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1 Zusammenfassung  

Humanpathogene Pilze gewinnen zunehmend an Bedeutung als Ursache lebensbedrohlicher, invasiver 

Infektionen. In einer europäischen Studie von Sepsispatienten einer Intensivstation konnten 17% der 

Erkrankungen auf Candida-Arten als mikrobielle Ursache zurückgeführt werden [1]. C. albicans ist 

das häufigste Erregerisolat aus Candidämiepatienten, deren Krankheitsverlauf mit hohen 

Mortalitätsraten verknüpft ist. In unterschiedlichen Risikogruppen steigt die Wichtigkeit von nicht-

albicans Candidosen, so tritt in HIV-seropositiven Patienten Candida dubliniensis häufig in 

Mischkulturen auf [2, 3]. Obwohl C. dubliniensis der nächste Verwandte von C. albicans und ihre 

Genetik sehr ähnlich ist, unterscheidet sich C. dubliniensis durch seine verminderte Pathogenität im 

Mensch und Tiermodell als auch in der Kapazität zur Ausbildung morphologischer Strukturen. Für 

einen vollständigen Infektionsverlauf bedürfen mikrobielle Pathogene genetisch determinierter 

Virulenzfaktoren zur Anheftung an und Invasion von Wirtszellen und zur Dissemination im 

Organismus als auch Mechanismen zur effizienten Aufnahme von Makronährstoffen und 

Spurenelementen. Der allumspannende Anspruch der vorliegenden Arbeit war der zwischenartliche 

genetische und phänotypische 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 Csr1 in C. dubliniensis, durch 

seine Funktion in der Expressionskontrolle von Zinktransportern und einem Sequestrierungsprotein, 

als essentieller Regulator der Zinkhomöostase beschrieben. Das Wachstumsdefizit einer 

C. dubliniensis csr1Δ/Δ-Mutante unter Zinkmangelbedingungen konnte durch die Überexpression des 

putativen Hochaffinitätszinkimportergens ZRT2 weitgehend wiederhergestellt werden. Während der 

orthologe Faktor in C. albicans unerlässlich für eine Filamentierung war [4], erscheint die 

Hyphenentwicklung in C. dubliniensis von Csr1 entkoppelt zu sein. Nichtdestotrotz war der Verlust 

des Regulators an eine signifikante Verminderung der Virulenz von C. dubliniensis im 

Hühnerembryo-Infektionsmodell geknüpft. 

In einem bioinformatischen Ansatz wurden die C. albicans-spezifischen Transkriptionsfaktoren Zcf28 

und orf19.4768 ausgewählt und auf eine Rolle in artspezifischen und virulenzrelevanten Arrays 

untersucht. Es konnten Hinweise auf eine Mitwirkung hinsichtlich der Toleranzen gegenüber 

osmotischen Stress und antifungaler Azole gefunden werden, jedoch waren die Faktoren erlässlich für 

die in vivo-Virulenz und verbundener Prozesse in C. albicans. 

In den dimorphen Hefen C. albicans und C. dubliniensis ist das Vermögen der Hefe-zu-Hyphe-

Transition von pathogenitätsentscheidender Bedeutung und speziesspezifische Ausprägungen 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 zelluläre chlamydosporenspezifische Marker etabliert werden konnten. 

In einer systematischen Untersuchung von sporulationsrelevanten Komponenten zeigten sich im 
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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 Nährstofflimits darstellte und über den Repressor Nrg1 

spezifisch vermittelt wurde.  

Im Zusammenhang der nährstoffgetriebenen Entwicklungsprozesse konnte die C. dubliniensis-

spezifische Chlamydosporen- und Pseudohyphenbildung auf Stickstoffmangelmedium durch die 

Integration des C. albicans Gens, HMA1 (orf19.2115), zu einem Hefenwachstum verschoben werden. 

Hma1-negative C. albicans und C. dubliniensis-Mutanten zeigten Veränderungen in ihrer 

Rapamycinresistenz, wodurch ein Wirken durch den nährstoffsensitiven TOR-Signalweg postuliert 

wurde. Eine deutliche Verkürzung der Filamente trat nur in den C. albicans hma1Δ/Δ-Mutanten auf, 

die auf oralen Zellen mit einer verminderten Adhärenz und Invasivität korrelierte und in der 

Attenuierung im Infektionsmodell embryonierter Hühnereier mündete. Mittels Analysen von 

orthologen Faktoren in Saccharomyces cerevisiae konnte C. albicans Hma1 als 

Threonylcarbamoyladenosin-Dehydratase klassifiziert werden, die spezifisch Adeninmoleküle in 

direkter Nachbarschaft von NNU-Anticodons modifiziert und direkt die Effizienz und 

Leserahmengenauigkeit der Translation verstärkt [5, 6]. In silico-Genontologieanalyse konnten 

morphologie- und virulenzassoziierte Transkriptionsfaktoren als reich an ANN-Codons vorhersagen, 

worauf sich die destruktiven Phänotypen begründen könnten.  

Die große Bedeutung von enzymatischen tRNA-Modifizierern in pathogenen Hefen bestätigte sich 

auch in der Analyse von Ncs2, welches an der Sulfidierung von Wobblebasen beteiligt ist. In Analogie 

zeigten sich auch hier weitreichende Einschränkungen in der Filamentierung und der Schädigung von 

humanen Zelllinien. Resümierend konnte hier erstmals die exakte Komposition von tRNA-

Basenmodifikationen als ein vollkommen neuartiger, epigenetischer Pathogenitätsmechanismus für 

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 Csr1 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 

csr1Δ/Δ mutant in low zinc media. This deficiency was restored by an artificial overexpression of the 

putative high affinity zinc importer gene ZRT2. While, Csr1 is essential for hyphae formation in 

C. albicans [4], virulence but filamentation was coupled with CSR1 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 Nrg1. 

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 HMA1 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 hma1Δ/Δ 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 Hma1 was unveiled to bear tRNA 

threonylcarbamoyladenosine dehydratase activity in C. albicans. Thus, Hma1 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
6
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
6
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 α-Aminoadipat-Weg zur Lysinbiosynthese abgrenzen [8]. Weltweit sind etwa 3 - 5 Millionen 

Pilzarten bekannt, von denen etwa 600 Vertreter fähig sind Infektionskrankheiten beim Menschen 

auszulösen [9, 10]. Dabei ist im Vergleich zu den vielfältigen Erregern bakterieller und viraler 

Infektionen die Anzahl der häufig isolierten, pilzlichen Krankheitserreger auf 15 Arten beschränkt 

[11]. Auch aus diesem Grund werden invasive fungale Erkrankungen häufig unterschätzt und oftmals 

spät diagnostiziert. Zudem erschweren die wenigen zur Verfügung stehenden Klassen an 

Antimykotika die Therapie, wodurch Mortalitätsraten über 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 können. Während die meisten 

Vertreter dieser Gruppe als opportunistische Erreger ausschließlich eine Infektion in 

immungeschwächten Personen hervorrufen kann, sind einzelne exogene Pilze wie Cryptococcus gattii 

auch in der Lage immunkompetente Menschen zu infizieren [12].  

Die meisten Fälle invasiver und disseminierter Pilzinfektionen sind jedoch endogenen Ursprungs und 

treten in Abhängigkeit des wirtlichen Immunstatuses auf. Der menschliche Wirt und andere 

Warmblütler beherbergen eine Vielzahl kommensaler Mikroben auf der Haut, den Schleimhäuten, im 

Darm und Urogenitalsystem, die im Einklang mit der natürlichen Mikrobiota als auch dem 

Wirtsimmunsystem stehen. Durch Veränderungen der immunologischen Kapazität oder einer 

Dysbalance der mikrobiellen Gemeinschaft kommt es zum Überwachsen durch einzelne 

Subpopulationen, welche Epithelbarrieren schädigen und diese so durchqueren können [13, 14]. Die 

opportunistisch Pathogenen durchlaufen dabei einen Wechsel vom kommensalen zum pathogenen 

Stadium. Selbst als apathogen beschriebene Arten wie Subtypen der Bäckerhefe 
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Saccharomyces cerevisiae können unter diesen Umständen invasive Pilzinfektionen ähnlich einer 

Candidiasis auslösen. Neben den endogenen S. cerevisiae-Quellen zählen häufig kontaminierte 

Lebensmittel, Nahrungsergänzungsmittel oder intravenöse Medizinprodukte zu den Infektionsgründen 

und betroffene Patienten leiden meist an schwerwiegenden Vorerkrankungen des Verdauungstrakts 

[15, 16].  

3.2 Candida albicans als Pathogen 

Der Hefepilz Candida albicans ist ein häufiger und normalerweise harmloser Kommensale oraler, 

gastrointestinaler und urogenitaler Schleimhäute des gesunden Menschen [13, 17]. Störungen der 

Wirtsabwehr, wie Veränderungen der intestinalen Mikrobiota und der Schleimhautimmunität, können 

zu einer Candida-Infektion führen [18]. Es wird angenommen, dass der Erreger damit einhergehend 

sein Transkriptom ändert und pathogenitätsassoziierte Faktoren exprimiert (siehe Abschnitt 0). 

Mit einer Infektionsrate von jährlich 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 vierthäufigste 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 Mortalitätsraten invasiver Candidosen mit 37-44% auf einem hohen 

Niveau, welches viele bakterielle und virale Infektionen übertrifft [21, 22]. Systemische Candida-

Infektionen sind mit Störungen der zellulären Immunität assoziiert, und sie treten gehäuft in den 

folgenden immungeschwächten Risikogruppen auf: Patienten mit längerem Aufenthalt auf einer 

Intensivpflegestation, untergewichtige Neugeborene, Empfänger von Organtransplantation, Patienten 

unter Breitbandantibiotikatherapie, Chemotherapie, mit Langzeitkathetern oder mit vorliegenden HIV-

Infektionen/AIDS-Erkrankungen [21, 23]. Viele Behandlungsmöglichkeiten der modernen Medizin 

vergrößern die Kohorte immunsupprimierter Patienten, wodurch Erkrankungen durch opportunistische 

Pathogene fortschreitend an Relevanz gewinnen [7, 24].  

Während systemische Candidosen bis auf seltene Ausnahmen [25] nur bei immunsupprimierten 

Wirten und bei geschädigten Epithelbarrieren in Folge von Operationen oder Polytrauma [26] 

auftreten, ist die Verbreitung oberflächlicher mukosaler Infektionen auch in immunkompetenten 

Bevölkerungsgruppen hoch. Neben Candidosen des Oropharynx, des Ösophagus, der Haut und Nägel 

sind Vaginalmykosen von großer klinischer Relevanz, da bis zu 75% aller Frauen im gebärfähigen 

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 Pathogenitätsmechanismen 

Der Wechsel vom kommensalen zum pathogenen Status beruht auf einer Vielzahl genetisch-

determinierter Faktoren, die in Abhängigkeit der Umgebung exprimiert werden, um das Überleben 

und die Verbreitung im Wirt zu gewährleisten. 

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

Adhärenz an die Wirtsoberfläche oder künstliche Träger, wie Silikonkatheter, entscheidend. Den 
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molekularen Prozess der Anheftung vermittelt unter anderem die wichtige Genfamilie der ALS-

Adhäsine, die über Glycosylphosphatidylinositol (GPI) in der Zellwand oder Membran verankert sind 

und durch Agglutinin-ähnliche Proteindomänen die Bindung an Glucoproteine vermitteln [29]. In der 

polymorphen Hefe C. albicans ist die Expression von mehreren Virulenzfaktoren, wie beispielsweise 

der Adhäsine Hwp1 und Als3, an die Initiation der Hyphenbildung gekoppelt [30].  

Diese Invasion in das Wirtsgewebe kann über aktive Penetration direkt durch die Hyphen erfolgen 

oder über den Mechanismus der induzierten Endozytose durch die Wirtsepithelzellen vermittelt 

werden [31]. Während Adhärenz- und teilweise Invasionsprozesse wahrscheinlich auch während des 

Kommensalismus auftreten, ist die Schädigung des Wirtsgewebes charakteristisches Merkmal einer 

C. albicans-Infektion. Die Ursachen der Wirtszellschädigung sind dabei mannigfaltig: Neben dem 

mechanischen Eindringen von Hyphen [31] können Zellmembranen hydrolytisch durch Proteasen oder 

Lipasen [32] oder durch das Toxin Candidalysin [33] angegriffen werden, und die Integrität der 

Wirtszellen und damit des Gewebes beeinträchtigen. 

3.2.1.1 Polymorphismus 

Polymorphe Pilze vereint die Eigenschaft zwischen mehreren morphologischen Wachstumsformen in 

Abhängigkeit der Umwelt reversibel wechseln zu können. Diese Veränderungen in der Zellform 

können durch vielseitige Reize, einschließlich Temperaturänderungen, des pH-Werts und der 

Konzentrationen an Sauerstoff oder Nährstoffen, 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]. 

 
Abbildung 1 Überblick ausgewählter morphologischer Wachstumsformen von C. albicans. 

Lichtmikroskopische Aufnahmen der Morphologien: Hefezellen, Pseudohyphen, echte Hyphen und 

Chlamydosporen an Pseudohyphen. Der Maßstabsbalken entspricht 100 µm. Bilder: diese Arbeit. 

 

Der Übergang von einzelligen Hefezellen (vormals auch Blastosporen genannt) zum filamentösen 

Wachstum geht mit einer Umstrukturierung des Aktinskeletts einher [38]. Während echte Hyphen 

gerichtet den apikalen Vesikelkomplex des Spitzenkörpers entlang wachsen [39], entstehen die ovalen 

Tochterzellen von Hefen anfangs durch polares Wachstum, doch erfolgt die spätere Zunahme der 

Zellgröße isotropisch. Pseudophyphen stellen eine dritte morphologische Form dar, deren Entstehung 

der Hefezellen ähnelt, aber die initiale polare Wachstumsphase länger anhält und in langgestreckte, 

elliptische Zellen mündet [40]. 

Die Übergänge zwischen den Wachstumsformen Hefe und Hyphe sind essentiell während der 

Pathogenese von C. albicans, denn ein Verlust der Hyphenbildung und hyphenassoziierter Faktoren 

geht häufig mit einer Virulenzreduktion oder der Apathogenität des entsprechenden Stammes einher 
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[34, 41]. Echte Hyphen werden als invasive Form angesehen, da sie Epithelbarrieren durchbrechen 

können 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 äußere Reize, einschließlich einer Temperatur von 37 °C, der Verfügbarkeit 

an Glucose und Stickstoffquellen, Serum, CO2 und einem leicht alkalischem Milieu [43], entscheiden 

über die Einleitung zellulärer Signalkaskaden, die letztlich Transkriptionsfaktoren hyphenassoziierter 

Gene aktivieren. Wesentlich ist der cAMP-Proteinkinase A (PKA)-Signalweg, welcher über hohe 

CO2-Konzentrationen, die Anwesenheit von Serum und verfügbarer Kohlenstoffquellen, vor allem 

Glucose, induziert wird [35, 44, 45]. Eine Stickstoffhungerantwort, die ebenfalls Filamentierung 

unterschiedlicher Hefen hervorruft, verläuft hingegen über den Cek1-MAP-Kinase-Weg und den 

Nährstoff-regulierten TOR-Signalweg [46-48]. Eine pH-Wert-abhängige Regulation erfolgt zudem 

über den Transkriptionsfaktor Rim101, der den morphologischen Repressor Nrg1 unterdrückt und 

dadurch die Hypheninduktion unter alkalischen Bedingungen vermittelt [49]. Die einzelnen 

Signaltransduktionswege sind nicht voneinander isoliert, und durch gemeinsame Faktoren und deren 

Querverknüpfungen entstehen viele Überlappungen zwischen den Signalwegen [35]. Beispielsweise 

aktiviert die zentrale Ras1-GTPase zugleich downstream-Komponenten des cAMP- und MAPK-

Weges [50], und während die Initiation der Hyphenbildung an einen temporären cAMP-Peak 

gekoppelt ist, bedarf die Aufrechterhaltung des Signals zur Hyphenverlängerung einer reduzierten 

TOR-Aktivität [51]. 

Chlamydosporen können als vierte morphologische Kategorie von C. albicans aufgefasst werden. Bei 

diesen Strukturen handelt es sich um kugelförmige, stark ummantelte Zellen, die terminal über eine 

Suspensorzelle mit Hyphen oder Pseudohyphen verknüpft sind. Mit einem Durchmesser von bis zu 

10 µm erreichen sie die zwei- bis dreifache Größe einer Hefezelle [52]. Charakteristische 

Komponenten sind ein hoher Lipid- und RNA-Gehalt im Zellinneren und eine β-1,3-Glucan-reiche 

äußere Zellwand [53]. Zur Induktion der Sporulation werden nährstoffarme Festmedien genutzt, die 

oftmals stärkehaltige 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 Nährstoffmangel, insbesondere niedrigen 

Glucosekonzentrationen und im geringen Maß Stickstoffkonzentrationen, unterstützt [58, 59]. In der 

C. albicans-Diagnostik ist die Bildung von Chlamydosporen ein häufig genutztes und zuverlässiges 

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 EFG1, SCH9 und 

RIM101 als essentiell während der Chlamydosporulation von C. albicans beschrieben [55, 61]. Die 

Schwesternart C. dubliniensis (siehe auch Abschnitt 3.3) ist die einzige Nicht-albicans-Art, die auch in 

der Lage ist Chlamydosporen zu produzieren – und dies sogar in einem größeren Maß als C. albicans 

[60, 62]. Während die Ursachen der spezifischen Filamentierung unter anderem in Unterschieden der 

TOR-Kaskade sowie Efg1- und Ume6-getriebenen Wegen liegen [63-65], ist Nrg1 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 ähneln, sind ihre funktionellen Eigenschaften divers. So stellen sie in 

Dermatophyten klassische Überdauerungsformen 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 

vollständiger 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 erhöhte Stressresistenz oder 

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

3.2.1.2  „Nutritional Immunity“ 

Neben der Morphologie ist die Fähigkeit, ausreichend Nährstoffe und Spurenelemente aus der 

Wirtsumgebung aufzunehmen ein wichtiger Virulenzfaktor pathogener Mikroorganismen. Die Hälfte 

der Gesamtzahl aller Enzyme und anderer Proteine in der Zelle benötigen Spurenelemente, wie die 

Metalle Zink und Eisen, als Cofaktoren für ihre volle Funktionalität [71]. Während einer Infektion 

stehen Mikroorganismen und Wirtszellen dadurch im stetigen Wettstreit um verfügbare Nährstoffe. 

Nur eine effiziente Nährstoffaufnahme des Pathogens ermöglicht eine beständige Proliferation. Der 

gezielte Nährstoffentzug durch den Wirt wird auch als „Nutritional Immunity“ bezeichnet [71, 72], da 

es ähnlich dem Immunsystem der Vermehrung von Pathogenen entgegenwirken kann. Beispielsweise 

binden Vertebraten ihren Eisenvorrat in Häm-Molekülen, welche weiter an Globuline gebunden 

und/oder in Erythrozyten gespeichert werden. Dadurch wird die Verfügbarkeit von Eisen effektiv 

minimiert, und Pathogene müssen Strategien zur Eisengewinnung, wie zum Beispiel 

Erythrozytenhämolyse und Spaltung von Pyrrolringen, entwickeln, um wachsen zu können [72]. Der 

Begriff der „Nutritional Immunity“ schließt auch die lokale Anreicherung von Mikronährstoffen in 

hohen und dadurch toxischen Konzentrationen ein. Arbeiten mit Mycobacterium tuberculosis zeigten 

nach der Phagozytose eine hochdosierte, intrazelluläre 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 können [73]. 

