Gegensatz zu anderen
tRNA-Modifikationen der ASL-Region [6, 111, 112], konnten fiir die hier untersuchten Candida-
Arten keine Effekte nach dem Verlust von Hmal in Gegenwart von osmotischen, oxidativen oder
DNA-schédigenden Substanzen ermittelt werden. Wahrend der Phagozytose gleicht das Transkriptom
von C. albicans einer Kohlenhydratmangelantwort, und in solchen limitierten Nischen ist die
Verwertung nicht-fermentierbarer Kohlenhydrate von grofiter Bedeutung [311]. Wéahrend in
S. cerevisiae die tcdlA- und tcd2A-Mutanten Glycerin nicht als einzige Kohlenstoffquelle verwerten
konnen [5], war es den ct®’A-defizienten C. albicans- und C. dubliniensis-Stimmen uneingeschrinkt
moglich alternative Kohlenhydrate zu assimilieren [212]. Dieser Effekt kann einerseits auf den
grundlegenden Unterschieden der Kohlenhydratassimilation der Crabtree-negativen Candida-Arten
und der -positiven S. cerevisiae beruhen. Andererseits waren bei einer Analyse des ANN-spezifischen
Arginin-Codon Usages in S. cerevisiae, aber nicht in Candida spp., signifikant Gene der aeroben
Respiration betroffen [6, 212], was eine mogliche Verbindung zwischen den modifizierten tRNAs und
der Kohlenstoffnutzung von Hefe nahelegt.

Als Adaptation auf zelluldren Stress und Hunger werden beispielsweise in E. coli, aber auch in
Eukaryoten, Gene im iiberdurchschnittlichen Mafl exprimiert, die durch seltene tRNA-Spezies
translatiert werden [312]. In Hefen haben ANN-Codons eine durchschnittlich hdohere
Translationseffizienz im Vergleich zu anderen Codons, weshalb ein statistischer Trend zur starken
Nutzung von ANN-tRNAs unter optimalen Wachstumsbedingungen besteht [6]. Verdnderungen in der
ct’A-Abundanz in den Expressions- und Deletionsstimmen konnen direkte Auswirkungen auf die
Wachstumseftizienz haben und vor diesem Hintergrund lassen sich eine Reihe der phénotypischen,
ndhrstoffabhidngigen Auffilligkeiten begriinden. Darunter fallen beispielsweise die Ergebnisse des
urspriinglichen Screenings unter Stickstoffmangel bei dem die C. albicans HMAI-Kopie vermutlich
die ct®’A-Synthese verstirkt und die Mangelantwort in Form der Sporulation in C. dubliniensis

unterdriickt.
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In eukaryotischen Zellen wirken Nahrstoffmangel, osmotischer und Hitzestress sowie die direkten
Torl-Antagonisten reprimierend auf den Serin-Threoninkinasekomplex TOR, und gleichzeitig werden
unter diesen Bedingungen Katabolismus und Autophagie aktiviert, so dass die Zelle in die Ruhephase
des Zellzyklus eintritt [201, 313]. Hmal greift in diesen Mechanismus ein, da die ct’A-negativen
Candida-Mutanten Verdnderungen in ihrer Rapamycin- und Koffeintoleranz aufwiesen. Die
verminderte Rapamycinresistenz von C. dubliniensis CdhmalA/A-Mutanten dhnelt phénotypisch den
KEOPS- und ELP-Komplex-defizienten S. cerevisiae-Stimmen [6, 112, 314]. Im Gegensatz dazu
verbesserte sich das Wachstum von C. albicans hmalA/A-Deletionsstimmen unter Rapamycin- oder
Koffeinzugabe. Damit ist die Wechselwirkung zwischen dem tRNA-Modifikationsstatus und dem
TOR-Signalweg generell konserviert, weist jedoch auch artspezifische Ausprigungen auf. Da der
TOR-Weg auch die speziesspezifische Morphogenese in Candida spp. steuert [63, 155], konnen
moglicherweise die Unterschiede in der Filamentierung der ct’A-defekten Stimme auch auf
artspezifische Verkniipfungen des TOR-Weges zuriickgefiihrt werden. Ein Zusammenspiel der Tor1-
Aktivierung und tRNA-Modifikationen ist auch in anderen Eukaryoten bekannt. In Drosophila
phénokopieren KEOPS-Komplex-Mutanten die TOR-Inhibierung [111] und ein hypomodifizierter
Adenosinrest an der Position 37 von tRNAs gilt als Risikofaktor einer TOR-Uberfunktion, die
ihrerseits zu einer Typ Il Diabetes-Erkrankung in Sdugetieren fithren kann [315, 316].