Die Keimschlauchbildung von C. albicans ist an eine erhöhte Expression von hyphen- und 

virulenzassoziierten Genen geknüpft, zu welchen auch Faktoren für die Aufnahme von 

Mikronährstoffen gehören. Zur Aufrechterhaltung der Metallhomöostase exprimiert C. albicans 

beispielsweise die Hämoglobinrezeptoren Rbt5/Rbt51, die der Internalisierung und Verwertung dieser 

Eisenquelle dienen [74]. In einem weiteren pathogenitätsrelevanten Prozess wird Ferritin, der 

wichtigste eisenspeichernde Proteinkomplex epithelialer Zellen, durch das hyphenassoziierte Invasin 

Als3 auf der Oberfläche 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 Bioverfügbarkeit von Zink im menschlichen Körper noch 

geringer [77]. Auch für Pathogene stellt Zink einen bedeutsamen Cofaktor für Metalloenzyme dar; so 
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haben drei der sechs Superoxiddismutasen von C. albicans ein bimetallisches Zentrum und sind 

kupfer- und zinkabhängig [78, 79]. Im humanen Wirt exkretieren neutrophile Granulozyten bei 

Infektion das antimikrobielle Peptid Calprotectin, welches Zink und andere Metallionen im 

extrazellulären Raum sequestriert [80]. Andererseits nutzen Pathogene eigene sekretorische Zink-

bindenden Proteine und Hochaffinitätstransportsysteme, wie die ZnuABC-Transporterfamilie 

gramnegativer Bakterien, um eine effiziente Metallaufnahme zu ermöglichen [81]. Auf evolutionär 

konservierte Art wird in der Bäckerhefe S. cerevisiae und diversen pathogenen Pilzen die 

Zinkhomöostase unter restriktiven Bedingungen durch den Transkriptionsfaktor Csr1 bzw. das 

Homolog Zap1 reguliert [82]. Diese Aktivatoren steuern die Expression membranständiger 

Zinkimporter und sekretorischer zinkbindender Proteine (Zinkophore); zudem regulieren sie die 

Mobilisierung intrazellulärer Zinkspeicher [4, 83]. Wird die Zinkaufnahme in verschiedenen 

pathogenen Bakterien und Pilzen unterbunden, führt dies stets zu einer Verminderung oder dem 

Verlust der mikrobiellen Pathogenität [77, 84-86]. In C. albicans ist Csr1 von multifaktorieller 

Bedeutung: neben der Zinkhomöostase reguliert es positiv die Filamentierung, die Zell-Substrat-

Adhärenz, die Biofilmbildung, sowie die Freisetzung des Quorum Sensing Moleküls Farnesol [4, 87-

89]. 

3.2.2 Regulation von Pathogenitätsfaktoren 

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 längerfristigen 

Adaptationsprozessen ist eine genomische Anpassung nicht selten. Durch den parasexuellen 

Lebenszyklus von C. albicans kommt es häufig zu Chromosomenverdopplungen und es treten 

unterschiedliche chromosomale Ploidie-Stadien auf, einschließlich Tetra-, Haplo- und Aneuploidie 

[70, 90]. Diese genomische Flexibilität ermöglicht eine vergrößerte phänotypische Varianz und 

Anpassungsfähigkeit innerhalb einer Subpopulation [70]. Für einen raschen Nischenwechsel bzw. 

einen Wechsel zu einer pathogenen Phase zeigen Mikroorganismen eine Plastizität, die mit einer 

Änderung des Phänotyps ohne genotypische Veränderungen 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 infektiösen Phase ermöglichen. 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 Plastizität, und sie wird 

bestimmt durch eine Reihe gekoppelter Prozesse, beginnend mit der Transkription, Prozessierung und 

Degradierung von mRNA über die Translation, Lokalisation und Modifikation von Proteinen bis hin 

zu ihrer finalen gezielten Degradierung. Eine Übersicht 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 prä-, co- und postregulative Mechanismen beeinflusst. Manche Faktoren haben überlappende 

Funktionen - so wird die 5‘-Cap-Struktur bereits cotranskriptionell an den naszierenden mRNA-Strang 

geknüpft und posttranskriptionell hat sie zusammen mit dem Poly-(A)-Schwanz einen großen Einfluss 

auf die Halbwertszeit der mRNA. tRNA-Moleküle werden selbst posttranskriptionell modifiziert, aber 

ihre Funktion kommt bei der Translation zu tragen. Des Weiteren wird die Aktivität mancher 

Transkriptionsfaktoren ebenso wie epigenetisch wirksamer Enzyme, wie Histondeacetylasen, durch 

posttranslationelle Modifikationen bestimmt [92], was den Ring zur prätranskriptionellen Wirkung 

schließt.  

 

Die Transkription bei eukaryotischen Zellen lässt sich anhand der DNA-abhängigen 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. Für 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-Bindedomäne werden Transkriptionsfaktoren 
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klassifiziert, und zu den bekannten Strukturdomänen gehören Helix-turn-helix, Helix-loop-helix, 

Homöodomänen und Leucin-Zipper [93]. In Ascomyceten kommen die C2H2-Zinkfinger und 

Zn(II)2Cys6-Transkriptionsfaktoren überdurchschnittlich häufig 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 Sekundärstruktur, in dessen 

Zentrum Zinkionen komplexiert sind [95]. Beispiele für Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren in 

Candida-Arten sind Mitglieder der ZCF-Genfamilie, die das pilzspezifische Zn2Cys6-Motiv [96] 

tragen, und der Csr1-Transkriptionsfaktor mit sieben C2H2-Elementen, der als zentraler Regulator die 

Zinkhomöostase in C. albicans steuert [4, 88]. 

Eine nischen- und gewebespezifische Expression einzelner Fitness- oder Virulenzfaktoren ermöglicht 

C. albicans eine bestmögliche 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 (SAP1-10) dargestellt: Analysen der 

Expressionsprofile zeigten eine erhöhte SAP5-Expression in der ersten Phase einer intraperitonealen 

Infektion von Mäusen, während SAP2 erst für das spätere Stadium der Dissemination in die Leber 

bedeutsam war [98]. Durch unterschiedliche Erkennungsmotive in den Promotorsequenzen werden 

einzelne SAP-Gene über verschiedene Transkriptionsaktivatoren gesteuert. Somit führte eine Deletion 

der Transkriptionsfaktoren EFG1 und CPH1 zum Erliegen der SAP5-Expression, während SAP2 und 

weitere SAP-Gene nicht beeinträchtigt wurden [99]. 

In den meisten Fällen 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-

Stabilität und verändern den Pool an mRNAs, die zur Translation zur Verfügung stehen. So führt in 

C. albicans eine Veränderung von mRNA-Modifikationen durch den Verlust der Ccr4-Pop2 mRNA-

Deadenylase zu einem verminderten Filamentationsvermögen und einer eingeschränkten Virulenz im 

murinen intravenösen Candidämie-Modell [100].  
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3.2.2.2  Co- und posttranslationelle Regulation von Virulenzdeterminanten 

Auf der nächsten Stufe der Regulation stehen translationelle und posttranslationelle Prozesse: Nicht 

alle mRNA-Transkripte werden translatiert, und manche Proteine haben kurze Halbwertszeiten. 

Tatsächlich gibt es eine Korrelation der Konzentrationen von kodierender mRNA und kodiertem 

Protein in der Zelle, jedoch ist diese nur recht schwach ausgeprägt [101]. Diese bedingte 

Übereinstimmung 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 für die Stabilität 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 

Aminosäuren dar, die letztlich funktionelle, strukturelle und/oder katalytisch aktive Proteine bilden. 

Ein tRNA-Strang besteht aus 73 bis 95 Nukleotiden, deren Sekundärstruktur sich in vier Schleifen 

aufteilt. Das charakteristische tRNA-Kleeblatt besteht aus einer Dihydrouracil-, einer TΨC 

(Pseudouridin)-, einer variablen und der Anticodonschleife (Abbildung 3). Eine typische Hefezelle 

beherbergt etwa 3 Millionen tRNA-Moleküle [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 

häufig auftretende tRNA-Arten enkodiert [105]. Ein weiterer wichtiger Faktor ist die 

Basenmodifikation der tRNA: Allein 90 der 150 bekannten Nukleotidmodifikationen sind für tRNAs 

charakteristisch, und 1-10% der Gene eines typischen Genoms kodieren für tRNA-modifizierende 

Enzyme, wodurch ihre Anzahl höher ist als jene der tRNA-Gene selbst [106, 107]. Die hohe 

Variabilität der Modifikationen erlaubt die Erfüllung vielfältiger Funktionen, einschließlich der 

Bildung von molekularen Sekundärstrukturen 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 erhöhte Bindungsaffinität positiv auf die 

Translationsgeschwindigkeit und -effizienz aus [107]. Modifikationen an der Wobble-Position 

(Nukleotid 34 der tRNA) erhöhen 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 Aminosäuresynthese-Enzymen unter 

Nährstoffmangel [112]. 
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Abbildung 3 Schematischer Aufbau der modifizierten tRNA

Lys
UUU. Die kleeblattförmige 

Sekundärstruktur unterteilt die tRNA in eine D (Dihydrouridin)-, TΨC (Pseudouridin)- und eine 

Anticodonschleife; zusätzlich kann eine Schleife variabler Größe auftreten. Der Akzeptorarm wird 

mittels einer Aminoacyl-tRNA-Synthetase mit der Aminosäure (hier Lysin) beladen. Die dargestellte 

tRNA
Lys

-Variante (Isoakzeptor) trägt ein UUU-Codon, dessen Nukeotid 34 (5-

Methoxycarbonylmethyl-2-thiouridin, mcm
5
s

2
U) und das angrenzende Nukleotid 37 (Zyklisches N6-

Threonylcarbamoyladenosin, ct
6
A) stark modifiziert wurden. Die Abbildung wurde modifiziert nach 

[114].  

 

tRNA-Modifikationen können auch direkt Informationen über den metabolischen Zustand der Zelle 

geben. So fungieren schwefelhaltige Uridinmodifikationen (mcm
5
s

2
U) als intrazelluläre 

physiologische Schwefelindikatoren, denn der Großteil der Schwefelatome einer Hefezelle ist in Form 

von modifizierten tRNA-Molekülen gebunden. Ein Mangel an den Schwefelquellen S-

Adenosylmethionin und Cystein führt zu hypomodifzierten tRNAs, wodurch global die 

Translationsgeschwindigkeit reduziert wird. Diese Regulationsschleife ermöglicht es der Zelle unter 

Nährstoffmangel den Aminosäureverbrauch und die Zellteilungsrate anzupassen und den Energie- und 

Ressourcenverbrauch zugunsten des Überlebens zu drosseln [115].  

Die Häufigkeit an tRNA-Modifikationen an Position 37, in der direkten 3‘-seitigen Nachbarschaft zum 

Anticodon, ist zweifach höher als an der Wobble-Position [110]. Derivate der hier vorliegenden N6-

Threonylcarbamoyladenosin (t
6
A37)-Modifikation sind in allen drei Domänen des Lebens konserviert. 

Es wurde gezeigt, dass t
6
A ein Hydrolyseprodukt des zyklischen ct

6
A ist, welches die eigentliche 

native Modifikation in Bakterien und Pilzen darstellt [5]. Die Bildung von (c)t
6
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 überträgt das Zwischenprodukt auf die freie Aminogruppe von Adenosinmolekülen an 

der tRNA-Position 37 [116]. Während in höheren Eukaryoten die Synthese hier beendet ist, erfolgt in 

Hefen der Ringschluss zu ct
6
A über eine Esterbildung unter ATP-Hydrolyse. In 

Saccharomyces cerevisiae wird der finale Schritt durch die Paralogen Tcd1/Tcd2 katalysiert [5]. Das 

ct
6
A-Edukt wurde zunächst als ein zyklisch aktiver Ester mit einem Oxazolonring beschrieben, jedoch 

zeigen neue Studien, dass ct
6
A wahrscheinlich eher eine Hydantoin-Isoform einnimmt [117]. Die 

räumliche Sperrigkeit der (c)t
6
A-Modifikationen zwingt das Anticodon in eine planare 

Ausrichtungsebene, wodurch die Affinität und die Präzision zur Codon-Bindung und schließlich die 

Translationsgenauigkeit enorm verbessert werden. 

Defekte in der t
6
A-Bildung führen deshalb zu weitreichenden Wachstumsdefekten in S. cerevisiae [6] 

und zu starken Entwicklungsverzögerungen in Drosophila [111]. In vielen humanpathogenen 

Bakterien, einschließlich Vibrio cholerae, Mycoplasma spp, Staphylococcus aureus und Salmonella 

Typhi, ist der Knockout des t
6
A-Syntheseweges letal, und Komponenten des KEOPS-Komplexes 

werden als Zielstrukturen neuartiger Antibiotika diskutiert [118, 119]. Die Rolle von tRNA-

Modifikationen während 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 über spezifische Signal- und Leader-Sequenzen 

die Lokalisation innerhalb der Zellkompartimente oder die Proteinsezernierung über den 

sekretorischen Weg. Weiterführende Proteinmodifikationen beeinflussen zudem eine Vielzahl 

zellulärer Prozesse, wie das generelle Zellwachstum, Teilungsprozesse und Anpassungen an sich 

verändernde Umweltbedingungen. Ein Beispiel ist die Aktivierung von Kinasen durch 

Phosphorylierungen, wie die Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK) Hog1 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 Verknüpfungen von funktionellen Gruppen reguliert nicht nur die enzymatische Aktivität, auch 

strukturelle biochemische Eigenschaften von Proteinen können optimiert werden. Für die Adhärenz 

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 führt zu 

einer reduzierten Zellwandintegrität 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 

führt der Verlust des Ubiquitinproteins Ubi4 in C. albicans zu mannigfaltigen Phänotypen von 

hyperfilamentösem Wachstum bis zu einem Verlust der Vitalität unter Mangelbedingungen und einen 

deutlich milderem Infektionsverlauf in einem Mausmodell der systemischen Candidiasis [125]. 
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Als epigenetische Schnittstelle zwischen posttranslationellen und prätranskriptionellen 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 für Transkriptions-, 

Rekombinations- und Replikationsereignisse determiniert. Pathogenitätsmechanismen wie die Hefe-

zu-Hyphe-Transition werden über den Acetylierungsstatus von Histonen in räumlicher Nähe zu 

virulenzassoziierten Genen wie EFG1 gesteuert [126]. Dabei wird, induziert durch einen Mangel an 

Nährstoffen, inital der Hyphenrepressor Nrg1 von Promotoren der cAMP-Signalwegkomponenten 

verdrängt und die Keimschlauchbildung setzt ein. Im zweiten Schritt werden eine stabile 

Hyphenelongation und deren Aufrechterhaltung über Umstrukturierung des Chromatins ermöglicht. 

Dazu wird die Hda1-Deacetylase an H4-Histonuntereinheiten rekrutiert, wodurch ein erneutes Binden 

von Nrg1 verhindert und die Transkription hyphenassoziierter Gene ermöglicht wird [51]. 

3.3 Der nächste 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 (Universität 

Dublin) wurde die neue Candida-Art C. dubliniensis genannt [3]. Durch die Entwicklung neuer 

Differenzierungsverfahren der beiden sehr ähnlichen Candida-Spezies konnte C. dubliniensis im 

Nachgang weltweit in Proben von Patienten mit vielfältigen Primärinfektionen 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 ähnlich wie bei C. albicans von einem häufigen oberflächlichen Befall der 

Mundschleimhäute bis zu Blutbahninfektionen, Endokarditis oder Meningitis [131-134]. Die 

Ähnlichkeit der Schwesterspezies setzt sich auf genetischer Ebene fort: Über 96% der C. dubliniensis-

Gene sind mit ihrem C. albicans-Gegenpart zu mindestens 80% identisch [135]. Trotz dieser hohen 

genetischen Ähnlichkeit unterscheiden sich beide Spezies aber stark in ihrem Auftreten und ihrer 

jeweiligen klinischen Relevanz. Retrospektive bioinformatische Metaanalysen klinischer Isolate, die 

ursprünglich als C. albicans identifiziert wurden, ergaben eine Fehlidentifikation in 0,2–6,7% der 

Fälle [130], wobei das älteste bekannte Isolat aus dem Jahr 1957 stammte [136]. Diese Ergebnisse sind 

in Übereinstimmung mit aktuellen epidemiologischen Studien, die C. dubliniensis in 0,01–3,8% der 

Fälle mit systemischen Candida-Infektionen nachweisen konnten [19, 132, 137, 138]. Im Vergleich 

dazu war C. albicans mit bis zu 64% die am häufigsten 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 eingeschränkt in der 

Adaptationsfähigkeit, wodurch sich in Teilen das geringere Vorkommen und die verminderte 

Pathogenität des letzteren begründen ließen [139]. 
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3.3.1 Phänotypischer Vergleich von C. albicans und C. dubliniensis 

Die intrinsischen Resistenzen von Candida-Arten gegenüber Antimykotika unterscheiden sich sehr 

stark. C. albicans- und C. dubliniensis-Isolate weisen normalerweise ein ähnliches Resistenzspektrum 

auf, wenn auch auf niedrigem Niveau. Trotzdem sind C. dubliniensis-Isolate aus AIDS-Patienten 

vermehrt fluconazolresistent [131], weshalb für die Behandlung eine präzise 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 API 20C basieren unter 

anderem auf der artspezifischen Verwertung unterschiedlicher Kohlenstoffquellen und der Aktivität 

diverser Oxidasen und Aminopeptidasen [141]. Hinsichtlich der Kohlenhydratassimilation ist die 

Verwertung von Xylose und α-Methyl-D-Glucosid spezifisch für C. albicans [142]. Des Weiteren 

unterscheidet sich C. dubliniensis durch eine höhere Sensitivität gegenüber mannigfaltigen Stressoren, 

wie erhöhter Temperaturen ab 42 °C, sowie osmotischer und oxidativer Substanzen [142-145]. Eine 

Übersicht einzelner Stressoren ist in Tabelle 1 dargestellt. Sowohl die Verwertung alternativer 

Kohlenhydratquellen als auch die Toleranz gegenüber oxidativen Reagenzien und erhöhter 

Temperatur spielen eine Rolle während 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. Während bei C. albicans oftmals 

bereits ein einzelner induzierender Faktor die Hyphenbildung auslösen kann, bildet C. dubliniensis 

weniger häufig echte Hyphen und es bedarf einer Kombination mehrerer auslösender Reize [143]. 

Besonders gut ist der Effekt von nährstoffreichen Medien untersucht worden. Das Vorhandensein von 

10% Serum in Vollmedium ist ausreichend, um eine vollständige Hyphenbildung bei C. albicans zu 

ermöglichen, während C. dubliniensis zusätzlich noch eine drastische Reduktion von Pepton und 

Glucose benötigt [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 für 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, können zur Abgrenzung von anderen Candida spp. auf 

stärkereichen Mais- und Reisagarmedien sowohl von C. albicans als auch von C. dubliniensis 

Chlamydosporen induziert werden [60, 145]. Medien auf Basis ölhaltiger Samen von Kreuzblütlern, 

Tabakpflanzen oder caseinhaltigem Milchpulver erlauben die spezifische Chlamydosporulation von 

C. dubliniensis [147-150]. Als molekularbiologische Ursache wird eine unterschiedliche Regulation 

des Hyphen- und Sporenrepressores Nrg1 diskutiert, da eine Nrg1-Deletion in C. albicans den 

hypersporulativen Phänotypen von C. dubliniensis phänokopiert [62, 151].  
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Tabelle 1 Ausgewählte artspezifische Phänotypen bei C. albicans und C. dubliniensis. 

Die Tabelle wurde nach [143] erweitert. Die Symbole beschreiben die Wachstumseffizienzen der 

Hefestämme mit ++ sehr gut, + mäßig bis – kein Wachstum. 

Wachstumsbedingungen  C. albicans  C. dubliniensis 

Wachstumstemperatur 

[152] 

37 °C 

42 °C 

45 °C 

++ 

++ 

+ 

++ 

- 

- 

Osmotischer Stress [152] 1,1 M NaCl  

0,4 M LiCl 

+ 

+ 

- 

- 

Oxidativer Stress [153] 5 mM H2O2 

80 µM Menadion 

+ 

+ 

- 

- 

Verwertung von 

Kohlenhydraten [142] 

Xylose 

Laktat 

α-Methyl-D-Glucosid 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

Filamentierung bei 37 °C 

[65, 146, 154] 

Kochblutagar 

YPD + Serum 

H2O + Serum 

++ 

++ 

++ 

- 

- 

+ 

Chlamydosporenbildung 

bei 25-30 °C [148, 155] 

Staib-Agar 

SLAD-Agar 

Maismehl- und Reisagar 

- 

- 

+ 

++ 

++ 

++ 

Infektionsmodelle Rekonstituierte humane 

Epithelien [146] 

Hohe Invasion und 

Zellschädigung 

Geringe Invasion und 

Zellschädigung 

 Embryonierte 

Hühnereier [156] 

Hohe Mortalität Geringe bis mittlere 

Mortalität 

 Systemische 

Mausinfektion [66] 

Hohe Mortalität Geringe bis mittlere 

Mortalität 

3.3.2 Genetischer Vergleich von C. albicans und C. dubliniensis 

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

und die orthologen Gene zeigen eine hohe Sequenzähnlichkeit und syntenische Colinearität. 

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 höheren Virulenz verknüpft sein können [143] (Übersicht in   



Einleitung 

 

18 

Tabelle 2). Bei dieser Hefe sind bereits 26,6% der Gene charakterisiert worden. Im Vergleich dazu ist 

in C. dubliniensis das Potential, noch unbekannte Pathogenitätsfaktoren 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 

für hyphen- und virulenzassoziierte Proteine. In C. dubliniensis fehlen dagegen wichtige 

hyphenassoziierte Faktoren wie Als3, ein zellwandständiges Protein, welches durch seinen Agglutinin-

ähnlichen Charakter Adhärenz an und Invasion in Wirtszellen ermöglicht [157]. Ein weiteres 

wichtiges GPI-gekoppeltes Adhäsin mit großer Bedeutung für die Biofilmbildung auf mukosalen 

Oberflächen ist Hwp1 [158], dessen Ortholog in C. dubliniensis signifikante Sequenzunterschiede 

aufweist [135]. Hyr1 ist ein weiteres GPI-verankertes Hyphenprotein, welches spezifisch für 

C. albicans ist. Eine hohe HYR1-Expression geht einerseits mit einer höheren Überlebensrate von 

C. albicans-Zellen nach Coinkubation mit Neutrophilen oder Makrophagen einher, und andererseits 

korreliert das HYR1-Transkriptlevel mit dem Maß der Schädigung von Leber und Milz in 

Mausinfektionen [159]. 

Unterschiede gibt es zudem in der Zusammensetzung von Genfamilien. Diese Familien umfassen 

Gene mit stark übereinstimmenden Sequenzen, die Ergebnisse evolutionärer Genduplikationen sind. 

Ihre Genprodukte können funktional überlappen oder sich spezialisieren und in verschiedenen Nischen 

von Bedeutung sein. In C. albicans haben sich durch evolutionäre Adaptationsprozesse Genfamilien 

von virulenzassoziierten Faktoren erweitert, während C. dubliniensis mehr Genverluste und 

Geninaktivierungen (Pseudogenisierung) erlitt. Diese reduktive Evolution von C. dubliniensis ist wohl 

maßgeblich für die geringere Pathogenität [160]. Die Genfamilie der sekretorischen Aspartylproteasen 

(SAP-Gene) beispielsweise besteht im Genom von C. albicans aus zehn Genen und dient der 

Nährstoffaufnahme und dem Adhäsion-Invasions-Prozess [161]. Statt den einzelnen Genen SAP4/5/6 

besitzt C. dubliniensis nur ein einzelnes Hybridgen [135]. Quantitativ treten die größten Unterschiede 

bei den telomerassoziierten Genen (TLO-Gene) auf. Während in C. albicans seit der Spaltung von der 

Linie zu C. dubliniensis vor 20 Millionen Jahren die Genfamilie auf 14 Mitglieder expandierte [160], 

trägt C. dubliniensis nur zwei TLO-Gene [162]. Interessanterweise interagieren Tlo-Proteine mit dem 

Mediator-Transkriptionskomplex, und eine TLO-Überexpression in C. dubliniensis führt zu einem 

C. albicans-ähnlichen Filamentierungsverhalten [162]. Aufgrund der Expansion von TLO-Genen in 

C. albicans ist es möglich, dass nischenabhängig unterschiedliche Tlo-Faktoren an den 

Mediatorkomplex binden und so auf cotranskriptioneller Ebene das Transkriptom beeinflussen. Dieser 

Mechanismus einer größeren Plastizität könnte dem Pilz so eine rasche Adaptation an variierende 

Umweltbedingungen ermöglichen [162, 163]. Weitere Genfamilien mit artspezifischen Unterschieden 

sind die Filamentwachstumsfaktoren (FGR-Gene) und Zinkcluster-Transkriptionsfaktoren (ZCF-

Gene), die häufig 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 Nrg1 und das Polyprotein Ece1, das 

Vorläuferprotein für das Peptidtoxin Candidalysin [62, 65, 66, 144, 165]. 
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Tabelle 2 Ausgewählte artspezifische Gene und Genfamilien bei C. albicans und C. dubliniensis. Die 

Tabelle wurde nach [62, 66, 135, 143, 166] verändert und erweitert. 

 C. albicans  C. dubliniensis 

Anzahl artspezifischer Gene 168 29 

ALS3 (Adhäsin, Invasin) Vorhanden Abwesend 

HYR1 (hyphenassoziiertes 

Zellwandprotein) 

Vorhanden Abwesend 

HWP1 (hyphenspezifisches 

Adhäsin) 

Vorhanden Divergent in der DNA-

Sequenz 

NRG1 (morphologischer 

Repressor) 

Repressor der spezifischen 

Chlamdosporenbildung 

Repressor der spezifischen 

Hyphenbildung 

SAP4, 5, 6 (sekretorische 

Aspartylproteasen) 

Drei Ein Hybridgen 

TLO-Gene (telomernahe Gene) 14 Gene Zwei Gene 

ZCF-Gene (Zinkfinger-

Transkriptionsfaktoren) 

36 Gene 34 Gene (ZCF6 und ZCF28 

fehlen) 

 

3.3.3 Wege zur Identifizierung von pathogenitätsassoziierten Faktoren  

Die Methoden der Genidentifikation in der postgenomischen Ära sind vielfältig. Durch vergleichende 

Genomanalysen werden konservierte hypothetische Gene und funktionelle Proteindomänen 

identifiziert, die mit einer hohen Wahrscheinlichkeit die gleichen Funktionen in verschiedenen 

Organismen erfüllen. Auch die Suche nach pathogenitätsdeterminierenden Genen nutzt häufig 

bioinformatischen Methoden, die ferner eine Analyse von sequenzierten, aber genetisch nicht 

manipulierbaren Mikroorganismen, wie Chlamydia-Arten, ermöglicht [167]. Diese Virulenzfaktoren 

werden per Definition in in vivo-Situationen zu Beginn oder während 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. infektiösem 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 EFG1 oder CSR1 [169-

171].  

Ein anderer Ansatz nutzt den genetischen Vergleich verwandter Mikroorganismen mit 

unterschiedlichen Virulenzanlagen. Klinische Isolate einer pathogenen Spezies oder engverwandter 

Arten unterscheiden sich häufig in ihrer Virulenz. Beispielsweise umfasst die Gattung Salmonella über 

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 Pathogenität und damit verbundenen Phänotypen Gene identifiziert werden: mit dem 
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Ziel genetische Faktoren zu charakterisieren, die für 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 ausgewählten 

Bedingungen ermöglicht dabei die Selektion von C. dubliniensis-Transformanten, die C. albicans 

phänokopieren. Eine Analyse der übertragenen genetischen Information konnte dann neuartige 

morphologische oder stressassoziierte Gene identifizieren. Im Zuge eines solchen Screenings wurde 

von Staib und Morschhäuser Nrg1 als C. albicans-spezifischer Chlamydosporenrepressor erkannt [62]. 

Die vorliegende Arbeit nutzt in einem ähnlichen 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 Plastizität [130, 132, 145, 173]. Durch 

vergleichende Analysen sollten im Rahmen dieser Arbeit Faktoren identifiziert werden, die zu diesen 

spezifischen Phänotypen beitragen und somit eine Rolle in der Infektionsbiologie von Candida spp. 

spielen. 

Zelluläre Antworten auf verfügbare Nährstoffe sind vielfältig und steuern beispielsweise die 

Expression wichtiger Virulenzfaktoren und damit assoziierte nährstoffabhängige Signalwege bedingen 

artspezifische Eigenschaften von Candida-Arten [4, 63, 65, 174, 175]. In einem ersten methodischen 

Ansatz sollte ein zufallsbasierter, gegenseitiger Genaustausch einen phänotypischen Transfer der 

Hungermorphotypen erlauben [62]. Eine Evaluierung der übertragenen Genfragmente sollte neuartige 

Faktoren der Mangelantwort, sowie putative Pathogenitätsmechanismen 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 über in silico-Analysen 

artspezifische Gene prognostiziert werden. Diese sollten  durch Gendeletion bzw. einer künstlichen 

Genexpression charakterisiert werden. Die Phänotypisierung sollte im Besonderen die C. albicans-

intrinsischen Merkmale [34], wie Stresstoleranz, Filamentierungskapazität und die Virulenz im 

Zellkultur- und Tiermodell, validieren. Neben der artspezifischen Abundanz einzelner Gene kam es 

zur evolutionären Neuverschaltungen von Signalwegen. Am Beispiel des gemeinsamen 

Transkriptionsfaktors Csr1 sollte eine systematische Analyse, sowohl evolutionär 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 ausgeprägte Hyphen- und Chlamydosporenbildung unterscheiden. Die 

biologische Funktion der stark ummantelten Sporen ist in Candida spp. bisher unbekannte und 

grundlegende Fragen zur möglichen Funktion sollten in dieser Arbeit beantwortet werden. Welche 

äußeren  Bedingungen induzieren oder reprimieren zum Beispiel den morphologischen Wechsel? 
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Welchen Einfluss haben bekannte Schlüsselfaktoren der Filamentierung während der 

Chlamydosporulation, im Speziellen welche Überlappungen sowie regulativen Unterschiede treten 

auf? Wie unterscheidet sich das Transkriptom von hefe- gegenüber 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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4 Publikationen dieser Arbeit 

4.1 Manuskript 1: Die Funktion von Csr1 in C. dubliniensis 

„Csr1/Zap1 Maintains Zinc Homeostasis and Influences Virulence in Candida dubliniensis but Is 

Not Coupled to Morphogenesis“ [156] 

Bettina Böttcher, Katja Palige, Ilse D. Jacobsen, Bernhard Hube, Sascha Brunke 

Veröffentlichtes Manuskript (online seit 22.05.2015): 

Eukaryotic Cell. July 2015 14:661–670. doi:10.1128/EC.00078-15. 

 

Inhaltsangabe 

Das Aufrechterhalten physiologischer intrazellulärer Metallkonzentrationen ist eine wichtige 

Voraussetzung für pathogene Mikroorganismen zur erfolgreichen Besiedlung des Wirts. In dieser 

Studie wird gezeigt, dass in dem fakultativen Pathogen Candida dubliniensis die intrazelluläre 

Zinkhomöostase unter Mangelbedingungen durch den Transkriptionsfaktor Csr1 vermittelt wird. Wie 

bei anderen Pilzen (bspw. C. albicans) induziert dieser Aktivator die Transkription der 

Zinkimportergene ZRT1 und ZRT2, des vakulären Zinkexportergens ZRT3 und des Gens PRA1, 

welches für ein sekretorisches zinkbindendes Protein kodiert. Die Deletion des Csr1-Regulators in 

einer C. dubliniensis csr1Δ/Δ-Mutante führte zu einem Wachstumsdefekt unter Zinkmangel, welcher 

durch eine gezielte Überexpression nur von ZRT2 weitestgehend wieder behoben werden konnte. 

Anders als C. albicans zeigte die C. dubliniensis csr1Δ/Δ-Mutante aber keine morphologischen 

Defekte, jedoch war ihre Virulenz in embryonierten Hühnereiern als Infektionsmodell attenuiert. 

Damit konnte sowohl die wichtige Rolle der Zinkhomöostase in der Pathogenese von Pilzinfektionen 

bestätigt werden, als auch ein evolutionärer Unterschied in den Transkriptionsnetzwerken dieser 

beiden eng verwandten Spezies gezeigt werden, der zu den Unterschieden in Morphologie und 

Virulenz beitragen könnte. 

 

Eigenanteil 

Bettina Böttcher hat die zentralen Fragestellungen erarbeitet und den größten Teil der Experimente 

geplant und – mit Ausnahme der Gendeletionen und der Infektionsexperimente – selbst durchgeführt. 

Sie hat die Daten ausgewertet und die entsprechenden Hypothesen und Schlussfolgerungen formuliert. 

Darüber hinaus hat sie das Manuskript zum größten Teil geschrieben und die Abbildungen erstellt. 

 

Geschätzter prozentualer Anteil der Autoren 

Bettina Böttcher 60%   Katja Palige   15% 

Ilse D. Jacobsen  8%   Bernhard Hube   5% 

Sascha Brunke   12%  

 

Bernhard Hube 
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4.2 Manuskript 2: Chlamydosporen-spezifische Marker 

„Global Transcriptome Sequencing Identifies Chlamydospore Specific Markers in Candida 

albicans and Candida dubliniensis.“ [151] 

Katja Palige, Jörg Linde, Ronny Martin, Bettina Böttcher, Francesco Citiulo, Derek J. Sullivan, 

Johann Weber, Claudia Staib, Steffen Rupp, Bernhard Hube, Joachim Morschhäuser, Peter Staib 

Veröffentlichtes Manuskript (gedruckt am 15.04.2013): 

PLOS One. April 2013 8(4): e61940. 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 können. In dieser Studie wurden die 

transkriptionellen Veränderungen analysiert, die mit der Bildung dieser dickwandigen Zelltypen 

einhergehen. Dazu wurden zwei chlamydoporenproduzierende Stämme – der C. dubliniensis-Wildtyp 

und eine nrg1Δ/Δ-Deletionsmutante von C. albicans – mit dem nichtsporulierenden C. albicans-

Wildtyp per RNA-Sequenzierungsanalysen verglichen. Es wurde eine Reihe chlamysporenassoziierter 

Gene identifiziert, die größtenteils für strukturelle Komponenten der Sporenzellwand kodieren. Die 

zwei transkriptionell am meisten präsenten Gene CSP1 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-Reporterstämme zukünftigen 

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

 

Eigenanteil 

Bettina Böttcher hat 50% der GFP-Reporterstämme konstruiert, deren Genotypen mittels Southern 

Blot-Analysen überprüft und die Transformanten fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Des Weiteren 

hat sie zur Erstellung der Abbildungen und dem Bearbeiten des Manuskripttexts beigetragen. 

 

Geschätzter prozentualer Anteil der Autoren 

Katja Palige:  45%   Jörg Linde:  10% 

Ronny Martin:   10%   Bettina Böttcher:  10% 

Francesco Citiulo:  2%   Derek J. Sullivan:  2% 

Johann Weber:   2%   Claudia Staib:   1% 

Steffen Rupp:   2%   Bernhard Hube:  2% 

Joachim Morschhäuser: 2%   Peter Staib:   12% 

 

 

Bernhard Hube 
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4.3 Manuskript 3: Regulation der Chlamydosporenbildung 

„Candida species Rewired Hyphae Developmental Programs for Chlamydospore Formation” 

[155] 

Bettina Böttcher, Christine Pöllath, Peter Staib, Bernhard Hube and Sascha Brunke 

Veröffentlichtes 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. Während aber die molekularen 

Signalnetzwerke der Hyphenbildung in C. albicans gut untersucht sind, ist über die Regulation der 

Chlamydosporenbildung sehr wenig bekannt. Diese Lücke sollte mit dieser Arbeit gefüllt werden. 

Durch eine systematische Analyse der Sporulationsbedingungen konnte gezeigt werden, dass die 

Sporulation als eine Form der Hungerantwort stark vom Nährstoffangebot abhängt. Ein- und 

Zweifachzucker sowie Pepton wirkten reprimierend, wobei die Chlamydosporulation von C. albicans 

bereits durch niedrigere Nährstoffkonzentrationen inhibiert wurde als der C. dubliniensis-

Wildtypstamm oder eine C. albicans nrg1Δ/Δ-Deletionsmutante. Die systematische Suche nach 

Regulatoren der Chlamydosporenbildung zeigte das Zusammenwirken zweier Regulationskaskaden, 

die bereits zentrale Aufgaben während der Filamentierung innehaben: der TOR- und der cAMP-Weg. 

Sowohl der Tor1-Kinase-Repressor Rapamycin als auch die Deletion von Tor1-Effektorgenen in 

C. albicans unterdrückten die Chlamydosporenbildung, was die Notwendigkeit einer basalen Tor1-

Aktivität für die Sporulation zeigte. Auch der Verlust der zentralen Faktoren des cAMP-Signalweges, 

Ras1 und Cyr1, führten zu einem Chlamydosporendefekt in C. albicans, der partiell durch die Zugabe 

von zusätzlichem cAMP aufgehoben werden konnte. Entgegen früherer Studien [60] wurde die 

Sporulation durch Licht nur eingeschränkt 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. 

 

Eigenanteil 

Bettina Böttcher hat alle relevanten Experimente geplant und selbst durchgeführt oder diese angeleitet, 

die Daten ausgewertet und die entsprechenden Hypothesen und Schlussfolgerungen formuliert. 

Darüber hinaus hat sie das Manuskript geschrieben und die Abbildungen erstellt. 

 

Geschätzter prozentualer Anteil der Autoren 

Bettina Böttcher:  70%   Christine Pöllath: 13% 

Peter Staib:   2%   Bernhard Hube:  5% 

Sascha Brunke:  10% 

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

“tRNA modifications: a novel virulence factor in the human pathogen Candida albicans” 

Bettina Böttcher, Bianka Morgner, Peter Sarin, Daniela Schulz, Stefanie Allert, Ilse D. Jacobsen, 

Hannes Drexler, Sebastian Leidel, Sascha Brunke 

 

Manuskript in Vorbereitung für die Einreichung zur Publikation in einer wissenschaftlichen 

Fachzeitschrift. 

 

Inhaltsangabe 

Candida dubliniensis ist der engste genetische Verwandte der humanpathogenen Hefe C.  albicans, 

jedoch unterscheiden sie sich in der Ausprägung phänotypischer Merkmale, die zu einer verminderten 

Virulenz von C. dubliniensis beitragen. Hier wurde in einem zwischenartlichen Vergleich der 

neuartige Faktor Hma1 als eine genetische Determinante der C. albicans-spezifischen Pathogenität 

identifiziert. Dabei agiert Hma1 in einem nährstoffabhängigen Prozess, so dass einerseits die 

heterologe Genexpression von CaHMA1 in C. dubliniensis die Koloniemorphologie auf 

Stickstoffmangelmedium entscheidend veränderte und C. albicans hma1Δ/Δ-Deletionsmutanten eine 

erhöhte Rapamycin-Resistenz aufwiesen. Der Hma1-Verlust führte zu einer C. albicans-spezifischen 

Reduktion der Hyphenlänge in vitro und während der Infektion von humanen oralen Epithelien. 

Hinweise auf eine Rolle von Hma1 in virulenzassoziierten Prozessen wurden ex vivo durch ihre 

verminderte Fähigkeit zur Adhärenz und Invasion von Epithelzellen ersichtlich und diese bestätigte 

sich durch signifikant erhöhte Überlebensraten von Hühnerembryonen nach Infektion mit C. albicans 

hma1Δ/Δ-Mutantenstämmen im Vergleich zum Wildtyp. Das Hma1-Ortholog Tcd2 in S. cerevisiae ist 

ein tRNA-modifizierendes Enzym, das spezifische Adeninmoleküle in direkter Nachbarschaft des 

Anticodons chemisch verändert und damit direkten Einfluss auf die Geschwindigkeit und Genauigkeit 

der Translation nimmt. Mittels Flüssigchromatographie-Massenspektrometrie-Untersuchungen konnte 

die Threonylcarbamoyladenosin-Dehydrataseaktivität von Hma1 auch in C. albicans nachgewiesen 

werden. Folglich belegt diese Arbeit erstmalig einen kausalen Zusammenhang zwischen korrekter 

tRNA-Basenmodifikation und der Pathogenität pilzlicher Erreger. 