Wie der Temperaturstress kann die verdnderte Morphologie unter Stickstoffmangel bei HMAI-
Expression ebenfalls im Zusammenhang mit der Stressantwort auf ungefaltete Proteine (UPR) stehen.
Analoge Prozesse sind bekannt: Zum einen ist unter Stickstoffdefizit die UPR-Antwort in S. cerevisiae
generell vermindert und fiihrt so zur Pseudohyphenbildung [317], andererseits aktiviert Abwesenheit
von t°A in Drosophila-Larven und in S. cerevisiae den UPR-Mechanismus [6, 318]. Folglich konnte
ein hoheres ct’A-Level in der HMAI-Expressionsmutante die UPR-Antwort reduzieren und so die
Bildung von Pseudohyphen und Chlamydosporen in C. dubliniensis unterdriicken. Welcher dieser
vorgeschlagenen Mechanismen allein oder in Kombination mit anderen die Verbindung von tRNA-
Modifikationen in Candida-Spezies zur phinotypischen Plastizitdt und Adaptation an den Wirt

herstellt, bleibt noch zu untersuchen.

7.3.5 Komplexe Modifikationen der tRNA-Anticodonschleife sind entscheidend fiir die
Virulenzattribute von C. albicans und anderer Pathogene
Die t°A—Modifikation ist in allen Doméinen des Lebens konserviert und ihr Verlust hat normalerweise
schwerwiegende Folgen [116, 118, 298], so dass Eingriffe in den t’A-Biosyntheseweg fiir die
Mehrheit der bislang untersuchten Bakterien, inklusive vieler humanpathogener Vertreter (wie
Mycoplasma pulmonis, Salmonella Typhi und Staphylococcus aureus) letal sind [319-321].
Komponenten des KEOPS-Komplexes sind deswegen auch als neuartige Zielstrukturen fiir die
Antibiotikaentwicklung diskutiert worden [116]. Hingegen scheint die ct®-Adeninmodifikation fiir
Eukaryoten entbehrlich zu sein, denn ein Mangel verursacht weder in der Backerhefe noch in den hier
untersuchten Candida-Arten einen schwerwiegenden Wachstumsdefekt [5, 212]. Interessanterweise

fiihrten sie dennoch zu bedeutsamen Einschrankungen unter virulenzassoziierten Bedingungen.
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Die Reduktion der Hyphenlénge einer C. albicans hmalA/A-Mutante in einer in vitro-Flissigkultur
war auch auf humanen oralen Epithelzellen zu beobachten [211, 212]. Ahnlich dem positiven Effekt
von Tcd2 auf das invasive Wachstum der Backerhefe [302] fithrte zudem auch in C. albicans der
Verlust von HMAI zu einer Verminderung der Invasivitidt auf Agaroberflichen und auf humanen
Epithelien. Der Fall ist bei NCS2 anders gelagert: Obwohl die NCS2-Expression in S. cerevisiae
sowohl mit der Filamentierung als auch der Agarinvasion verkniipft ist [322], konnte in C. albicans
ncs24/4-Mutanten zwar eine reduzierte Hyphenentwicklung auf Festmedien, aber nicht auf oraler
Einzellschichtkultur gemessen werden (hier und [211]). Trotz dessen scheint NCS2 die Virulenz von
C. albicans zu beeinflussen, da eine Deletionsmutante bei unverinderter Adhdrenz und Invasion
weniger Zellschadigung verursachte [211].