 

Eigenanteil 

Bettina Böttcher hat die Experimente selbstständig geplant. Des Weiteren hat sie die Experimente, 

ausschließlich die quantitativen Analysen der tRNA-Modifikationen und Infektionsexperimente, selbst 

durchgeführt und diese angeleitet, die Daten ausgewertet und die entsprechenden Hypothesen und 

Schlussfolgerungen formuliert. Darüber hinaus hat sie das Manuskript zu großen Teilen geschrieben 

und die Abbildungen erstellt. 
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Geschätzter prozentualer Anteil der Autoren 

Bettina Böttcher: 50%   Bianka Morgner:  10%    

Peter Sarin:   7%   Daniela Schulz:  4%   

Stefanie Allert:   2%   Ilse D. Jacobsen:  4% 

Hannes Drexler:  3%   Sebastian Leidel:  4% 

Sascha Brunke:  16% 

 

Bernhard Hube 
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5 Material und Methoden 

5.1 Mikroorganismen und Medien 

5.1.1 Verwendete Candida-Stämme und deren Anzucht 

C. albicans und C. dubliniensis-Stämme, die zusätzlich zu den publizierten Stämmen dieser Arbeit 

hergestellt wurden, sind in Tabelle 3 aufgeführt. Für eine mittelfristige Lagerung wurden die 

Hefestämme regelmäßig auf YPD-Vollmedium ausgestrichen und eine dauerhafte Lagerung erfolgte 

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

 

Tabelle 3 Verwendete Candida-Stämme 

Stammbezeichnung Parental-stamm Genotyp Referenz 

C. albicans Stämme 

SC5314 Wildtypstamm  [176] 

CAI4 SC5314 ura3Δ::imm434/ura3Δ::imm434 [177] 

SN87 CAI4 leu2Δ/leu2Δ his1Δ/his1Δ  

URA3/ura3::imm434 IRO1/iro1::imm434 

[178] 

SN87HL SN87 rps1::(CdHIS1 CmLEU2 

URA3/ura3::imm434 IRO1/iro1::imm434 

Arnold Bito, 

Salzburg 

CaINT1 CAI4 ura3Δ::imm434/ura3Δ::imm434 

CDR4::pRPT4-URA3 

Diese Arbeit 

CaINT2 CAI4 ura3Δ::imm434/ura3Δ::imm434 

CDR4::pRPT4-URA3-

Chr1_C_dubliniensis_CD36:2413733-

2418892 

Diese Arbeit 

Ca10050INT CAI4 ura3Δ::imm434/ura3Δ::imm434 

CDR4::pRPT4-URA3-

Chr1_C_dubliniensis_CD36: 2413968-

2419733 

Diese Arbeit 

CaMNN2INT CAI4 ura3Δ::imm434/ura3Δ::imm434 

CDR4::pRPT4-URA3-

Ca22chr1A_C_albicans_SC5314: 2377637-

2381412 

Diese Arbeit 

ZCF28M1 SC5314 zcf28Δ::SAT1-FLIP/ZCF28 Diese Arbeit 

ZCF28M2 ZCF28M1 zcf28Δ::FRT/ZCF28 Diese Arbeit 

ZCF28M3 ZCF28M2 zcf28Δ::FRT/zcf28Δ::SAT1-FLIP Diese Arbeit 

zcf28Δ/Δ ZCF28M3 zcf28Δ::FRT/zcf28Δ::FRT Diese Arbeit 

orf19.4768M1 SC5314 orf19.4768Δ::SAT1-FLIP/orf19.4768 Diese Arbeit 

orf19.4768M2 orf19.4768M1 orf19.4768Δ::FRT/orf19.4768 Diese Arbeit 
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Stammbezeichnung Parental-stamm Genotyp Referenz 

orf19.4768Δ/Δ orf19.4768M3 orf19.4768Δ::FRT/orf19.4768Δ::FRT Diese Arbeit 

ncs2Δ/Δ SN87 ncs2Δ∷CdHIS1/ncs2Δ∷CmLEU2 

IRO1/iro1Δ::λimm434 

Labor Leidel, 

MPI Münster 

C. dubliniensis Stämme 

Wü284 Wildtypstamm  [179] 

CdUM4 Wü284 CdURA33Δ::FRT/CdURA3Δ::FRT [180] 

CdZCF28
OE

 Wü284 ADH1/adh1::PADH1-caZCF28-caSAT1 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 gegenüber den Uridin-negativen Ausgangsstämmen 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 für 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. 

Für die morphologischen Untersuchungen zur Chlamydosporen- und Filamentbildung wurden die 

Candida-Stämme auf SLAD (synthetic low-ammonium dextrose)-Agar, bestehend aus 1,7 g/L YNB-

Medium ohne zusätzlicher Stickstoffquelle (Yeast Nitrogen Base Medium ohne Ammoniumsulfat, 

MP, Santa Ana, CA, USA) mit Zusatz von 2% Glucose und 2% Agar (Agar-Agar, Kobe I, Carl Roth, 

Karlsruhe, Deutschland), ausgestrichen. Um lösliche 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% Nährbouillon; 0,2% K2HPO4, 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-Übernachtkulturen wurden zweimal mit dH2O gewaschen und ausgehend von einer Zellzahl von 

10
8 

Zellen/ml wurde eine dezimale Verdünnungsreihe erstellt von welcher jeweils 5 µl der Kultur auf 
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die Agaroberflächen 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 über Nacht in YPD bei 30 °C unter stetigem Schütteln bei 180 rpm 

inkubiert, geerntet, zweimal mit dH2O gewaschen und auf eine Start OD600 nm von 0,01 im Testmedium 

eingestellt. Die Extinktion bei OD600 nm als Maß der Zelldichte wurde über 45 h während einer 

Inkubation bei 30 °C alle 30 min erfasst. Für eine gleichmäßige Verteilung der Zellen wurde die 

Testplatte vor jeder Messung für 10 s geschüttelt. 

Zur Charakterisierung der C. albicans-Gene ZCF28 und orf19.4768 wurde das Wachstum 

entsprechender Deletions- Expressions- und Wildtypstämme in Gegenwart vielfältiger zellulärer 

Stressoren analysiert. Eine Übersicht der getesteten Wachstums- und Stresskonditionen wurde in 

Tabelle 4 zusammengestellt. 

 

Tabelle 4 Übersicht der Wachstumsmedien, Konditionen und Stressoren zur Charakterisierung von 

Candida-Transformanten 

Testmedium Festmedium Flüssigmedium 

Basismedium 

(Inkubation bei 30 °C) 

YPD 

SD 

YPD 

SD 

Temperaturstress 

(Inkubation bei 37 °C, 

41 °C und 42 °C) 

YPD  

Stressmedium auf YPD-

Basis (Inkubation bei 30 

°C) 

25 µM Calcofluor-White 

0,75 mM EDTA 

5 mM H2O2 

0,4 M LiCl 

80 µM Menadion 

1,1 M NaCl 

0,04% SDS 

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

10 µM und 100 µM Caspofungin 

0,3 M LiCl 

70 µM Menadion 

1 M NaCl 

SD + 0,005% SDS 

1 mM und 5 mM CuSO4 

4 mM DTT 

8 µg/ml Fluconazol 

5 mM und 7,5 mM Koffein 

5 µM und 7,5 µM Rapamycin 

1 M Sorbitol 

1 µg/ml und 10 µg/ml Tunicamycin 
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Testmedium Festmedium Flüssigmedium 

Verwertung einzelner 

Nährstoffe (Inkubation 

bei 30 °C) 

YP 

YP + 2% Glycerin 

YP + 2% Laktose 

YP + 2% Xylose 

YNB + 2% Glycerin 

YNB + 2% Xylose 

LZM0 

LZM5 

SLAD + 50 µM Ammoniumsulfat 

YNB + 2% N-Acetylglucosamin 

YNB + 2% Ethanol 

YNB + 2% Mannitol 

YNB + 2% Galaktose 

Morphologisches 

Medium 

Kochblutagar (37 °C) 

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% CO2 

YPD + 10% FBS (37 °C) 

 

5.2 Molekularbiologische Methoden 

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

Für die Isolierung genomischer DNA (gDNA) aus Candida-Zellen wurde eine 10 ml YPD-

Übernachtkultur abzentrifugiert, gewaschen und lytisch verdaut (Lyticase-Puffer: 1 M Sorbitol; 

100 mM Natriumacetat pH 5,8; 50 mM EDTA pH 8,0; 2% β-Mercaptoethanol; 500 U/ml Lyticase 

(Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland)). Daraufhin wurden Proteine abgebaut (Proteinase-Puffer: 

10 mM Tris-HCl 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 gefällt und mit 70% Ethanol 

gewaschen. Die chromosomale DNA wurde in 80 μl bidest. H2O + 2 μl RNaseA (50 mg/ml, Sigma-

Aldrich) aufgenommen und bei –20 °C gelagert. 

5.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und Klonierungen 

Für die Amplifikation der heterolog integrierten DNA-Fragmente aus den Transformanten der 

Genbibliotheken wurde die LongAmp-Taq Polymerase (NEB, New England Biolabs GmbH, 

Frankfurt-Höchst, Deutschland), unter Beachtung der Herstellerangaben, verwendet. PCR-Produkte, 

die für 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 aufgeführt. 
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Für Klonierungen in E. coli DH5α-Rezipienten wurde genetisches Material mit Restriktionsenzymen 

von NEB (New England Biolabs GmbH, Frankfurt-Höchst, Deutschland) geschnitten und für 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 für die durchgeführten PCR-Reaktionen 

Primername Sequenz (5‘-3‘) Referenz 

Primer für die Konstruktion der Deletionsmutanten 

ZCF28-3 GTAAGACGTTACTGGGCCCCGGAGTAATTAATTA Diese Arbeit 

ZCF28-4 CTTGATTCATTCTCGAGAAATAGATACAAAAATA

AATG 

Diese Arbeit 

ZCF28-5 GTTCAATTTAAACAAGCCGCGGAGGCAAGAGG Diese Arbeit 

ZCF28-6 GGTGTATTCTTCTGAAGAGCTCCTTTGCTGTTTTT

G 

Diese Arbeit 

4768-1 CAGCAAGAATAGTAGGGCCCATGACGACAAC Diese Arbeit 

4768-2 CAATTATCATTAAATCTCGAGGAATAATTGATG Diese Arbeit 

4768-3 GATTATGCCATTGCCGCGGCATAGAGAGATTAC Diese Arbeit 

4768-4 GCAAATTAACTATGGAGCTCGTGCTAGTTATAG Diese Arbeit 

Primer für Arbeiten mit der genomischen Bibliotheken 

FLP12 CAGCAGCACATGATGCTATTTTC [182] 

M13rev GGAAACAGCTATGACCATG Standard-

primer 

Cd10050_1 GGTCGACGGTATCGATGATAAAATGATTATTAA

AGACCAA 

Diese Arbeit 

Cd10050_2 GTGACATTTTGGATCCGGATTGAGATAAGAAGA

GGAA 

Diese Arbeit 

CaMNN2Int1 AGGTCGACGGTATCGATGAATTGAGATAACAAA

AGG 

Diese Arbeit 

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 

Eingefügte Restriktionsschnittstellen wurden fett markiert. 

5.2.3 Konstruktion von Candida-Deletionsmutanten 

Die Candida-Deletionsstämme 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, trägt. 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 erhöhten Pathogenität von C. albicans beitragen, 

wurden sie mit der SAT1-Flipper-Technik deletiert. Als Basis beider Transformationskassetten diente 

das Plasmid pSSU1M2 [183], welches die SAT1-Kassette trägt. Für 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 für 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 Einfügen von Restiktionsschnittstellen (in Tabelle 5 und in Abbildung 4 

hervorgehoben) konnten beide 5‘-Bereiche als ApaI/XhoI-Spaltprodukte und die 3‘-Fragmente durch 

Spaltungen mit SacII/SacI in den Transformationsvektor integriert werden. Die gewonnenen Plasmide 

pZCF28M2 und p4768M2 wurden mit ApaI/SacI linearisiert und für 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 bestätigt (Abbildung 4).  

 

 
Abbildung 4 Konstruktion der C. albicans Deletionsstämme zcf28Δ/Δ (A) und orf19.4768Δ/Δ (B). 

Das ApaI/SacI-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 BglII (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; Δ/Δ: Homozygote Deletionsmutante; A-D: 

Unabhängige Klone eines Transformationsstadiums. 

5.3 Ex vivo- und in vivo-Infektionsmodelle 

5.3.1 Zytotoxizitätstest 

Für 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-Nürnberg, Deutschland) kultiviert. Eine 

Koinkubation mit pathogenen Candida-Stämmen verursacht Zellmembranschädigungen und damit 

eine Freisetzung des Enzyms Laktat-Dehydrogenase (LDH). Dadurch können über die Quantifizierung 

der LDH-Aktivität im Mediumüberstand Rückschlüsse auf die Integrität der Wirtszellen gezogen 

werden. 

Für den Assay wurden 2 ∙ 10
4
 Zellen je Well in eine 96-Well-Platte eingesät, und am Tag der Infektion 

wurde das Standardmedium durch farbloses (indikatorfreies) DMEM-Medium ohne FBS ausgetauscht. 

Die Candida-Zellen wurden in YPD über Nacht bei 30 °C und 180 rpm schüttelnd inkubiert. Sie 

wurden mehrfach mit PBS gewaschen und die Zellzahl entsprechend der Ziel-MOI (Multiplizität der 

Infektion) in DMEM-Medium eingestellt. Für Infektionen mit C. albicans-Stämmen wurde eine MOI 

von 1 und für C. dubliniensis eine MOI 10 gewählt. In allen Experimenten erfolgte die Inkubation für 

24 h bei 37 °C und 5% CO2. Zur LDH-Quantifizierung wurden Überstände abgenommen. Als interne 

Kontrollen wurden Mediumkontrollen (Messhintergrund), nicht-infizierte TR146-Zellen 

(Minimalkontrolle) und chemisch-lysierte Zellen (Maximalkontrolle) mitgeführt. Die Durchführung 

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 über eine Diaphorase zur Reduktion eines 

Tetrazoliumsalz zu einem rotfarbenen Formazansalz führt, welches photometrisch quantifiziert werden 

kann.  

5.3.2 Embryoniertes Hühnerei-Infektionsmodell 

Das Protokoll zur Infektion von zehn Tage alten Hühnerembryonen mit Candida-Zellen wurde von 

Jacobsen et al. etabliert [184]. Zusammengefasst wurden Candida-Übernachtkulturen zweimal mit 

PBS gewaschen und auf eine Zellzahl von 10
8
 Zellen/ml als Infektionslösung eingestellt. Für die 

Inokulation wurde ein kleines Loch in die Eierschale gebohrt, eine künstliche Luftkammer erzeugt und 

100 μl der Candida-Suspension auf die Chorioallantoismembran appliziert. Die infizierten Eier 

wurden bei 37,6 °C und 50-60% Luftfeuchte für bis zu sieben Tage inkubiert. Das Überleben der 

Embryonen wurde täglich durch Durchleuchten überwacht. Die überlebenden Embryonen wurden auf 

Eis abgekühlt und dadurch spätestens am Entwicklungstag 18 abgetötet. Alle Experimente wurden im 

Einklang mit dem deutschen Tierschutzgesetz durchgeführt. 

. 
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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, pathogenitätsrelevante 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 Morschhäuser, unpublizierte Ergebnisse). Dazu 

wurde genomische DNA des C. dubliniensis Wildtypstamms Wü284 isoliert und mit den 

Restriktionsenzymen (4-cutter) Sau3AI und MspI partiell geschnitten. Mittels Gelelution wurden 4-7 

kb große DNA-Fragmente isoliert und über die zu den initialen Schnitten kompatiblen ClaI- und 

BamHI-Schnittstellen in den integrativen Vektor pRPT4 (siehe Abbildung 5) integriert, welcher auf 

dem Vorläuferplasmid 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 große 

C. dubliniensis Genom [135] mehr als fünfmal abgedeckt wurde. Durch Linearisierung der Plasmide 

mit dem S. cerevisiae-spezifischen Restriktionsenym I-SceI wurde eine unerwünschte Spaltung 

innerhalb der C. dubliniensis gDNA vermieden. Da sich eine I-SceI-Schnittstelle innerhalb des C-

Terminus des CDR4-Gens von C. albicans befindet, diente der CDR4-Lokus als Zielsequenz für 

genomische Integration mittels homologer Rekombination. Die Selektion auf erfolgreiche Insertion 

erfolgte durch die erworbene Uridinprototrophie durch die Orotidin-5'-phosphat-Decarboxylase-

Aktivität von Ura3. Der Kontrollstamm CaINT1 trägt eine leere pPR4-Kassette ohne C. dubliniensis-

Fragment. 

 
Abbildung 5 Aufbau des integrativen Vektors pPRT4 

Das 8 kb große pPRT4 Plasmid wurde enzymatisch mit ClaI und BamHI gespalten und Sau3AI/MspI-

geschnittene C. dubliniensis gDNA Fragmente wurden integriert. Für die Herstellung der heterologen 

C. dubliniensis Genbibliothek wurde der Plasmid-Pool durch die Spaltung mit I-SceI linearisiert und 

an den CDR4-Genlokus in den C. albicans CAI4 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 

Phänotyp 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 

Göttingen GmbH, Göttingen, 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 vollständig 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 

durchgeführt. 

Um zu verifizieren, dass die phänotypische Änderung auf die Integration von CD36_10050 

zurückzuführen 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 ClaI und BamHI-geschnittenen pPRT4-Vektor wurde mit 

Hilfe des In-Fusion-Systems (In-Fusion HD Cloning Plus, Takana, Saint-Germain-en-Laye, 

Frankreich) durchgeführt. Der dadurch generierte Vektor pCa10050Int wurde über die I-SceI-

Schnittstelle linearisiert und in das C. albicans CAI4-Genom integriert. Um eine phänotypische 

Änderung nur aufgrund eines Gen-Dosis-Effekts auszuschließen, wurde aus C. albicans das MNN2-

Gen einschließlich der UTR mit dem Primerpaar CaMNN2Int1 und CaMNN2Int2 amplifiziert und 

ebenso über den pPRKT4-Vektor in den CAI4-Stamm eingebracht. 

Die Integration der Gene CD36_10050 im Stamm Ca10050INT 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 Stämme C. albicans CAI4 und 

C. dubliniensis Wü284 sowie der Transformanten CaINT2, Ca10050INT und CaMMN2INT mit dem 

Restriktionsenzym MfeI gespalten und Southern Blots nach Standard-Methode durchgeführt (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 Größen der MfeI–Spaltprodukte aus dem 

C. dubliniensis-Wildtyp und für das integrierte Fragment im CaINT2-Stamm waren mit 3,6 kb 

identisch, während durch eine fehlende MfeI-Schnittstelle in Ca10050INT eine Fragmentgröße 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 XbaI-geschnittenen gDNA der 

Candida-Stämme hybridisierte (Abbildung 4B). Die zusätzlichen, 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 HindIII-geschnittener gDNA hybridisiert (Daten nicht dargestellt). 
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Abbildung 6 Southern-Hybridisierung (A) MfeI- bzw. (B) XbaI-gespaltener gDNA der 

Ausgangsstämme C. albicans CAI4 und C. dubliniensis Wü284 sowie der Transformanten CaINT2, 

Ca10050INT und CaMMN2INT mit der Cd10050-Gensonde (A) bzw. der 3’UTR CDR4-Sonde (B). 