Informationen {iiber die Rolle von tRNA-Modifikationen in pathogenen Pilzen sind rar. Fiir den
phytopathogenen Erreger der Gurken-Anthraknose, Colletotrichum lagenarium, filhrten Defekte der
7-Methylguanosinmodifikation zu einer reduzierten Wirtszellpenetration [323] — einem Effekt mit
mechanistischer Ahnlichkeit zu dem von C. albicans hmalA/A-Mutanten auf oralen Zellen. Die
Effekte niedriger ct®A-Level auf die Hyphenelongation, Adhirenz und Invasion in Gegenwart von
Wirtszellen gaben Hinweise auf eine Beteiligung von Hmal wihrend einer Candida-Infektion. Die
Rolle unter in vivo-Bedingungen wurde deshalb in einem Infektionsmodell mit embryonierten
Hithnereiern [156, 184] charakterisiert. Die Embryonen, welche mit den C. albicans hmalA/A-
Deletionsmutanten infiziert worden, zeigten eine signifikant hohere Uberlebensrate als jene, die eine
Infektion mit dem Wildtyp- oder dem rekonstruierten Stamm durchliefen [212]. Auch in pathogenen
Bakterien sind tRNA-Modifikationen an der ASL von groBer Wichtigkeit in Tierinfektionsmodellen,
so dass beispielsweise die Virulenz und Kolonisation im Mausmodell eines mnm’s*U-defizitiren
Salmonella-Stamms stark attenuiert war [324].

Interessanterweise ist Hmal ein pilzspezifischer Faktor ohne Ortholog im Menschen oder anderen
Sdugern (http://www.candidagenome.org/ Stand Juni 2017) und damit konnten Hmal, wie auch
dhnliche tRNA-Modifizierer, neue Wirkstofftargets fiir eukaryotische mikrobielle Pathogene

darstellen.
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Zusammenfassend konnten im Rahmen dieser Arbeit cotranslationale Ereignisse — als dynamisch
epigenetische Prozesse der Proteinbiosynthese — erstmals als bedeutsame und bisher haufig
unterschitzte Faktoren fiir die Anpassung von kommensalen, fakultativ pathogenen Candida-Arten an
den Wirt identifiziert und charakterisiert werden. Im Detail wurde erstmalig ein entscheidender
Einfluss der tRNA-modifizierenden Enzyme Hmal und Necs2 auf die Pathobiologie von C. albicans
dargestellt. Durch die Verbindungen im TOR-Signalnetzwerk liegt eine Rolle der ct’A-Modifikation
auf den nihrstoffabhingigen Morphologiewechel nahe. Mechanistisch scheint der Verlust der tRNA-
Modifikation direkten Einfluss auf die Translationseffizienz zu haben, von dem im Besonderen
Transkriptionsfaktoren betroffen sind, die ihrerseits an der Expression virulenzassoziierter Gene
beteiligt sind. Folgerichtig fithrten Defekte der hier beschriebenen tRNA-Modifikationen iiber mehrere
unabhéngige Signalwege zur Attenuierung der Virulenz und mit ihr assoziierter Prozesse in

humanpathogenen Hefen.
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9 Anhang

9.1 Zusitzliche Abbildungen

C. albicans-Isolate

ATCC10261 ATCC38696 ATCC44807 ATCCA44808 DSM1386

MAI13 Wii212 Wii277

C. dubliniensis-Isolate

VK9603-29 VK9603-34 VK9603-354

2

F

Abbildung 17 Koloniemorphologie von C. albicans und C. dubliniensis-Isolaten [179].

Die Staimme C. albicans ATCC10261, ATCC38696, ATCC44807, ATCC44808, DSM1386, WO-1,
MA13, Wii212, Wi277 und C. dubliniensis H1, H12, VK9603-29, VK9603-34, VK9603-354,
VK9603-63, Wii272, Wii294, Wii361, Wii367, Wii370 wurden auf SLAD-Agar fiir 48 h bei 30 °C
inkubiert und mikroskopisch analysiert. Der Mal}stabsbalken entspricht einer Grée von 50 uM.
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Abbildung 18 Quantitative Analysen von tRNA-Adenosinmodifikationen per Fliissigchromatographie
mit Massenspektrometrie-Kopplung in Candida spp. Die Zellen der Stimme C. albicans SC5314 und
hmalA/A-Deletionsmutanten sowie C. dubliniensis Wi284 wurden fiir 4h in YPD bei 30 °C bzw. 37
°C inkubiert. Nach der Isolation der totalen RNA [5] wurden die ct®A- und t°A-tRNA-Modifikationen
in der Arbeitsgruppe Leidel (MPI, Miinster) standardisiert quantifiziert [306]. Die Messwerte wurden
(A) als relative Menge in technischen Replikaten zu der Adenosinmenge der tRNA-Proben dargestellt,
wobei sich nach Inkubation bei 37 °C die Menge an modifizierten gegeniiber den unmodifizierten
Adeninbasen erhohte. Die Messwerte wurden in (B) als Verhiltnis der zyklischen (ct’A) gegeniiber
der hydrolysierten (t°A) Form abgebildet. Eine signifikante Reduktion von ct’A wurde in Hmal-
defizienten C. albicans-Stimmen gemessen. Zudem unterschied sich das Muster der
Basenmodifikationen zwischen den Wildtypen von C. albicans und C. dubliniensis.

Kochblutagar (Chocolate-Agar)

C. albicans
SN87 HL

C. albicans
nes2A/A A

C. albicans
nes2A/A B

Abbildung 19 Koloniemorphologie der C. albicans-Stamme SN87HL und ncs24/4.

Der Patentalstamm SN87HL und die ncs24/4-Mutanten wurden fiir 7 d auf YPD-, Kochblut- oder
SLAD-Agar bei 30 °C bzw. 37 °C inkubiert und die makroskopische Morphologie wurde mittels
Binokular (Stemi 2000-C, Carl Zeiss Microscopy GmbH) begutachtet. Die Deletionsmutanten zeigten

auf ndhrstoffreichen Medien Filamentierungsdefekte, die bei 37 °C besonders ausgepréigt waren. Der
Malfstabsbalken entspricht 1 cm.
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A YPD 30°C vs 42°C
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Abbildung 20 Wachstumskurven der Stamme C. albicans SN8THL und ncs24/4-Deletionsmutanten.
Die Kontrollstimme wurden schwarz und die Mutanten in Rot dargestellt, wobei eine
Inkubationstemperatur von 30 °C als eine durchgingige Linie und die 42 °C als gestrichelte Linie
gegeniiber gestellt wurden. Das Zellwachstum wurde als Verdnderung der optischen Dichte {iber die
Zeit in (A) YPD-Vollmedium oder unter Zusatz von (B, C) Rapamycin bzw. (D, E) Koffein analysiert.
Die Resistenzen gegeniiber den TOR-Antagonisten waren abhingig von der Inkubationstemperatur.

9.2 Abkiirzungsverzeichnis

Tabelle 12 Abkiirzungsverzeichnis

Akronym Beschreibung

ALS Agglutinin-ghnliche Sequenz, Englisch: agglutinin-like sequence
ASL Anticodonschleife, Englisch: anticodon stem loop
ATP Adenosintriphosphat

BLAST  Bioinformatisches Programm zum Sequenzvergleich, Englisch: Basic Local Alignment

Search Tool
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Ca
CAM
cAMP
Cd
c-Fos
CM

Ct
(o)t°A
dH,O
DMEM
DNA
DTT
EDTA
elF
ELP
FBS
FK506
FKBP-12
FRB
FRT
GAAC
GPI
GTP
HIV
HOG
IL

Kb
KEOPS

LC-MS

LDH
LZM

MAPK
MAPKK

Mb
MKPI

Candida albicans als Prifix vor Gen- oder Proteinbezeichnungen

Eine aus Chorion und Allantois gebildete Membran, Englisch: chorio-allantoic membrane
Cyclisches Adenosinmonophosphat

Candida dubliniensis als Prafix vor Gen- oder Proteinbezeichnungen

Humanes Protoonkogen

Maismehl, Englisch: corn meal

Schwellenwert der Fluoreszenz, Englisch: cycle threshold

(zyklisches) Threonylcarbamoyladenosin, Englisch: (cyclic) threonylcarbamoyladenosine
Destilliertes Wasser

Zellkulturmedium, Englisch:Dulbecco’s modified Eagle’s medium
Desoxyribonukleinsiure, Englisch: deoxyribonucleic acid

Dithiothreitol

Ethylendiamintetraacetat

Eukaryotischer Initiationsfaktor

Elongator Protein Komplex

Fetales Kilberserum, Englisch: fetal bovine serum

Tacrolimus (Makrolidlacton)