Der DNA-Größenstandard (in kb) beider Abbildungen ist auf der linken Seite angezeigt und die 

Identität und Größe der hybridisierten DNA-Fragmente rechts. 
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6 Ergänzende 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 Csr1 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, durchgeführt. Gerade diese spezifischen Transkriptionsfaktoren könnten 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 Sequenzähnlichkeit von mehr als 20% mittels 

bidirektionale BLAST-Analyse gegenseitig aus den Genomen von C. dubliniensis Wü284 und 

C. albicans SC5314 subtrahiert (metaPhors [185]). Die verbliebenen artspezifischen Gene wurden 

über bekannte Proteinsignaturen des Genprodukts soweit möglich annotiert (InterProScan [186]), und 

die kodierten Proteine wurden auf funktionelle Domänen untersucht (PFAM [187]). Diese Liste wurde 

dann auf putative Transkriptionsfaktoren beschränkt [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. Während für 

Zcf28 bereits eine Rolle in der Adhärenz 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 zcf28Δ/Δ und orf19.4768Δ/Δ hergestellt und ebenso wie die heterologe 

Überexpressionsmutante CdZCF28
OE

 von C. dubliniensis in einer Vielzahl von in vitro-Bedingungen 

näher charakterisiert. Tabelle 6 fasst die Testbedingungen zusammen und die Ergebnisse wurden nach 

Stressantworten, Morphologien und der Biofilmbildung gruppiert. 

 

Tabelle 6 Übersicht der Bedingungen zur Charakterisierung der Mutantenstämme der C. albicans-

Gene ZCF28 und orf19.4768. Die Medienbedingungen sind der relevanten biologischen Funktion 

bzw. der zellulären Zielstruktur zugeordnet. 

Wachstumsbedingung Biologische Funktion 

Basismedium (YPD oder SD) Positivkontrollen, um mögliche Wachstumsdefekte zu beurteilen. 

Temperaturstress Essentiell für 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 

Aminosäuremangel auslöst [189]. 

Calcofluor-White Fluoreszenzfarbstoff, der naszierende Chitinpolymere bindet und 

die Zellwandintegrität stört [190]. 
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Wachstumsbedingung Biologische Funktion 

Caspofungin Antimykotikum, das durch die Hemmung der β(1,3)-D-Glucan-

Synthase die Zellwandsynthese beeinträchtigt [191]. 

EDTA Als Chelator von di- und trivalent Metalionen induziert EDTA 

einen Mangel an Spurenmetallen [86]. 

H2O2 und Menadion Reaktive Sauerstoffspezies lösen oxidativen Stress aus und können 

DNA, Proteine und Lipide schädigen [192]. 

LiCl, NaCl und Sorbitol Erhöhte Salzkonzentrationen lösen osmotischen Stress aus und 

triggern den HOG- und Calcineurin-Weg [193, 194] 

SDS SDS ist ein Detergens, das die Integrität von Zellmembranen und 

Zellwänden herabsetzt [195]. 

CuSO4 Kupferüberschuss kann osmotischen Stress verursachen, es 

verändert die Membranpermeabilität und beeinflusst 

Eisenhomöostase [196, 197]. 

DTT Reduktionsmittel, das die Bildung von Disulfidbrückenbindungen 

verhindert und die Proteinfaltung beeinflusst [198]. 

Fluconazol Antimykotikum, das die 14-α-Demethylase hemmt und die Bildung 

von Ergosterol blockt [199]. 

Koffein Koffein induziert pleiotrope Effekte: Hemmung des TOR-Weges, 

Verstärkung des cAMP-Weges, mutagene Wirkung, Einfluss auf 

Zellintegrität [200]. 

Rapamycin Inhibitor des TOR-Kinasekomplex, Einfluss auf 

nährstoffabhängige Signalwege [201]. 

Tunicamycin Antimykotikum, welches die N-Glykosylierung inhibiert und damit 

die Modifikation von Zellwand- und sekretorischen Proteinen 

verhindert [202]. 

YP Peptide als alleinige Kohlenhydratquellen  

C-Quelle: Glycerin Nicht-fermentative Kohlenhydratquelle, Test der Respiration und 

der Mitochondrienintegrität. 

C-Quelle: Laktose Negativkontrolle, da Candida spp. keine Laktase zur Spaltung des 

Disaccharids besitzt. 

C-Quelle: Xylose Xylosemetabolismus als Unterscheidungsmerkmal von C. albicans 

(Xylose positiv) und C. dubliniensis (Xylose negativ) [142, 203]. 

C-Quelle: N-Acetylglucosamin Aminozucker als Hypheninduktor von C. albicans [203].  

C-Quelle: Ethanol Ethanol kann respiratorisch katabolisiert werden, hohe 

Konzentrationen wirken toxisch [204]. 

C-Quelle: Mannitol Der Zuckeralkohol kann von C. albicans und C. dubliniensis 

verstoffwechselt werden [203]. 



Ergänzende Ergebnisse 

105 

Wachstumsbedingung Biologische Funktion 

C-Quelle: Galaktose Die Galaktoseassimilation über den Leloir–Weg ist evolutionär 

konserviert [205]. 

LZM Zinkmangelmedium zum Test der Zinkhomöostase. 

Kochblutagar (Chocolate-Agar) Filamentierung bei C. albicans [154]. 

Maismehlagar und Reisagar Induktion von Chlamydosporen in C. albicans und C. dubliniensis 

[145]. 

SLAD-Agar Stickstofflimitierendes Minimalmedium, welches Chlamydosporen 

spezifisch bei C. dubliniensis induziert [155]. 

Spider-Agar Mannitolhaltiger Spider-Agar induziert Hyphenbildung in 

C. albicans [35] und C. dubliniensis [156]. 

Staib (Guizotia abyssinica)-

Agar 

Chlamydosporenbildung von C. dubliniensis [148]. 

Serum In einer nährstoffarmen Umgebung fördert die Zugabe von Serum 

die Filamentierung von C. albicans und C. dubliniensis [65]. 

YPD (37 °C) unter 5% CO2 Filamentierung bei C. albicans [206]. 

Biofilmbildung Beide Candida spp. können 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-Stämme C. albicans zcf28Δ/Δ und orf19.4768Δ/Δ und C. dubliniensis CdZCF28
OE

 in 

Anwesenheit unterschiedlicher Stressoren und unter verschiedenen Bedingungen auf 

Wachstumsdefekte untersucht (Tabelle 7). 

 

Tabelle 7 Stressassoziierte Phänotypen der Stämme C. albicans zcf28Δ/Δ, orf19.4768Δ/Δ und 

C. dubliniensis CdZCF28
OE

. Die Beurteilung des Wachstums der Transformanten erfolgte relativ zu 

den parentalen Wildtypstämmen C. albicans SC5314 bzw. C. dubliniensis Wü284. 

-- Moderater Wachstumsnachteil  

-  Leichter Wachstumsnachteil  

0 Identisch zum Vergleichsstamm 

+  Leichter Wachstumsvorteil  

++ Moderater Wachstumsvorteil  

Testbedingung zcf28Δ/Δ im 

Vergleich zu 

C. albicans 

SC5314 

orf19.4768Δ/Δ im 

Vergleich zu 

C. albicans SC5314 

CdZCF28
OE

 im 

Vergleich zu 

C. dubliniensis 

Wü284 

Temperaturstress auf YPD 

37 °C 
1
 0 0 0 

41 °C 
1
 0 0 + 

42 °C 
1
 0 0 0 
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Testbedingung zcf28Δ/Δ im 

Vergleich zu 

C. albicans 

SC5314 

orf19.4768Δ/Δ im 

Vergleich zu 

C. albicans SC5314 

CdZCF28
OE

 im 

Vergleich zu 

C. dubliniensis 

Wü284 

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

YPD 
1, 2

 0 0 0 

SD 
1, 2

 0 0 0 

1 mM 3-AT 
2
 0 0 0 

25 µM Calcofluor-White 
1
 0 0 + 

30 µM Calcofluor-White 
2
 0 0 0 

10 µM und 100 µM Caspofungin 
2
 0 0 0 

1 mM und 5 mM CuSO4 
2
 0 0 0 

4 mM DTT 
2
 0 0 0 

0,75 mM EDTA 
1
 0 0 0 

8 µg/ml Fluconazol 
2
 ++ ++ -- 

5 mM H2O2 
1
 0 0 0 

5 mM und 7,5 mM Koffein 
2
 - - 0 

0,3 M LiCl 
2
 - - 0 

0,4 M LiCl 
1
 0 0 0 

70 µM Menadion 
2
 0 0 0 

80 µM Menadion 
1
 0 0 0 

1 M NaCl 
2
 - - 0 

1,1 M NaCl 
1
 0 0 0 

5 µM und 7,5 µM Rapamycin 
2
 - - 0 

SD + 0,005% SDS 
2
 - - 0 

0,04% SDS 
1
 0 0 0 

1 M Sorbitol 
2
 - + 0 

1 µg/ml und 10 µg/ml Tunicamycin 
2
 0 0 0 

Verwertung einzelner Nährstoffe (Inkubation bei 30 °C) 

LZM0 
2
 - - 0 

LZM5 
2
 - - 0 

SLAD + 50 µM Ammoniumsulfat 
2
 0 0 0 

YNB + 2% N-Acetylglucosamin 
2
 0 0 0 

YNB + 2% Ethanol 
2
 0 0 0 

YNB + 2% Galaktose 
2
 0 0 0 

YNB + 2% Glycerin 
2
 0 0 0 

YNB + 2% Mannitol 
2
 0 0 0 

YP 
1
 0 0 0 

YP + 2% Glycerin 
1
 0 0 0 
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Testbedingung zcf28Δ/Δ im 

Vergleich zu 

C. albicans 

SC5314 

orf19.4768Δ/Δ im 

Vergleich zu 

C. albicans SC5314 

CdZCF28
OE

 im 

Vergleich zu 

C. dubliniensis 

Wü284 

YP + 2% Laktose 
1
 0 0 - 

YP + 2% Xylose 
1
 0 0 - 

Die Wachstumstests wurden auf Festmedium
 1
 oder in Flüssigmedium

 2
 durchgeführt.  

 

Unter der großen Mehrheit der vielfältigen Testbedingungen konnten keine nennenswerten 

Wachstumsunterschiede der Mutanten festgestellt werden. Als Beispiele von Phänotypen 

unterschiedlicher Stärke 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. 

 

 
Abbildung 7 Tropftestanalysen der Stämme C. albicans zcf28Δ/Δ und orf19.4768Δ/Δ und 

C. dubliniensis CdZCF28
OE

 bei verschiedenen Inkubationstemperaturen. Die Bilder wurden nach 

einem dreitägigen Wachstum aufgenommen. Bei einer Kultivierungstemperatur von 42 °C ist die 

charakteristische Hitzesensitivität von C. dubliniensis zu beobachten. Mit der Ausnahme eines leicht 

verbesserten Wachstums des Stammes CdZCF28
OE

 entsprach das Wachstum der Transformanten 

jeweils dem zugehörigen Wildtypstamm. 
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Abbildung 8 Auswahl von Wachstumskurven der Stämme C. albicans zcf28Δ/Δ und orf19.4768Δ/Δ 

und C. dubliniensis CdZCF28
OE

. YPD-Übernachtkulturen wurden zweimal mit dH2O gewaschen und 

auf eine Start OD600nm von 0,01 im Testmedium eingestellt. Als Wachstumskontrolle wurden die 

Stämme in (A) YPD-Medium kultiviert und als Stressoren wurden dem Medium (B) 0,3 M LiCl, (C) 

8 µg/ml Fluconazol oder (D) 5 nM Rapamycin zugesetzt. 

 

Die Transformanten C. albicans zcf28Δ/Δ und orf19.4768Δ/Δ und C. dubliniensis CdZCF28
OE

 wurden 

unter vielseitigen Stressbedingungen (Tabelle 6) charakterisiert, jedoch unterschied sich das 

Wachstum der Deletions- und Überexpressionsstämme in der großen Mehrheit der Fälle nicht von 

ihrem Parentalstamm (Tabelle 7). Interessanterweise zeigen die Knockout-Stämme C. albicans 

zcf28Δ/Δ und orf19.4768Δ/Δ insgesamt ähnliche Phänotypen. So zeigen beide eine leichte 

Wachstumsverzögerung in Gegenwart der osmotischen Stressoren NaCl, LiCl (Abbildung 8B) und 

Sorbitol (hier nur teilweise). Ähnliche Verzögerungen im Wachstum zeigten beide Deletionsstämme 

bei Zugabe der TOR-Kinase-Inhibitoren Koffein und Rapamycin (Abbildung 8D), mit dem 

Zellmembranstressor SDS und unter Zinkmangelbedingungen. Ein leicht erhöhtes Vermögen Xylose 

als einzige Kohlenhydratquelle zu nutzen war ein spezifischer Phänotyp für die zcf28Δ/Δ-Mutante von 

C. albicans. Unter all den bisher genannten Bedingungen zeigte die C. dubliniensis-CdZCF28
OE

 

Transformante, die konstitutiv das C. albicans-Gen ZCF28 exprimierte, keine phänotypischen 

Unterschiede zum C. dubliniensis-Wildtypstamm Wü284. Der Test auf Fluconazolresistenz zeigte die 

stärkste phänotypische Veränderung bei den Mutantenstämmen: Während die C. albicans zcf28Δ/Δ 

und orf19.4768Δ/Δ-Deletionsmutanten eine deutlich höhere Antimykotikumresistenz als ihr 

Wildtypstamm aufwiesen, führte die heterologe ZCF28-Expression in C. dubliniensis zu einer stark 

erhöhten Fluconazolsensitivität (Abbildung 8C). Die komplementären Phänotypen der Deletions- und 

Expressionsstämmen 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 Phänotypen auf, die spezifisch für den exprimierenden C. dubliniensis-Stamm waren: Im 

Vergleich zum parentalen Stamm hatte die Mutante einen leichten Wachstumsvorteil während der 

Inkubation bei 41 °C und auf Calcofluor-White-haltigem Festmedium, während ihr Wachstum auf den 

alternativen Kohlenhydratquellen Xylose und Laktose leicht eingeschränkt war. 

6.1.2 Morphologische Tests 

Neben der Resistenz gegenüber verschiedensten Chemo- und Thermostressoren ist die Fähigkeit 

zwischen unterschiedlichen Morphologieformen zu wechseln einer der wichtigsten Virulenzfaktoren 

der polymorphen Hefen C. albicans und C. dubliniensis. Um die Fähigkeit der Stämme C. albicans 

zcf28Δ/Δ und orf19.4768Δ/Δ und C. dubliniensis CdZCF28
OE

 zur Filament- und 

Chlamydosporenbildung zu bewerten, wurden eine Reihe unterschiedlicher Morphologiewechsel-

induzierender Medien getestet. 

 

Tabelle 8 Morphologieassoziierte Phänotypen der Stämme: C. albicans zcf28Δ/Δ und orf19.4768Δ/Δ 

sowie C. dubliniensis CdZCF28
OE

. Die Beurteilung des Wachstums der Transformanten erfolgte 

relativ zum Wachstum der parentalen Wildtypstämme C. albicans SC5314 bzw. C. dubliniensis 

Wü284. 

-: Reduzierte Filamentierung oder Chlamydosporenbildung 

0: Identisch zum Vergleichsstamm 

+: Vermehrte Filamentierung oder Chlamydosporenbildung 

Testagar zcf28Δ/Δ  

(vs. SC5314) 

orf19.4768Δ/Δ  

(vs. SC5314) 

CdZCF28
OE

  

(vs. Wü284) 

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% CO2) 0 0 + 

Wasseragar + 10% FBS (37 °C) 0 0 0 

YPD (37 °C)  0 0 0 

YPD (37 °C, 5% CO2) 0 0 0 

Flüssig 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 Veränderungen in 

der Hyphen- oder Chlamydosporenbildung unter den gewählten Testbedingungen (siehe Tabelle 8). 

Beispielhaft sind hier die Koloniemorphologien auf Spider-Agar (Abbildung 9) und die 

Chlamydosporenentwicklung der zu analysierenden Stämme auf Reis- und SLAD-Agar (Abbildung 

10) dargestellt.  
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Abbildung 9 Koloniemorphologie der Wildtypstämme C. albicans SC5314 und C. dubliniensis 

Wü284 und den Mutanten C. albicans zcf28Δ/Δ, orf19.4768Δ/Δ und C. dubliniensis CdZCF28
OE

 auf 

Spider-Agar nach Inkubation bei verschiedenen Temperaturen und CO2-Konzentrationen. Während 

die C. albicans-Stämme unter allen Testbedingung in stark faltigen Kolonien wuchsen, blieben die 

C. dubliniensis-Kolonien weitestgehend glatt und afilamentös. Der Maßstabsbalken 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 CO2-

angereicherter Atmosphäre. Bei 37 °C war zudem ein verstärkter Hyphenkranz, der zentrale Kolonien 

umgab, zu beobachten. Der Verlust der Gene ZCF28 oder orf19.4768 hatte also keinen Einfluss auf 

den Hefe-zu-Hyphe-Übergang in C. albicans unter den gewählten Testbedingungen. Eine 

eingeschränkte Fähigkeit zur Hyphenbildung ist charakteristisch für C. dubliniensis. Dies bestätigte 

sich darin, dass der C. dubliniensis-Wildtypstamm Wü284 unter allen Bedingungen in Hefeform 

wuchs und glatte Kolonien bildete. Der heterologe Überexpressionsstamm verhielt sich im 

Allgemeinen wie der Parentalstamm. Einzig eine Inkubation bei 37 °C mit dem zusätzlichen 

Hypheninduktor von 5% CO2 führte zu einer partiellen Filamentbildung am Rand der Kolonien des 

CdZCF28
OE

-Stammes (Abbildung 9). 
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Abbildung 10 Chlamydosporenbildung der Stämme C. albicans SC5314, zcf28Δ/Δ und orf19.4768Δ/Δ 

und C. dubliniensis Wü284 und CdZCF28
OE

. Die Candida-Stämme wurden 7 Tage bei 27 °C in 

Dunkelheit inkubiert und mikroskopisch dokumentiert (Axiovert, Zeiss, Göttingen, Deutschland), 

dabei wurden keine phänotypischen Unterschiede zwischen den Wildtyp- und 

Transformantenstämmen festgestellt. Der Maßstabsbalken entspricht 50 µM. 

 

Die Chlamydosporenbildung wurde auf generellen und artspezifischen Induktionsmedien untersucht. 

Auf Reis- und Maismehlagar war es allen getesteten C. albicans- und C. dubliniensis-Stämmen 

möglich, nach einer siebentägigen Inkubation uneingeschränkt eine große Menge von 

Chlamydosporen zu bilden (Abbildung 10). Die Verwendung von SLAD- und Staib-Agar bestätigte 

die C. dubliniensis-spezifische Chlamydosporulation, die unabhängig von der ZCF28-Expression 

blieb. Somit haben die C. albicans-Gene ZCF28 und orf19.4768 keinen entscheidenden Einfluss auf 

den umweltabhängigen Polymorphismus dieses Pilzes. 
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6.1.3 Biofilmbildung 

Für den Transkriptionsfaktor Zcf28 wurde eine wichtige Rolle im Zusammenspiel mit Csr1 während 

der Adhäsion von C. albicans an Silikonoberflächen beschrieben [89]. Das Anheften an Oberflächen 

ist der erste Schritt während der mikrobiellen Biofilmbildung und im Rahmen der vorliegenden 

Forschungsarbeit wurden die Biofilme der Stämme C. albicans SC5314, zcf28Δ/Δ und orf19.4768Δ/Δ 

sowie C. dubliniensis Wü284 und CdZCF28
OE

 hinsichtlich ihrer Biomasse und der metabolischen 

Aktivität charakterisiert. Die Experimente zur Biofilmbildung wurden von Christine Pöllath im Zuge 

ihrer Masterarbeit, welcher die Details zur experimentellen Durchführung zu entnehmen sind [147], 

unter der Betreuung von Bettina Böttcher durchgeführt. Eine Kristallviolettfärbung ermöglichte die 

Ermittlung der Biomasse und mittels XTT-Analyse wurde die metabolische Aktivität der 

Zellpopulation bestimmt. Beide Testverfahren nutzen chromogene Substanzen, so dass die 

Quantifizierung photometrisch erfolgte [208]. 

 
Abbildung 11 Dotplot-Diagramm (mit Mittelwert und Standardabweichung) zur Charakterisierung 

der Biofilme der Stämme C. albicans SC5314, zcf28Δ/Δ und orf19.4768Δ/Δ und C. dubliniensis 

Wü284 und CdZCF28
OE

 mittels (A) Kristallviolett- und (B) XTT-Assays. Der Vergleich der 

Transformantenstämme 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. Pöllath im Rahmen ihrer Masterarbeit [147] erhoben 

und hier zusammenfassend dargestellt. 

 

Der Vergleich der Candida-Wildtypstämme zeigte erwartungsgemäß für C. albicans eine um 32% 

höhere Biofilmmasse (Abbildung 11A) und 11% höhere metabolische Aktivität als C. dubliniensis 

(Abbildung 11B). In der Biomassebildung war bei beiden Spezies kein Unterschied zwischen den 

Transformanten- und Wildtypstämmen zu erkennen. Darüber hinaus war auch die mittels XTT-Test 

gemessene metabolische Aktivität weitestgehend zwischen Mutanten und Wildtypstämmen 

vergleichbar, allerdings betrug die Aktivität des ZCF28-Expressionsstammes nur 87% der Aktivität 

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 veränderte Expression genetischer Virulenzdeterminanten zurückgeführt [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) gewählt, da sowohl 

C. albicans als auch C. dubliniensis gehäuft aus der Mundhöhle HIV-infizierter Patienten isoliert 

werden können [209]. Sowohl Moyes et al. [210] als auch unsere eigenen vorherigen Studien [211] 

zeigten für C. dubliniensis eine geringere Schädigung von oralen Epithelien. Aus diesem Grund wurde 

für die C. albicans-Stämme ein Infektionsmodus von 1 (Multiplizität der Infektion, MOI 1: im Schnitt 

wird jede Epithelzelle mit einer Candida-Zelle koinkubiert) gewählt, während für die Infektion mit 

C. dubliniensis-Stämmen eine höhere MOI von 10 gewählt wurde, um eine messbare Schädigung zu 

erhalten. Die Methodik basierte auf den Vorarbeiten von Wächtler et al. [30]. 

 

 
Abbildung 12 Laktat-Dehydrogenase-Assay zur Messung der Schädigung von TR146-Zellen durch 

die Infektion mit C. albicans SC5314, zcf28Δ/Δ und orf19.4768Δ/Δ und C. dubliniensis Wü284 und 

CdZCF28
OE

, Darstellung mittels Dotplot-Diagramm mit Mittelwert und Standardabweichung. Vor der 

Infektion wurden 10
4
 TR146-Zellen je Well bis zur Konfluenz in 96-Well-Mikrotiterplatten inkubiert. 

Die Infektionsdosis variierte entsprechend des Parentalstammes mit einer MOI 1 für C. albicans-

Stämme und MOI 10 für C. dubliniensis-Stämme und es wurde die prozentuale Schädigung der 

Transformanten zum Wildtypstamm dargestellt. Die statistische Analyse der Elternstämme mit den 

dazugehörigen 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 Stresssensitivität 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 bestätigt werden. Als 

Maß der Zellschädigung wurde die Konzentration der intrazellulären Laktat-Dehydrogenase im 

Mediumüberstand in einem kolorimetrischen Verfahren quantifiziert [30]. Sowohl die Deletion von 

ZCF28 in C. albicans als auch die Genüberexpression im C. dubliniensis-Hintergrund veränderte die 

Pathogenität nicht, und die Schädigung der Wirtszellen blieb nahezu unverändert (Abbildung 12). Die 

C. albicans orf19.4768Δ/Δ-Mutante zeigte eine reduzierte mittlere Schädigung von 71,2% des 

Wildtypniveaus; jedoch betrug die Standardabweichung durch die biologische Variabilität bei diesen 

Tests 24%, wodurch eine endgültige Aussage über eine mögliche biologische Rolle des Gens bei der 

Infektion oraler Zellen nicht sicher getroffen werden kann. 

6.1.4.2 Infektion embryonierter Hühnereier 

Sowohl die in vitro- als auch ex vivo-Verfahren zur Charakterisierung der Candida-Mutanten können 

nur einen Ausschnitt einer realen Infektionssituation simulieren. Um ein komplexeres System einer 

Infektion zu untersuchen, wurde die Virulenz der C. albicans zcf28Δ/Δ und orf19.4768Δ/Δ-

Deletionsstämme in vivo im alternativen Hühnerei-Infektionsmodell nach dem Protokoll von Jacobsen 

et al. [156, 184] getestet. Dazu wurde eine Infektionsdosis von 10
7
 Candida-Zellen/Ei genutzt und das 

Überleben der Hühnerembryonen wurde über sieben Tage überwacht. 

 

 
Abbildung 13 Kaplan-Meier-Überlebenskurven der Hühnerembryonen nach der Infektion mit den 

Stämmen C. albicans SC5314, isogenen Mutanten von zcf28Δ/Δ und orf19.4768Δ/Δ und 

C. dubliniensis Wü284 und der PBS-Negativkontrolle. Das Überleben nach Infektion mit C. albicans 

war unabhängig vom Stamm auf vergleichbarem Niveau, während die Überlebensrate der Embryonen 

nach einer C. dubliniensis-Infektion im Vergleich mit dem C. albicans-Wildtypstamm 

erwartungsgemäß signifikant (P = 0,0117) höher war (ermittelt mit dem Log-Rangsummen-(Mantel-

Cox)-Test, n=20). 

 

Die Infektion der embryonierten Hühnereier führte mit allen getesteten C. albicans-Stämmen jeweils 

zu einer hohen Mortalität von 90-100%. Dabei waren keine signifikanten Unterschiede zwischen dem 

Wildtyp und den Deletionsstämmen 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 eingeschätzt 

werden konnte. Das Modell spiegelte zudem die speziesspezifische verminderte Virulenz [143, 173] 

des C. dubliniensis-Wildtypstamms Wü284 wider, der zum Endpunkt der Analyse eine Mortalität von 

70% verursachte, was die Validität des verwendeten Systems für Candida-Infektionsversuche 

unterstützt. Die Injektion einer PBS-Lösung als Negativkontrolle hatte keinen Einfluss auf das 

Überleben der Embryonen. 

6.2 Screening von Interspezies-Genbibliotheken zur Identifikation potentieller 

Virulenzfaktoren 

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

spezifischen Genen, die Verknüpfungen 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. Für 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 Phänotyp zu 

selektieren [62]. Die Bibliothek wurde unter folgenden Bedingungen analysiert: erhöhte Temperatur 

(42 °C) osmotischer Stress (1,1 M NaCl und 0,4 M LiCl), oxidativer Stress (10 mM H2O2), 

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 phänotypisch analysiert. 

Mit Ausnahme des Temperatur- und des oxidativen Stresses konnten unter allen getesteten 

Bedingungen Transformanten mit einem verifizierbarem Phänotyp isoliert werden. Bedingt durch das 

gehäufte Auftreten von Sekundärstrukturen und AT-reichen Regionen in den übertragenen 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 

zugehörigen Selektionsbedingungen aufgelistet. Ausgewählte Gene, die bisher wenig oder gar nicht 

charakterisiert waren, wurden zur näheren 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 phänotypisch unterscheiden, gescreent. 

Es konnte eine Vielzahl von Genen identifiziert werden, die unter den Selektionsbedingungen einen 

C. albicans-typischen Phänotyp in C. dubliniensis hervorriefen. Die zur weiteren Analyse in den 

parentalen C. dubliniensis-Stamm reintegrierten Gene sind fett hervorgehoben. 

 

C. dubliniensis-Transformanten mit einer Einzelintegration des C. albicans-Gens wurden erneut auf 

dem ursprünglichen Selektionsmedium untersucht. Dabei war die Reproduktion der ursprünglichen 

Phänotypen in den allermeisten Fällen nicht möglich. Möglicherweise wurde der zuvor beobachtete 

Phänotyp durch die Kombination mehrerer Gene, durch Veränderungen der Chromatinstrukturen oder 

durch andere epigenetische Modifikationen beeinflusst. Allein der C. dubliniensis-Stamm, der das 

C. albicans-Gen orf19.2115 trägt, wies stabil und reproduzierbar die morphologischen Veränderungen 

hin zu C. albicans-typischen Phänotypen 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] durchgeführt. 

Screeningbedingung Identifizierte C. albicans-Gene 

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

LiCl orf19.4280, IFH1, orf19.4283, 

Calcofluor White VIP1, orf19.607, orf19.6701 

Kochblutagar orf19.1426 

SLAD-Agar orf19.2113, orf19.2114, orf19.2115, orf19.2332, ADA2, 

orf19.2329.1 

Casein-Agar [147] UTP6, ADA2, orf19.2332, SSY5, FBP26, UBC9, SKI2 
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Abbildung 14 Koloniemorphologie der Stämme C. albicans SC5314, CaINT1, CaINT2, Ca10050INT 

und CaMNN2INT und C. dubliniensis Wü284 auf SLAD-Agar. Die Kulturen wurden 48 h bei 30 °C 

inkubiert und mikroskopisch analysiert. Der Maßstabsbalken entspricht 50 µM. 

 

Wie zuvor beschrieben, bildet der C. dubliniensis-Wildtyp auf dem Stickstoffmangelmedium SLAD-

Agar bei 27-30 °C Pseudohyphen mit terminalen Clustern aus Chlamydosporen [155], während 

C. albicans-Wildtypstämme in Hefeform wachsen (Abbildung 14A-C). Durch die phänotypische 

Untersuchung von ca. 20.000 C. albicans-Transformanten mit eingebrachten C. dubliniensis-Genen 

auf SLAD-Agar konnten Kolonien mit erhöhtem Filamentierungsverhalten isoliert werden, allerdings 

immer ohne Chlamydosporenbildung. Die Transformante CaINT2 zeigte stabil eine hyperfilamentöse 

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 

Stämme Ca10050INT und CaMNN2INT zeigten auf SLAD-Agar ebenfalls einen Trend zur 

verstärkten Filamentierung. Während CaINT2 und Ca10050INT in der Lage waren auch echte Hyphen 

zu induzieren (Abbildung 14D, E), beschränkte sich die Morphologie des CaMNN2INT-Stammes auf 

Pseudohyphen und Klumpungen von Hefen (Abbildung 14F). Der C. dubliniensis-spezifische 

Phänotyp basierte also nicht ausschließlich 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 Ca10050INT und CaMNN2INT bei Inkubation auf SLAD-Agar in der 

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

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

unterscheidbar sind. 



Ergänzende Ergebnisse 

118 

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 

Expressionsstämmen auf YPD-Platten nach drei Tagen Inkubation bei unterschiedlichen 

Temperaturen verglichen (Abbildung 15). 

 

 

Abbildung 15 Tropftestanalyse der Stämme C. albicans SC5314, Ca10050INT und CaMNN2INT und 

C. dubliniensis Wü284 nach drei Tagen Inkubation unter aufsteigenden Temperaturen. Zwischen den 

C. albicans-Stämmen war kein Unterschied in der Wachstumskapazität sichtbar, hingegen zeigte 

C. dubliniensis bei 42 °C die artspezifische Hitzesensitivität. 

 

Die Temperaturresistenz der Expressionsstämme 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 Zusätzen 

zum YPD-Medium gemessen: Koffein, NaCl, LiCl, Fluconazol und CuSO4. Bei allen getesteten 

Stressoren war die intrinsische Resistenz des C. dubliniensis-Stamms Wü284 geringer als die des 

C. albicans-Wildtyps SC5314 sowie der Expressionsmutanten. Allein bei der Zugabe von 5 mM 

CuSO4 wurde eine leicht erhöhte Resistenz beider Expressionsmutanten Ca10050INT und 

CaMNN2INT gegenüber dem C. albicans-Wildtyp gemessen, was auf einen Gendosiseffekt hindeuten 

kann (Daten nicht dargestellt). 

 

Morphologische Tests 

Bei den Temperaturstresstests fiel eine Veränderung der Koloniemorphologie der 

Expressionstransformanten auf: Die Stämme Ca10050INT und CaMNN2INT zeigten im Gegensatz 

zum C. albicans-Wildtyp eine ausgeprägte Faltenbildung nach Inkubation bei 37 °C/ 5% CO2 und bei 

42 °C (Abbildung 16), die auf eine verstärkte Filamentierung im Koloniezentrum schließen lässt. 

Auch bei 37 °C (ohne zusätzliches CO2) und bei 41 °C (der höchstmöglichen Temperatur für 

C. dubliniensis-Wachstum) waren diese phänotypischen Veränderungen zu beobachten, wenn auch in 

einen weitaus geringerem Maße. Der direkte Vergleich von Ca10050INT und CaMNN2INT zeigte, 

dass Ca10050INT eine ausgeprägtere Rauigkeit der Kolonien aufwies, doch trat bei keinem der 

untersuchten Stämme eine radiale Hyphenbildung auf. Dies steht im Einklang mit der Hyphenbildung 

auf SLAD-Agar, die auch nach der Integration des C. dubliniensis-Orthologs stärker war. Die erhöhte 

Koloniefaltung der Expressionsstämme zeigte ein generell gesteigertes Vermögen 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 Phänotypen durch einen 

alternativen Versuchsaufbau bestätigt. 

 

 

Abbildung 16 Koloniemorphologie der Stämme C. albicans SC5314, Ca10050INT und CaMNN2INT 

und C. dubliniensis Wü284 bei verschiedenen Temperaturen und unter Normokapnie wenn nicht 

anderes gekennzeichnet. Nach einer dreitätigen Inkubation wurde die makroskopische Morphologie 

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

Sowohl C. dubliniensis als auch C. albicans sind häufige harmlose Kommensale im 

Gastrointestinaltrakts und auf Schleimhäuten gesunder Menschen, die jedoch selbst bei wenig 

immunkompromittierten Patienten oberflächliche, in schweren Fällen auch systemische 

lebensbedrohliche Infektionen verursachen können. 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 

Colinearität, als auch die Sequenzidentität sind sehr hoch [135], so dass die engen genetischen 

Verwandtschaftsverhältnisse eine vergleichende Analyse von C. albicans und C. dubliniensis 

ermöglichen, um grundlegende Erkenntnisse zurVirulenz dieser Pilze zu erhalten. Beispielsweise 

gehören 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 phänotypischen 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 Speziesspezifität von 

transkriptionellen Regulatoren und ihrer Netzwerke, 2.) die molekulare Basis der Unterschiede in der 

Chlamydosporenbildung und 3.) die Aufschlüsselung von cotranslationalen Mechanismen in der 

Morphogenese über einen Speziesvergleich. 

Für 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 Csr1 in C. dubliniensis), und zudem speziesspezifische Transkriptionsfaktoren 

identifiziert und bezüglich spezifischer virulenzassoziierter Charakteristika analysiert (Abschnitt 6.1 

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

C. albicans und C. dubliniensis vereint ein ausgeprägter Polymorphismus, der sie von anderen 

Candida-Spezies abgrenzt. Trotzdem gibt es Unterschiede in der Hyphen- und 

Chlamydosporenbildung, die als phänotypisch deskriptive Merkmale unter anderem in der klinischen 

Diagnostik genutzt, um diese beiden Arten zu unterscheiden [130, 148, 203]. Während die 

Hyphenbildung das wohl am besten charakterisierte Attribut von C. albicans ist (> 2900 

Veröffentlichungen indiziert in Pubmed, Stand Juni 2017), ist die Chlamydosporenbildung 

vergleichsweise wenig erforscht (143 Pubmed-Einträge), auch weil bis heute ihre biologische 

Funktion nicht geklärt ist. Vor diesem Hintergrund wurde für 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 

Nährstoffmangel untersucht, indem ein Screening einer heterologen Genbibliothek unter 

Stickstoffhungerbedingungen durchgeführt 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). Komplementär dazu 

wurde bei der Analyse des genetischen Hintergrunds von pathogenen S. cerevisiae-Isolaten eine 

hyperaktive Genvariante eines tRNA-modifizierenden Enzyms als Ursache für ihr erhöhtes 

Virulenzpotenzial beschrieben [215]. Dadurch kann die Spezifizität von tRNA-Modifizierungsmustern 

als generell konservierter Mechanismus, mit entsprechend speziesspezifischen Anpassungen, in der 

Virulenz von Pilzen vermutet werden. 

7.1 Transkriptionskontrolle in C. albicans und C. dubliniensis am Beispiel 

ausgewählter Zinkfingertranskriptionsfaktoren 

Pathogene Mikroorganismen müssen sich rasch an wandelnde Umweltbedingungen und verschiedene 

Wirtsnischen anpassen, um ihr Überleben und ihr Wachstum zu gewährleisten. Zu den schnellen 

Reaktionen zählt dabei die plastische Genexpression über verschiedene Transkriptionsfaktoren. 

Neuartige Verschaltungen regulatorischer Komponenten können dabei über evolutionäre Zeiträume 

phänotypische Diversität 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 Bäckerhefe S. cerevisiae in der Regulation der 

Metabolisierung alternativer Kohlenhydratquellen. Während der Zn2Cys6-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 vielfältig. Die 

Zinkfingertranskriptionsfaktoren sind dabei die verbreitetste Familie innerhalb der Eukaryoten. Sie 

binden Zinkionen über 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 ausgewählt und in 

einem zwischenartlichen Vergleich charakterisiert wurden.  

7.1.1 Konservierte und artspezifische Funktionen des transkriptionellen Regulators Csr1 in 

C. dubliniensis 

Sowohl Mangel als auch Überschuss an Zink sind zelltoxisch, weshalb eine enge Regulation der 

Zinkhomöostase essentiell ist. Der C2H2-Zinkfinger-Transkriptionsfaktor Zap1 in S. cerevisiae 

(entspricht Csr1 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 Zinkhomöostase ist über Zap1-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 übernommen. Während in S. cerevisiae etwa 80 Gene durch ein 
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zinkspezifisches ZRE-Erkennungsmotiv in den Promotorbereichen unter der Kontrolle von Zap1 

stehen [221], sind in C. albicans mehr als 270 Zielgene bekannt, die auch unter induzierenden 

Bedingungen nicht in csr1Δ/Δ-Deletionsmutanten heraufreguliert werden [88]. Neben Genen der 

Zinkantwort zählen dazu auch Adhäsine und weitere Faktoren der Biofilmbildung sowie Induktoren 

der Hyphenbildung. Zudem wurde eine aktivierende Rolle während der Farnesolakkumulation 

beschrieben [87, 88, 222]. Eine schnelle Expressionssteigerung von CSR1 und seiner zinkrelevanten 

Zielgene wurde sowohl in C. albicans während der Kolonialisierung von Mausnieren zwölf Stunden 

p.i. [169] als auch in C. dubliniensis unter in vitro-Zinkmangelbedingung innerhalb der ersten vier 

Stunden beobachtet [156]. Möglicherweise greifen auch in Candida-Arten Mechanismen einer 

verstärkenden transkriptionellen Autoregulation, die für ZAP1 in S. cerevisiae untersucht wurden 

[219]. Das Zap1-Protein in der Bäckerhefe ist durch drei Domänen gekennzeichnet: Zwei 

Aktivierungsdomänen, die in den untersuchten Candida-Spezies fehlen, und eine DNA-

Bindungsdomäne, welche aus zumeist sieben C2H2-Zinkfingermotiven besteht [4, 223]. Diese Cystein-

Histidin-reichen Regionen binden zweiwertige Zinkionen und sind in Zap1-ähnlichen Faktoren, 

einschließlich Csr1 der analysierten Candida-Spezies, evolutionär erhalten [4, 82, 156]. Die 

Unterschiede in den Modulen von Csr1/Zap1 weisen bereits auf eine funktionelle Reorganisation 

zwischen Candida- und Saccharomyces-Arten hin. Posttranslationell wird die Zap1-Aktivität in 

S. cerevisiae über die Verfügbarkeit an zellulärem Zink gesteuert. Während die DNA-

Bindungselemente stets Zink als Cofaktor gebunden haben, ist die Zinkbindung an den 

Aktivatordomänen von intrazellulären Zinkkonzentration abhängig, und sie sind allein unter 

Zinkdefizit funktionell aktiv [224]. Bei Zinkaufnahme kommt es zu einer negativen Rückkopplung, 

wodurch ein Zinküberschuss zur Anreicherung von inaktiven Zap1-Molekülen führt, die die eigene 

Genexpression verhindern. Damit ist der Mechanismus der Zinkhomöostase in der Bäckerhefe 

beispielhaft für eine Verknüpfung transkriptioneller und posttranslationeller regulatorischer Ebenen, 

die eine präzise Genexpression und Adaptation unter Stressbedingungen ermöglicht. 