FK506-bindendes Protein (Immunsuppressivum)

Rapamycin-bindende Domine von FKBP-12, Englisch: FKBP12-rapamycin binding
Erkennungssequenz der Flp-Rekombinase, Englisch: Flp recombination target

Kontrolle der Aminosdurebiosynthese, Englisch: general amino acid control
Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol

Guanosintriphosphat

Humanes Immundefizienz-Virus, Englisch: human immunodeficiency virus

Signalweg der osmotischen Stressantwort, Englisch: High Osmolarity Glycerol response
Interleukin

Kilobasenpaare

Proteinkomplex der t°A-Synthese, Englisch: Endopeptidase-like Kinase Chromatin-
associated protein complex

Fliissigchromatographie ~ mit  Massenspektrometrie-Kopplung, = Englisch:  Liquid
chromatography—mass spectrometry

Laktat-Dehydrogenase

Zinklimitiertes Medium, endstindige Ziffern geben die zugegebene Zinkkonzentration
(ZnSO4 in uM) an, Englisch: low zinc medium

Mitogen-aktivierte Proteinkinase, Englisch: mitogen-activated protein (MAP) kinase
Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinase, Englisch: mitogen-activated protein kinase
kinase

Megabasenpaare

Protein-Tyrosin-Phosphatase
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MOI
mRNA
NCR
NK
OD
ORF
pi
PBLAST
PBS
PCR
PFAM
PKA

rRNA
SAP
SD
SDS
SLAD

Spp.

ThiF
TLO
TOR
tRNA
UPR
UTR
WT
YNB
YP
YPD
XTT
ZCF
ZRE

Multiplizitét der Infektion

Boten-RNA, Englisch: messenger RNA

Repression des Stickstoffkatabolismus, Englisch: nitrogen catabolite repression
Natiirliche Killerzellen

Optische Dichte

Offener Leserahmen, Englisch: open reading frame

Nach der Infektion, Englisch: postinfection

Protein BLAST, bioinformatische Methode zum Vergleich von Aminoséuresequenzen
Phosphatgepufferte Salzlosung, Englisch: phosphate buffered saline
Polymerase-Kettenreaktion, Englisch: polymerase chain reaction,

Datenbank zur Kategorisierung von Proteindoménen, Englisch: protein families
Proteinkinase A

Umdrehungen pro Minute, Englisch: revolutions per minute

Quantitative Echtzeit-PCR

Rekonstruiertes humanes Epithel

Ribonukleinsdure, Englisch: Ribonucleic acid

Reaktive Sauerstoffspezies, Englisch: reactive oxygen species

Ribosomale RNA

sekretorische Aspartat-Protease

Synthetisches Minimalmedium, Englisch: synthetic defined medium
Natriumdodecylsulfat, Englisch: sodium dodecyl sulfate

Synthetisches, stickstofflimitiertes Minimalmedium, Englisch: synthetic low-ammonium
dextrose

Arten, Englisch: Species

Enzymeinheit, Englisch: enzyme unit

Adenylyltransferase der Thiamin-Biosynthese

Gene der Telomerregionen, Englisch: telomeric open reading frame
Kinasekomplex und Zielstruktur von Rapamycin, Englisch: Target Of Rapamycin
Transfer-RNA

Antwort auf ungefaltete Proteine, Englisch: Unfolded Protein Response
Untranslatierter Bereich, Englisch: UnTranslated Region

Wildtyp, wildtypisch

Synthetisches Minimalmedium, Englisch: Yeast Nitrogen Base

Vollmedium ohne Glucose, Englisch: Yeast extract Peptone

Vollmedium, Englisch: Yeast extract Peptone Dextrose
2,3-Bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilid-Salz
Zinkfingertranskriptionsfaktor, Englisch: zinc finger transcription factor
Genetisches Sequenzmotiv von Genen der Zinkhomdoostase, Englisch: Zinc Responsive

Elements




Anhang

9.3 Selbstindigkeitserklirung

Hiermit erkldre ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbst verfasst habe und keine anderen als die
angegebenen Quellen und Hilfsmittel verwendet habe. Mir ist die geltende Promotionsordnung der
Biologisch-Pharmazeutischen-Fakultéit der Friedrich-Schiller-Universitdt Jena bekannt. Personen, die
mich bei den Experimenten, der Datenanalyse und der Verfassung der Manuskripte unterstiitzt haben,
sind als Ko-Autoren auf den entsprechenden Manuskripten verzeichnet. Personen die mich bei der
Verfassung der Dissertation unterstiitzt haben, sind in der Danksagung der Dissertation vermerkt. Die
Hilfe eines Promotionsberaters wurde nicht in Anspruch genommen. Es haben Dritte weder
unmittelbar noch mittelbar geldwerte Leistungen fiir Arbeiten erhalten, die im Zusammenhang mit
dem Inhalt der vorgelegten Dissertation stehen. Die vorliegende Arbeit wurde in gleicher oder
dhnlicher Form noch bei keiner anderen Hochschule als Dissertation eingereicht und auch nicht als

Priifungsarbeit fiir eine staatliche oder andere wissenschaftliche Priifung verwendet.

Jena, 11. Mai 2018 Bettina Bottcher

vi



Anhang

9.4 Danksagung

An dieser Stelle mochte ich allen Personen danken, die mich wéhrend der Promotion begleitet und

unterstiitzt haben und ohne die diese Arbeit nicht moglich gewesen wire:

Mein ganz besonderer Dank gilt dabei Prof. Bernhard Hube, der mir die Mdglichkeit gab, meine
Arbeit in seinem Labor anzufertigen. Ich danke ihm fiir die ausgesprochen gute Betreuung, seine
stetige Hilfs- und Diskussionsbereitschaft, dem entgegengebrachten Vertrauen und fiir die Moglichkeit
zur Teilnahme an zahlreichen nationalen und internationalen Konferenzen. Ebenso mochte ich mich
bei Dr. Peter Staib fiir die Uberlassung des interessanten und vielseitigen Forschungsthemas und seine
intensive Betreuung zu Beginn der Promotion bedanken.

AuBerdem danke ich allen Gutachtern fiir die bereitwillige Ubernahme der Begutachtung meiner

Dissertation.

Einen auBerordentlichen Anteil zum Gelingen dieser Arbeit hat mein Betreuer Dr. Sascha O. Brunke
durch seine allgegenwirtige Diskussionsbereitschaft, sein unermiidliches Korrekturlesen und seine

kreativen Losungsstrategien beigetragen, wofiir ich ihm sehr dankbar bin.

Fiir eine exzellente wissenschaftliche Zusammenarbeit, Probenanalysen bzw. der Bereitstellung von
Candida-Staimmen mochte ich den Koorperationspartnerlnnen der Forschungsgruppe RNA Biologie
von Dr. Sebastian Leidel am MPI Miinster und Prof. Joachim Morschhduser vom Institut fiir

Molekulare Infektionsbiologie Wiirzburg danken.

Ich mdchte mich bei allen MitarbeiterInnen der HKI-Forschungsgruppen MPM, MI, MPP und HFTI fiir
eine sehr gute Arbeitsatmosphire und eine freundschaftliche Zusammenarbeit bedanken. Besondere
Unterstiitzung habe ich von Prof. Ilse D. Jacobsen wihrend der Infektionsversuche und Dr. Ekaterina
Shelest bei in silico-Analysen erfahren. Hervorheben mochte ich zudem die groBartigen Arbeiten von
Christine Pollath und Bianka Morgner, die im Rahmen ihrer Abschlussarbeiten das Projekt
mafigeblich vorangetrieben haben. Bei Dr. Slavena Vylkova mochte ich mich fiir die zugestandene
Zeit zur Fertigstellung der Dissertation bedanken. Des Weiteren danke ich allen technischen und
studentischen Assistenlnnen fiir viele helfende Hénde, Volha, Philipp, Antje und Katja fiir
ausdauernde fachliche Diskussionen sowie Dr. Christin Leitzinger fiir ihr kritisch-konstruktives

Korrekturlesen.
Zu guter Letzt danke ich sehr herzlich meiner Familie fiir jegliche Unterstiitzung und ihren

immerwahrenden Riickhalt als auch allen FreundInnen und meinen personlichen ,,Pacemakern fiir

ihre unabléssige und nicht ersetzbare Begleitung auf diesem Weg.