Während 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 Csr1 unter Zinkmangel, die als evolutionär konserviert betrachtet werden kann. 

Eine C. dubliniensis csr1Δ/Δ-Deletionsmutante war nicht in der Lage unter Zinkmangel zu wachsen, 

und transkriptionell wurde nachgewiesen, dass ein Verlust des Regulators die Transkription der 

Zinktransportergene ZRT1-3 und des Zinkophorgens PRA1 signifikant verringert [156, 225]. Während 

in S. cerevisiae Zrt1 als Hochaffinitätstransporter für den effizienten Zinkimport unter starkem 

Zinkmangel induziert wird [226], wurde diese Rolle in C. dubliniensis von Zrt2 übernommen. So 

konnte durch die künstliche Überexpression von ZRT2, aber nicht ZRT1, die Proliferation einer 

C. dubliniensis csr1Δ/Δ-Deletionsmutante unter minimaler Zinkkonzentration wieder hergestellt 

werden. In C. albicans ist die Überexpressionen von ZRT1 oder ZRT2 ausreichend, um einen Csr1-

Defekt auszugleichen [88]. Im direkten Vergleich bestätigte sich somit die enge Verwandtschaft der 

Candida-Arten in den konservierten Funktionen von Csr1 und Zrt2, doch scheint CdZrt1 Zink weniger 
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effizient zu transportieren als CaZrt1. ZRT2 in S. cerevisiae unterscheidet sich auch in den nicht-

kodierenden Nukleotidsequenzen von den Candida-Orthologen [156], sodass der ScZRT2-

Promotorbereich repressive Elemente trägt, die durch Zap1 gebunden werden und die ZRT2-

Transkription unter strenger Zinklimitierung vermeiden [227]. Ein weiterer gattungsspezifischer 

Unterschied ist der Wachstumsdefekt einer S. cerevisiae zap1Δ-Mutante in Vollmedium [228], der bei 

Candida-Deletionsmutanten nicht auftritt. 

Weitere evolutionäre Neuverschaltungen des Csr1-Regulons zeigt die Expansion von Zielgenen, die 

auch C. albicans-spezifische Faktoren der Hyphen- und Biofilmbildung wie ZCF28, SAP5 und HYR1 

umfassen [88, 89]. Diese genetische Varianz führte zu dem artspezifischen Verlust der Filamentierung 

in C. albicans, aber nicht in C. dubliniensis csr1Δ/Δ-Deletionsmutanten [4, 88, 156]. Im Vergleich 

zum gemeinsamen Vorläufer 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 Hwp1, Ume6 

und Nrg1. Mit den hier gezeigten Ergebnissen kann nun auch Csr1 – in seiner Rolle bei der 

Filamentierung – dazugezählt werden [65, 66, 135, 156]. 

Die Akquise von Mikronährstoffen wie Zink ist ein essentieller Virulenzmechanismus von 

mikrobiellen Pathogenen [71, 72]. Daher verursacht der Verlust der Csr1-Orthologe Zap1 oder ZafA 

bei Mäusen mildere Krankheitsverläufe von Cryptococcosis- bzw. Aspergillosisinfektionen [229, 

230]. Ähnlich wie in den C. albicans-Infektionsstudien [169] führte der Wegfall von Csr1 auch in 

C. dubliniensis zu einer signifikanten Verminderung der Virulenz in einem Hühnerembryonen-

Infektionsmodell, die bemerkenswerterweise von der Filamentierungsfähigkeit entkoppelt war [156]. 

In der Studie von Xu et al. wurden C. albicans-Deletionsmutanten von früh transkribierten, 

infektionsrelevanten Genen einschließlich CSR1 auf ihr Verhalten und ihre Expressionsprofile in vivo 

detailliert untersucht. Erstaunlicherweise phänokopierte die Deletionsmutante eines 

Transkriptionsfaktors der Sterolsynthese Sut1 das Expressionsmuster des csr1Δ/Δ-Stamms in vivo und 

die Attenuierung beider Stämme konnte jeweils durch eine ZRT2-Überexpression auf das Level der 

wildtypischen Mortalität angehoben werden [169]. Die enge Korrelation einer ZRT2-Expression und 

der Mortalität bekräftigt die Bedeutung der Zinkaufnahme während der pilzlichen Pathogenese. Da 

interessanterweise eine sut1Δ/Δ-Mutante in vitro-Zinkmangelbedingungen toleriert, ist dieses 

Phänomen ein gutes Beispiel für die nischenspezifische Genexpression. 

Die Zinkhomöostase kann auch eine Rolle in der Immunevasion durch Pilze spielen. Das antifungale 

Effektormolekül Perforin beispielsweise bildet durch Oligomerisation Poren innerhalb von 

Membranen, die möglicherweise durch Einlagerung von Zink oder anderen zweiwertigen Ionen 

verschlossen werden können: ein Mechanismus, der für andere porenbildende Toxine bereits gezeigt 

wurde [231, 232]. Vor kurzem wurde ein morphologischer Effekt beschrieben, bei dem in Gegenwart 

von Perforin die Keimschläuche von C. albicans verkürzt und zugleich ZRT1 und PRA1 

heraufreguliert waren [233]. Insbesondere in C. dubliniensis, wo Csr1 anders als in C. albicans nicht 

die Filamentierung beeinflusst, könnte dieser Aspekt der Zinkhomöostase für die in vivo 

Virulenzdefekte der csr1Δ/Δ-Mutante eine wichtige Rolle spielen. 
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7.1.2 Die C. albicans-spezifischen Transkriptionsfaktoren Zcf28 und orf19.4768 sind wenig 

pathogenitätsrelevant 

Zentrales Ziel der Arbeit war es, in C. albicans und C. dubliniensis artspezifische 

pathogenitätsassoziierte Faktoren zu identifizieren. Die NBLAST-Analyse ergab eine Reihe von 

C. albicans-Genen, die im C. dubliniensis-Genom fehlen [164]. Im Einklang mit früheren 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 für C. albicans zcf28Δ/Δ und orf19.4768Δ/Δ–Deletionsmutanten 

sowie eine C. dubliniensis CdZCF28
OE

–Expressionsmutante nur wenige signifikante phänotypische 

Veränderungen gefunden, was allerdings für ZCF28 im Übereinstimmung zu anderen Arbeiten steht, 

bei denen Transposoninsertionsmutanten ebenfalls keine messbare Veränderung zum Wildtyp zeigten 

[96, 228]. 

Die genomische Colokalisation der beiden Gene spiegelte sich in Übereinstimmungen im 

phänotypischen Profil beider Deletionsstämme wider, was für Eukaryoten ungewöhnlich ist: Während 

Gene in Bakterien in funktionellen Operons strukturiert sind, liegen funktionell ähnliche eukaryotische 

Gene regelmäßig auf verschiedenen Chromosomen. Im humanen Genom wurde jedoch eine Häufung 

funktioneller Einheiten in räumlicher Nähe auf demselben Chromosom beschrieben [234], und die 

Expression benachbarter Gene wird häufig durch dieselben Transkriptionsfaktoren reguliert [235]. In 

C. albicans teilen die Gene ZRT1 und PRA1 die gleiche Promotorregion, wodurch sie durch Csr1 

coreguliert werden können [225]. Ob ähnliche Mechanismen bei ZCF28 und orf19.4768 existieren, 

bleibt noch zu untersuchen. 

Zu den gemeinsamen Merkmalen beider Deletionsmutanten gehörten eine leicht verminderte 

osmotische Stresstoleranz und eine deutlich erhöhte Resistenz gegen das Antimykotikum Fluconazol. 

Azole, wie Fluconazol, inhibieren die Cytochrom P 450 14 α-Lanosteroldemethylase (Erg11 in 

C. albicans), wodurch die Biosynthese und letztlich der Ergosterolgehalt der Zellmembranen reduziert 

sind. Zudem hemmt die Anhäufung toxischer Intermediate das Zellwachstum [199]. Die 

Sterolkonzentration beeinflusst die Fluidität und Permeabilität biologischer Membranen und durch 

Veränderungen in der Membranzusammensetzung können sie dem osmostressinduzierten Absinken 

des Zellturgors entgegenwirken [236]. In Hefen wird als Antwort auf erhöhte Salzkonzentrationen der 

HOG-Signalweg eingeleitet, welcher die intrazelluläre Einlagerung von Glycerin induziert [237] und 

die Expression der ERG2- und ERG11- Ergosterolbiosynthesegene einschränkt [238]. Ein analoger 

Mechanismus könnte bei den C. albicans zcf28Δ/Δ- und orf19.4768Δ/Δ-Mutanten vorliegen. Sollten 

diese Transkriptionsfaktoren direkt oder indirekt die Sterolsynthese aktivieren, würde sich die 

Verringerung der Erg-Proteine in den Deletionsstämmen positiv auf die Fluconazolresistenz auswirken 

und auch die Resistenz gegenüber Osmostressoren beeinflussen. 

Zwischen den Arten zeigte der C. dubliniensis-Wildtypstamm eine höhere Sensitivität gegenüber der 

Azol-Behandlung. Die meisten klinischen C. dubliniensis-Isolate sind Fluconazol-sensitiv und die 

minimale Hemmkonzentration liegt zwischen 0,125–4 μg/ml [239]. Die Fluconazolresistenz des 
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C. dubliniensis-Referenzstamms Wü284 war hier mit einer MIC bis zu 8 µg/ml in flüssigem 

Vollmedium vergleichsweise größer. Patientenisolate, wie der C. dubliniensis-Stamm Wü284 [179], 

können im Rahmen von Azoltherapien mikroevolutionäre Anpassungen durchlaufen und die 

Azolresistenz von C. dubliniensis stabil erhöhen [131]. Die ZCF28-Expression in der C. dubliniensis 

CdZCF28
OE

-Mutante verhinderte das Wachstum in Fluconazol-haltigem Medium vollständig. 

Entsprechend der Hypothese erhöht Zcf28 also hier die Aktivität von Genen der 

Ergosterolbiosynthese, und der erhöhte Gehalt an Sterolen sowie Ergosterolvorläufern führt zu 

größerer Sensitivität bei Azolzugabe. Zcf28 ist zwar spezifisch für C. albicans, aber PBLAST-

Analysen mit S. cerevisiae ergaben eine partielle Ähnlichkeit (identisch: 35%, positiv: 48,5%) mit 

dem Zn2Cys6-Transkriptionsfaktor Ecm22. Zusammen mit dem paralogen Transkriptionsfaktor Upc2 

reguliert Ecm22 die Ergosterolbildung in S. cerevisiae, im Besonderen unter Sterolmangel, indem sie 

spezifische Promotorelemente der ERG-Gene binden [240]. Weiterführende Transkriptom-Analysen 

der ZCF28-Mutanten könnten einen Einblick geben, ob ähnliche Regulationsmechanismen auch bei 

C. albicans auftreten. 

Des Weiteren war das Wachstum der beiden C. albicans-Deletionsmutanten auch unter 

Nährstoffmangel, wie beispielsweise Zinkrestriktion, partiell eingeschränkt. Sowohl Zcf28 als auch 

orf19.4768 besitzen beide eine zinkbindende Zn2Cys6-Domäne, die charakteristisch für Pilze ist und 

Analoge zu Csr1/Zap1 können zinkbindende Domänen als Sensoren der intrazellulären 

Zinkkonzentration dienen [241]. Eine Rolle als Zinksensor könnte den Wachstumsdefekt der 

zcf28Δ/Δ- und orf19.4768Δ/Δ-Mutanten begründen, indem wichtige Zinkmangelsignalwege nicht 

aktiviert werden und beispielsweise eine Mobilisierung intrazellulärer Zinkreserven entfällt. 

Ein weiterer nährstoffgekoppelter Phänotyp beider C. albicans-Knockout-Mutanten war die erhöhte 

Sensitivität bei Zugabe der TOR-Inhibitoren Rapamycin oder Koffein. Die nährstoffsensitive Serin-

Threonin-Proteinkinase Tor1 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-Domäne von (m)TOR [242]. Koffein ist ein 

Purinanalogon und inhibiert direkt die Tor1-Kinase, wodurch die zellulären Antworten auf Koffein 

und Rapamycin in großen Teilen überlappen [200]. In Hefen wird die Tor1-Aktivität durch diverse 

zellstressauslösende Substanzen induziert, darunter auch oxidativer und Salzstress [201]. Hier könnte 

eine funktionelle Verknüpfung der Gene ZCF28 und orf19.4768 bestehen, die zum Teil Resistenzen 

gegen NaCl, LiCl und zusätzlich Rapamycin vermitteln. 

Die C. albicans zcf28Δ/Δ- und orf19.4768Δ/Δ-Deletionsmutanten zeigten eine wildtypische Hyphen- 

und Chlamydosporenbildung, sodass diese Faktoren für die Regulation von Morphogeneseprozessen 

nicht essentiell sind. Die C. dubliniensis CdZCF28
OE

-Expressionsmutante zeigte dagegen auf Spider-

Agar mit zusätzlichen Hypheninduktoren eine leichte radiale Hyphenbildung, was auf eine Rolle in 

der Filamentierung hindeutet Dass Zcf28 trotzdem nicht für die Filamentierung von C. albicans nötig 

war, könnte mit dem übrigen Netzwerk von Filamentierungsregulatoren, die den Zcf28-Defekt 

ausgleichen können, erklärt werden. Eine Redundanz von C. albicans-Genen wurde bereits unter 
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anderem in Hinblick auf die Hyphenentwicklung, Adhäsion und die Bildung degradierender Enzyme 

beschrieben [243]. 

Im Zusammenspiel mit Csr1 wurde Zcf28 bereits als positiver Regulator der Adhärenz an 

Silikonoberflächen diskutiert [89]. Die Anheftung an Grenzflächen ist der initiale Schritt bei der 

Besiedlung von Wirtsoberflächen und der Biofilmbildung. Die Entstehung von Biofilmen an invasiven 

medizinischen Geräten ist mit einem enormen Infektionsrisiko und hohen Mortalitätsraten 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 zcf28Δ/Δ-Mutante keinen biofilmassoziierten 

Phänotyp auf [246], was im Einklang mit den hier dargestellten Ergebnissen der Abschlussarbeit von 

C. Pöllath [147] steht, bei der in Biofilmmasse und metabolischer Zellaktivität kein veränderter 

Phänotyp der ZCF28-Deletionsmutante von C. albicans bzw. bei ZCF28-Expression in C. dubliniensis 

gezeigt werden konnte. Damit bestätigte sich die enge Verknüpfung von Biofilmen von C. albicans 

zur Hyphenentwicklung [88, 247]. Zcf28 nimmt bei der Biofilmbildung eine fein differenzierte Rolle 

ein: Finkel et al. beschreiben zwar keine Einschränkungen der in vitro-Biofilmbildung einer zcf28Δ/Δ-

Mutante, jedoch war Zcf28 unabdingbar für die Adhärenz an Silikonoberflächen und für in vivo-

Biofilme eines Kathetermodells [89]. Interessanterweise konnte eine CSR1-Überexpression im 

zcf28Δ/Δ-Hintergrund die wildtypische Adhärenz wiederherstellen, was eine Zcf28-abhängige CSR1-

Expression unter adhärenzrelevanten Bedingungen andeutet [89]. Diese Verknüpfung zum zentralen 

Zinkhomöostaseregulator bietet auch eine Erklärungsmöglichkeit für die Wachstumsreduktion von 

zcf28Δ/Δ unter Zinkmangel. 

Der zwischenartliche Vergleich der beiden Wildtypstämme zeigte eine deutliche Reduktion in der 

Biomasse von C. dubliniensis-Biofilmen [147]. Möglicherweise handelt es sich dabei um ein 

stammspezifisches Phänomen, da andere Studien Varianzen zwischen verschiedenen Candida-

Stämmen beider Arten fanden [207]. 

In vitro-Tests können stets nur einen Ausschnitt der in vivo-Situationen simulieren und beobachtete 

Phänomene sind nicht zwingend aufeinander übertragbar [248]. Da C. dubliniensis ein häufiges Isolat 

aus dem Mund- und Rachenraum HIV-infizierter Patienten ist [3, 131], wurde für ex vivo-Infektionen 

eine humane, orale Zelllinie gewählt, die zuvor als von C. albicans als auch von C. dubliniensis 

kolonisierbar beschrieben wurde [210]. Obwohl während einer Infektion von oralen TR146-

Epithelzellen oder des oralen RHEs C. dubliniensis-Zellen stets in der Hefeform verbleiben (hier und 

[144, 210]), zeigten Moyes et al. doch eine Aktivierung der primären Transkriptionsfaktoren des 

angeborenen Immunsystems NF-κB und c-Jun, die Sekretion von IL-6, IL-1α und die Freisetzung von 

LDH aus TR146-Epithelzellen nach Infektion mit C. dubliniensis [210], weshalb dieses Experiment 

für beide Candida-Arten als geeignet erscheint. Eine Gendeletion von ZCF28, sowie eine heterologe 

Überexpression von ZCF28 zeigten keine Veränderungen in der Zellschädigung. Eine leichte, aber 

statistisch nicht signifikante Verminderung der Zellschädigung wurde bei der Infektion mit der 
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orf19.4768Δ/Δ-Deletionsmutante gemessen. Die Funktion von orf19.4768 während einer oralen 

C. albicans-Infektion ist demnach unklar. 

Die Virulenz von unabhängigen zcf28Δ/Δ-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 Änderungen von Phänotypen im Vergleich zum Wildtyp beobachtet 

[96, 97], andererseits war das Überleben 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 Hühnerei als Infektionsmodell genutzt[249].  

In Übereinstimmung mit anderen Vertebraten-Infektionsmodellen korreliert die Überlebensrate der 

Embryonen mit der art- oder stammspezifischen Virulenz der Erreger sowie der Infektionsdosis [184, 

249]. Im Vergleich zu den C. albicans-Stämmen war die Mortalität der Embryonen nach der Infektion 

mit dem C. dubliniensis-Wildtypstamm statistisch signifikant reduziert. Damit stellt das Hühnerei-

Infektionsmodell eine gute Alternative zu murinen Modellen für Virulenzstudien von C. dubliniensis 

dar, da in Mausmodellen eine ähnliche Verminderung der Virulenz bei C. dubliniensis gezeigt wurde 

[156, 173]. Dieser Effekt könnte unter anderem auf dem Fehlen eines ALS3-Orthologs in 

C. dubliniensis beruhen, denn der C. dubliniensis Wildtyp und eine C. albicans als3Δ/Δ-Mutante 

weisen vergleichbare Mortalitätsraten auf [135, 156, 184]. Zur Analyse der zcf28Δ/Δ und 

orf19.4768Δ/Δ-Deletionsmutanten wurden mit 10
7
 Candida-Zellen je Ei sehr hohe Infektionsdosen 

genutzt und die starke Last an pathogenen Mikroorganismen führte zu einer stammunabhängigen 

Mortalität von 90-100% innerhalb von sieben Tagen. Jacobsen et al. postulierten, dass mittlere bis 

geringe Virulenzunterschiede unter Verwendung einer niedrigeren Infektionsdosis im Hühnerei-

Infektionsmodell deutlicher in Vorschein treten [184]. Dieses Phänomen wurde bei den 

Infektionsexperimenten zur Untersuchung der C. albicans hma1Δ/Δ-Mutanten bestätigt, welche nur 

bei niedrig dosierten Inokula von 10
6
 Zellen je Ei eine reduzierte Mortalität aufwiesen (siehe 

Abschnitt 0). Eine niedrigere Infektionsdosis mit niedrigerer Mortalität oder die Infektion am zwölften 

Entwicklungstag, könnten subtilere Effekte der Gendeletionen ZCF28 und orf19.4768 auf die Virulenz 

hervorrufen.  

Da viele Aspekte der Transkriptionsfaktoren Zcf28 und orf19.4768 noch offen sind, könnten in 

zukünftigen weiteren Analysen mit den hier erzeugten Mutanten die Zielgene dieser 

Transkriptionsfaktoren über Transkriptomanalysen wie Microarrays oder RNA-

Sequenzierungsverfahren ermittelt werden, um ihre biologische Funktion aufzuschlüsseln. 