vii



Anhang

9.5

9.5.1

9.5.2

9.5.3

9.54

viii

Ubersicht iiber Konferenzbeitrige, weitere Publikationen und Preise

Vortrige

Vereinigung fiir Allgemeine und Angewandte Mikrobiologie (VAAM) 2016, Jena, tRNA
modifications: a novel virulence factor in pathogenic Candida species

Deutsche Gesellschaft fiir Hygiene und Mikrobiologie (DGHM) 2013, Rostock,

“Identification of species-specific genes in Candida albicans and Candida dubliniensis”

Posterprisentationen

Advanced Lecture Course (HFP: Molecular mechanisms of host-pathogen interactions and
virulence in human fungal pathogens) 2017, La Colle sur Loup, Modifications of transfer
RNAs represent an epigenetic link to virulence traits in Candida species.

American Society for Microbiology (ASM) Conference on Candida and Candidiasis 2016,
Seattle, Modification of tRNA bases as virulence factor in pathogenic Candida species
Deutsche Mykologische Gesellschaft (DMykG) 2015, Jena, tRNA modifications: an
underestimated pathway to regulate morphology and pathogenicity-associated features in
Candida species

American Society for Microbiology (ASM) Conference on Candida and Candidiasis 2014,
New Orleans Molecular cross-species approaches to elucidate virulence-related traits of
Candida albicans

Deutsche Gesellschaft fiir Hygiene und Mikrobiologie (DGHM) 2012, Hamburg,
“Identification of virulence related genes in Candida albicans and Candida dubliniensis by

comparative genetic analysis.*

Weitere Publikationen
Florian Hennicke, Maria Grumbt, Ulrich Lermann, Nico Ueberschaar, Katja Palige, Bettina
Bottcher, Ilse D. Jacobsen, Claudia Staib, Joachim Morschhiuser, Michel Monod, Bernhard

Hube, Christian Hertweck und Peter Staib; Factors Supporting Cysteine Tolerance and Sulfite
Production in Candida albicans. Eukaryotic Cell, 2013. 12(4): p. 604-613.

Preise

Zweiter Preis der Photographiewettbewerbs der 50. DMykG Konferenz 2016, Titel:
Mitotracker-stained chlamydospores by Candida dubliniensis

Hans-Rieth-Poster Award, DMykG Konferenz 2015



	1 Zusammenfassung
	2 Abstract
	3 Einleitung
	3.1 Pilze als Krankheitserreger
	3.2 Candida albicans als Pathogen
	3.2.1 Verlauf einer C. albicans-Infektion und deren Pathogenitätsmechanismen
	3.2.1.1 Polymorphismus
	3.2.1.2  „Nutritional Immunity“

	3.2.2 Regulation von Pathogenitätsfaktoren
	3.2.2.1 Transkriptionelle Regulation von Virulenzdeterminanten
	3.2.2.2  Co- und posttranslationelle Regulation von Virulenzdeterminanten


	3.3 Der nächste Verwandte: C. dubliniensis
	3.3.1 Phänotypischer Vergleich von C. albicans und C. dubliniensis
	3.3.2 Genetischer Vergleich von C. albicans und C. dubliniensis
	3.3.3 Wege zur Identifizierung von pathogenitätsassoziierten Faktoren

	3.4 Ziele der Arbeit

	4 Publikationen dieser Arbeit
	4.1 Manuskript 1: Die Funktion von Csr1 in C. dubliniensis
	4.2 Manuskript 2: Chlamydosporen-spezifische Marker
	4.3 Manuskript 3: Regulation der Chlamydosporenbildung
	4.4 Manuskript 4: tRNA-Modifikationen als Virulenzdeterminante in C. albicans

	5
	5 Material und Methoden
	5.1 Mikroorganismen und Medien
	5.1.1 Verwendete Candida-Stämme und deren Anzucht
	5.1.2 Verwendete Medien
	5.1.3 Wachstumsanalysen
	5.1.3.1 Tropftestanalysen
	5.1.3.2 Wachstumskurven


	5.2 Molekularbiologische Methoden
	5.2.1 Isolation genomischer DNA aus C. albicans und C. dubliniensis
	5.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und Klonierungen
	5.2.3 Konstruktion von Candida-Deletionsmutanten
	5.2.4 Deletion der C. albicans Gene ZCF28 und orf19.4768

	5.3 Ex vivo- und in vivo-Infektionsmodelle
	5.3.1 Zytotoxizitätstest
	5.3.2 Embryoniertes Hühnerei-Infektionsmodell

	5.4 Screening einer integrativen Bibliothek von C. dubliniensis DNA-Fragmenten in C. albicans-Klonen
	5.4.1 Herstellung der genomischen Bibliothek
	5.4.2 Screening der genomischen Bibliothek und Identifizierung eines morphologieassoziierten Gens


	6 Ergänzende Ergebnisse
	6.1 Charakterisierung der C. albicans Gene ZCF28 und orf19.4768
	6.1.1 Resistenz gegen Stressoren
	6.1.2 Morphologische Tests
	6.1.3 Biofilmbildung
	6.1.4 Die Rolle der Gene ZCF28 und orf19.4768 unter infektionsassoziierten Bedingungen
	6.1.4.1 Infektion oraler Epithelzellen
	6.1.4.2 Infektion embryonierter Hühnereier


	6.2 Screening von Interspezies-Genbibliotheken zur Identifikation potentieller Virulenzfaktoren
	6.2.1 Screening der C. albicans-Genbibliothek in C. dubliniensis auf diversen Differenzierungsmedien
	6.2.2 Das Screening der C. dubliniensis-Genbibliothek in C. albicans demonstriert die Rolle von MNN2 auf die Filamentierung auf Stickstoffmangelmedium
	6.2.2.1 Identifizierung des Gens CD36_10050 als Induktor der Filamentierung
	6.2.2.2 Charakterisierung der C. albicans CD36_10050 und MNN2-Expressionsmutanten unter speziesdistinktiven Bedingungen



	7 Diskussion
	7.1 Transkriptionskontrolle in C. albicans und C. dubliniensis am Beispiel ausgewählter Zinkfingertranskriptionsfaktoren
	7.1.1 Konservierte und artspezifische Funktionen des transkriptionellen Regulators Csr1 in C. dubliniensis
	7.1.2 Die C. albicans-spezifischen Transkriptionsfaktoren Zcf28 und orf19.4768 sind wenig pathogenitätsrelevant

	7.2 Nährstoff-induzierte Signalwege lösen unterschiedliche zelluläre und morphologische Antworten in C. albicans und C. dubliniensis aus
	7.2.1 Charakterisierung struktureller und regulativer Komponenten der Chlamydosporulation
	7.2.1.1 Die Chlamydosporulation geht mit einer Umstrukturierung der Zellwand einher
	7.2.1.2 Chlamydosporen- und Hyphenbildung nutzen dieselben zentralen Signaltransduktionswege mit morphologiespezifischen Abwandlungen

	7.2.2 Stickstoffknappheit als Auslöser morphologischer Wechsel
	7.2.3 Die Expression der Mnn2-Mannosyltransferase ist verknüpft mit der Filamentierung von Candida-Arten selbst unter repressiven Bedingungen

	7.3 tRNA-modifizierende Enzyme als neuartige Virulenzdeterminanten in Hefen
	7.3.1 Codons, Anticodons und deren Bindungsaffinität
	7.3.2 Die Hma1 und Ncs2-Enzymkomplexe katalysieren entscheidende Modifikationen der tRNA-Anticodonschleife
	7.3.3 tRNA-Modifikationen beeinflussen artspezifische morphologische Transitionen
	7.3.4 Pathogenitätsrelevante Stress- und Mangelantworten bedürfen korrekter tRNA-Modifikationen
	7.3.5 Komplexe Modifikationen der tRNA-Anticodonschleife sind entscheidend für die Virulenzattribute von C. albicans und anderer Pathogene


	8 Literaturverzeichnis
	9 Anhang
	9.1 Zusätzliche Abbildungen
	9.2 Abkürzungsverzeichnis
	9.3 Selbständigkeitserklärung
	9.4 Danksagung
	9.5 Übersicht über Konferenzbeiträge, weitere Publikationen und Preise
	9.5.1 Vorträge
	9.5.2 Posterpräsentationen
	9.5.3 Weitere Publikationen
	9.5.4 Preise