Bindungsanalysen an cis-regulativen Elementen von Zielgenen können darüber hinaus über 

Chromatin-Immunpräzipitations-(ChIP-on-Chip)-Techniken analysiert und die Gruppe der Zielgene 

definiert werden [250]. 
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7.2 Nährstoff-induzierte Signalwege lösen unterschiedliche zelluläre und 

morphologische Antworten in C. albicans und C. dubliniensis aus 

Eukaryotische Nährstoffsensoren und die entsprechenden Signaltransduktionswege sind in vielen 

Aspekten konserviert, vereinzelt kam es aber durch evolutionäre Spezialisierungen zu Veränderungen 

und Neuverschaltungen einzelner Signalwege. Ähnlich den Mikronährstoffen ist auch die konstante 

Versorgung der Zelle mit Makronährstoffen, im Besonderen mit Kohlenhydraten und Proteinen, 

essentiell für Überleben und Wachstum im Wirt. Um spezifische Nährstoffmangel zu tolerieren, haben 

Mikroorganismen unterschiedliche Strategien entwickelt. Für dimorphe human- und 

pflanzenpathogene Pilze sind Veränderungen im Nährstoffangebot ein entscheidender Auslöser zum 

Wechsel der Morphologie und zur Expression virulenzassoziierter Gene [37, 175, 251]. 

Ein zentraler Signalweg in Abhängigkeit des Nährstoffangebots ist der konservierte TOR 

(Targetstruktur von Rapamycin)-Weg, über den in Abhängigkeit von verfügbaren Nährstoffen, 

insbesondere Stickstoffquellen wie Aminosäuren, aber auch durch Stresssignale die Zellteilung, 

Proteinbiosynthese und Alterungsprozesse wie die Autophagie reguliert werden [201]. Zudem ist die 

Aktivität der Tor1-Phosphatidylinositolkinase in Pilzen ein bekannter Regulator der Morphologie [46, 

174, 175, 252].  

Die extrazelluläre Verfügbarkeit der bevorzugten Kohlenhydratquelle Glucose wird über den Ras-

cAMP-Proteinkinase A (PKA)-Signalweg wahrgenommen, dessen Rezeptoren aus zwei G-Protein-

gekoppelten Systemen bestehen: dem Gpr1-Gpa1-Komplex und einer Hexokinase-vermittelten 

Aktivierung der Ras1-GTPase. Beide Wege aktivieren die Cyr1-Adenylatzyklase, die die Bildung des 

Second Messengers cAMP katalysiert [253, 254]. Wie bei TOR gehören 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 EFG1-Genexpression in 

C. albicans, aber nicht in C. dubliniensis [64]. Des Weiteren vermittelt Efg1 in einem Eed1-

abhängigen Prozess die Expression von UME6 in C. albicans [255]. Ume6 ist ein Transkriptionsfaktor 

der Hyphenbildung, welcher in C. dubliniensis allein unter Mangelbedingungen exprimiert wird und 

eine künstliche Expression des C. albicans UME6-Transkripts konnte die Hypheninitialisierung in 

Vollmedium von C. dubliniensis positiv beeinflussen [65]. In C. dubliniensis wird die UME6-

Expression hauptsächlich über externe komplexe Stickstoffquellen, wie Pepton und Albumin, und im 

geringerem Maß durch Glucose gesteuert [65], sodass Ume6 an der Schnittstelle zwischen cAMP- und 

TOR-abhängigen Signalwegen einzuordnen ist. Während ein strukturell ähnliches Ume6-Ortholog 

(CD36_05880) in C. dubliniensis existiert, weist das nur entfernt ähnliche putative Eed1-Ortholog 

(CD36_34980) in diesem Pilz eine zusätzliche chromatinmodifizierende Domäne auf [255, 256]. Im 

Rahmen dieser Arbeit wurde C. albicans-EED1 in C. dubliniensis heterolog exprimiert und 

morphologisch charakterisiert. Jedoch blieb diese Expressionsmutante unter C. albicans-spezifischen 

Hypheninduktoren weiter afilamentös (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 Tor1-Kinase-Weg die Filamentierung und die Expression von Adhäsinen 

[252]. Eine reduzierte Tor1-Aktivität durch Nährstoffmangel oder Rapamycinzugabe führt zu 

Histonmodifikationen und zur Verdrängung des Repressors Nrg1 aus den UTR-Bereichen 

hyphenassoziierter Gene [51, 257]. Daher kann geschlussfolgert werden, dass die artspezifische 

Morphologieregulation, die stark von Nrg1 abhängt [62, 66], mit dem TOR-Weg verbunden ist. 

Bestätigung 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 Tor1-Aktivität von 

C. albicans unter Bedingungen der Hypheninduktion. In scheinbarer Diskrepanz zu den bisher 

diskutierten Ergebnissen, die in Flüssigmedien erarbeitet wurden, inhibiert die Zugabe von Rapamycin 

die Filamentierung und Faltenbildung von C. albicans-Kolonien auf Agarplatten [252] und 

phänokopiert damit C. dubliniensis. Daraufhin postulierten Bastidas und Autoren, dass das Erkennen 

von festen Oberflächen und die Adhärenz an diese möglicherweise eine Rolle bei der TOR-geleiteten 

Induktion von morphogenetischen Veränderungen spielt. Dies kann von Relevanz für die 

Chlamydosporenbildung in den folgenden Betrachtungen sein, da diese Sporen auf Agaroberflächen 

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 über 50 Jahren beschrieben und 

nährstoffarme 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 ermöglichen und Anwendung in der klinischen Diagnostik finden 

[148, 259]. Auffällig ist, dass das Vermögen zur Sporulierung bei C. dubliniensis stets größer 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 Verständnis über die Natur dieser Strukturen erweitern. 

Über das Auftreten und eine mögliche Beteiligung von Chlamydosporen während muriner und 

humaner Infektionen herrschen widersprüchliche Informationen. Ex vivo konnte gezeigt werden, dass 

Chlamydosporen von C. albicans von Mausmakrophagen phagozytiert werden und dann durch 

Bildung von Keimschläuchen aus den Immunzellen ausbrechen können [52]. Vereinzelte histologische 

Befunde zeigen chlamydosporenartige Zellen in infizierten Geweben [260, 261], allerdings ist die 

Zuordnung hier noch nicht endgültig gesichert.  

7.2.1.1 Die Chlamydosporulation geht mit einer Umstrukturierung der Zellwand einher 

Die biologische Funktion, die mögliche Bildung in vivo und die genetische Regulation sind drei große 

Unbekannte auf dem Gebiet der Chlamydosporen-Forschung. In den Manuskripten 2 und 3 wurden 

zwei unterschiedliche Strategien gewählt, um neuartige Faktoren in dieser speziellen Form der 



Diskussion 

130 

Morphogenese zu charakterisieren. Der gewählte 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 für die Chlamydosporen (chlamys (lateinisch): 

Mantel) ist die hervorstechende Verdickung der geschichteten Zellwand. Eine signifikant veränderte 

Zellwandstruktur und ihre assoziierten Proteine spiegelten sich in den differentiell exprimierten Genen 

wider. Als chlamydosporenspezifische Komponenten wurden zwei Zellwandproteine (CSP1 und 

CSP2) mit hoher Abundanz und GPI-verankerte Membranproteine (PGA13, PGA55 und IHD1) 

detektiert [151]. Die Zellwand von Chlamydosporen ist zweilagig mit einer äußeren, dünnen Schicht, 

die reich an β-1,3-Glucan ist und etwas Chitin enthält [53]. Die Innenschicht ist proteinreich und 

beherbergt wahrscheinlich die zellwandständigen Csp-Proteine. Die Gendeletion ausgewählter 

Chlamydosporen-spezifischer Gene in C. dubliniensis hatte wenige phänotypische Auswirkungen. Es 

traten keine Beeinträchtigungen der Sporulation und in der Resistenz aller morphologischen 

Strukturen gegen Zellwandstressoren auf [147, 151]. Die CSP-Gene sind weitestgehend einzigartig für 

die Chlamydosporenproduzenten C. albicans und C. dubliniensis. Das nächste Ortholog in 

S. cerevisiae ist Pir3, ein O-glykolysiertes Zellwandprotein, das zur Zellwandstabilität beiträgt und 

dessen Knockout-Mutanten eine verminderte Adhäsion an die Oberfläche von enteropathogenen 

Bakterien zeigten [262]. Da diese zellwand- und zellmembranständigen Proteine der Candida spp. in 

Genfamilien auftreten, ist mit hoher Wahrscheinlichkeit von einem Redundanzeffekt auszugehen, und 

erst die simultane Deletion mehrerer Gene könnte die Integrität einschränken.  

Vor kurzem wurde die Expression von chlamydosporenspezifischen C. albicans CSP-Genen während 

der Infektion in Mäusenieren nachgewiesen [260]. Allerdings war das in vivo gemessene 

Transkriptlevel des CSP1-Gens gegenüber in vitro-Studien [151] äußerst 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-Stämmen von Patientenisolaten aus Urin, vaginalen Abstrichen oder Kathetern 

[264] sind weitere Argumente gegen eine Chlamydosporenbildung während einer systemischen 

Infektion von Warmblütern. 

7.2.1.2 Chlamydosporen- und Hyphenbildung nutzen dieselben zentralen 

Signaltransduktionswege mit morphologiespezifischen Abwandlungen 

Während 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 Nährstoffmangel als ein Induktor der Sporulation diskutiert wurde [59], wurde 

das Phänomen nicht detailliert untersucht, und die fehlende Trocken- und Hungerresistenz widerlegte 

die Hypothese, dass es sich um Überdauerungsstrukturen handeln könnte [52]. Die wenigen bis dato 

bekannten regulatorischen Faktoren der Chlamydosporulation entstammten unterschiedlichen 

Signalwegen und sind allenfalls lose miteinander verbunden, beispielsweise über den 
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Transkriptionsfaktor Efg1, den MAP-Kinase-HOG-Weg und den pH-abhängigen 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 unterrepräsentiert [265], und zum anderen 

dadurch, dass ihre intrazelluläre Konzentration präziser Selbst- und Fremdkontrolle unterliegt. So 

erreicht beispielsweise das Transkriptlevel von C. albicans EFG1 einen Peak während 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 Einschränkung der Filamentbildung. Zusätzlich korreliert interessanterweise die 

atypische Chlamydosporenbildung nach Deletion etlicher C. albicans-Gene (BMH1, EFG1, HOG1, 

MDS3, NRG1 RIM101, SCH9 und VPS11) mit einer veränderten Rapamycin-Resistenz, was auf eine 

Verbindung dieser Faktoren mit dem TOR-Signalweg hindeutet [55, 61, 62, 121, 228, 252, 267, 268]. 

Diese mögliche Verbindung wurde im Manuskript 3 eingehend untersucht und mit Hilfe eines 

zusätzlichen 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 Abhängigkeit der verfügbaren Nährstoffe gesteuert [155]. Der 

Entzug präferierter 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 lösen TOR-abhängigen Mechanismen aus, die sich 

in den NCR- (Repression des Stickstoffkatabolismus) und den GAAC-Weg (Regulation der 

Aminosäurebiosynthese) gabeln. Diese Regulationskaskaden sind in Hefen konserviert [201, 253] und 

wirken positiv auf die Hyphenelongation von C. albicans [174]. Störungen innerhalb dieses 

Signalweges, wie durch die Gendeletionen eigener und vorheriger Studien, aber auch die hier 

beschriebene Rapamycin- oder eine erhöhte Peptonzugabe, verhinderten die Sporulation [61, 155]. 

Neben der nährstoffabhängigen Signalweiterleitung über den TOR-Weg wird während der 

Hypheninitiation durch Glucose, der induzierenden Komponente von Serum, auch der Ras-cAMP-

PKA-Weg aktiviert [45]. Die Aktivitäten beider Signalwege sind ebenso essentiell für eine 

Sporulation in C. albicans, da die Deletionen zentraler Elemente (TOR-Weg: GAT1, GCN4, MDS3 

SCH9 und cAMP-PKA-Weg: RAS1, CYR1, EFG1) zu Morphogenesedefekten führten [55, 61, 121, 

155, 175]. Ähnlich wie bei der erhöhten TOR-Aktivität durch Peptonzugabe führte Glucose oder 

extrazelluläres cAMP zu einer Unterdrückung der Chlamydosporenbildung [155]. Es scheint also, dass 

die Sporulation ein über mehrere parallele Wege kontrollierter Prozess ist, und nur gleichzeitig 

niedrige Basalaktivitäten des TOR- und cAMP-PKA-Wegs eine Induktion ermöglichen. 
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Die Chlamydosporulation von C. albicans reagiert deutlich sensitiver auf Nährstoffsupplementation 

als die von C. dubliniensis, doch bringt eine NRG1-Deletion den Effekt auf das Niveau des 

C. dubliniensis-Wildtyps. Es scheint also, dass die Grundlage der speziesspezifischen 

Chlamydosporulation in den unterschiedlichen Schwellenwerten für die Hungerantwort zu finden ist 

und dass Nrg1 in C. albicans der wichtigste Repressor ist. Die Derepression in einer C. albicans 

nrg1Δ/Δ-Deletionsmutante wurde bereits auf Staib-Agar gezeigt [62], doch konnte hier nachgewiesen 

werden, dass dieser Effekt medienunabhängig auch auf SLAD- und Casein-Agar auftritt [147, 155]. 

Nrg1 hat evolutionär zwar seine Funktion eines morphologischen Repressor behalten, doch variiert der 

Schwellenwert der Induktion auch in Hinblick auf die Filamentierung. In C. dubliniensis inhibiert 

Nrg1 die Bildung echter Hyphen unter nährstoffreichen Bedingungen, wie YPD oder DMEM, unter 

denen C. albicans filamentiert, doch eine C. dubliniensis nrg1Δ/Δ-Deletionsmutante bildete 

Keimschläuche [66]. Hyphen- und Chlamydosporenbildung scheinen dabei gegenläufige Prozesse zu 

sein. Die artspezifischen Verknüpfungen des Regulators Nrg1 sind somit zentraler Baustein zweier 

morphologie- und putativ virulenzassoziierter Phänotypen.  

Andere Faktoren der C. albicans-spezifischen Filamentierung spielen eine eher untergeordnete Rolle 

für die Chlamydosporulation: Obwohl die heterologe Expression des Nrg1-Targets CaUME6 in 

C. dubliniensis eine Filamentierung in Pepton-haltigem Medium erlaubt und eine Deletion in 

C. albicans diese unterdrückt [65, 270], hatten weder UME6-Deletion noch -Überexpression Einfluss 

auf die Sporenbildung von C. albicans [155]. Ein weiteres Beispiel für eine ungekoppelte 

Verschaltung der Chlamydosporenbildung gegenüber der Filamentierung ist die Phosphodiesterase 

Pde2: ein Faktor, der essentiell für die Regulation der intrazellulären cAMP-Konzentration ist [271]. 

Auch unter nicht-induzierenden Bedingungen ist die C. albicans pde2Δ/Δ-Knockout-Mutante 

hyperfilamentös [271], jedoch war keine Bildung von Pseudohyphen und Chlamydosporen auf 

nährstoffreichem Medium möglich. Damit kann das erhöhte cAMP-Level einer Phosphodiesterase-

negativen C. albicans-Mutante die inhibitorischen Effekte von Pepton und Glucose nicht aufheben 

[155]. 

7.2.2 Stickstoffknappheit als Auslöser 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-Stämmen, 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 

ähnlich hoch wie bei vergleichbaren Selektivmedien [148, 203, 272], jedoch sollte die Anzahl 

klinischer Candida-Isolate erweitert werden, um die Reliabilität einer stammunabhängigen 

Differenzierung zu bewerten.  
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Wegen der auffälligen phänotypischen Unterschiede wurde SLAD-Agar als Selektionsmedium 

gewählt, 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 hyperfilamentöse Klone, 

wie der Stamm Ca10050INT, isoliert. Da eine Filamentierung von C. albicans, wenn auch exklusiv 

unter erhöhten Temperaturen, auf SLAD-Agar induziert werden kann, ist es möglicherweise 

biologisch leichter Hyphen zu bilden als die Chlamydosporenrepression zu überwinden.  

7.2.3 Die Expression der Mnn2-Mannosyltransferase ist verknüpft mit der Filamentierung 

von Candida-Arten selbst unter repressiven Bedingungen 

Genomische heterologe Candida-Bibliotheken wurden bereits für die Identifikation von C. albicans-

Genen etabliert und der Chlamydosporenrepressors Nrg1 und der tRNA-Modifizierer Hma1 wurden 

als Morphologiedeterminanten entdeckt [62, 212]. Ziel dieses Screeningverfahrens war die 

Identifizierung genetischer Elemente von C. dubliniensis, die zu phänotypischen Veränderungen in 

C. albicans führen können. Sequenzanalysen zeigten, dass die heterologe Integration des 

C. dubliniensis-Gens CdMNN2 (CD36_10050), dem Ortholog der C. albicans α-1,2-

Mannosyltransferase Mnn2, ursächlich für die gesteigerte Filamentierung des C. albicans-Stammes 

Ca10050INT war. Eine erhöhte Filamentierung von C. albicans unter nicht-induktiven Bedingungen 

durch Integration eines C. dubliniensis-DNA-Fragments ist daher bemerkenswert, da C. dubliniensis 

gewöhnlich nur unter strikt definierten Bedingungen echte Hyphen bildet [64-66, 143, 146]. Neben der 

direkten Wirkung speziesfremder Regulatoren kann schon die alleinige Erhöhung der Kopienzahl 

durch die Genintegration veränderte Phänotypen 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 Übereinstimmung naheliegt und somit funktional die 

MNN2-Allelanzahl erhöht worden sein könnte. Ein Verlust der Genkopienanzahl, wie bei der 

Haploinsuffizienz, ruft bei C. albicans bereits schwerwiegende Auswirkungen auf morphologische 

Transitionen aus [273]. Im Fall von Ca10050INT scheint die erhöhte Kopienzahl zusammen mit einem 

zweiten Effekt zu wirken: Die Integration einer dritten CaMNN2-Genkopie erhöhte die 

Filamentierungsrate von C. albicans sowohl auf SLAD-Minimalmedium als auch auf YPD. Allerdings 

führte diese Integration eines dritten Allels vorrangig zur Entstehung von Pseudohyphen, während die 

Ca10050INT -Transformante zusätzlich echte Hyphen und eine weiter erhöhte Faltenbildung der 

Kolonien zeigte. Das C. dubliniensis-Gen hatte also einen stärkeren 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 α-1,2-

Mannosylierung von bereits bestehenden Mannosylketten, die ihrerseits an Proteine der äußeren 

pilzlichen Zellwand geknüpft sind, vermitteln [213, 214]. Mannane und die posttranslationell 

modifizierten Mannoproteine sind bedeutende Moleküle, 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 und verminderter Virulenz in einer intravenösen 

Mausinfektionsmodell führt [213]. Bereits der Verlust eines MNN2-Allels führte zu einer 

gendosisabhängigen Reduktion der Hyphenbildung auf Spider-Agar [278], was die Annahme bestärkt, 

dass die verstärkte Filamentierung von Ca10050INT in großen Teilen auf der Insertion einer dritten 

MNN2-Genkopie beruht.  

In S. cerevisiae führt ein Mnn2-Defekt einer Veränderung der Morphologie mit abgerundeten statt 

länglichen Hefezellen [279]. In Übereinstimmung dazu wiesen die C. albicans-Expressionsmutanten 

Unregelmäßigkeiten in der Hyphenbildung und Deformierungen einzelner Filamente auf, 

möglicherweise verursacht durch Störungen in der bipolaren Zellteilung und des Längenwachstums. 

Eine Reduktion des Mannosylierungsgrads geht mit einer Verringerung der Zellwandintegrität einher, 

die teilweise durch einen verstärken Einbau von Glucan ausgeglichen wird, was wiederum zu einer 

höheren Empfindlichkeit gegenüber zellwandgerichteten Antibiotika führt [214]. In C. albicans-

Deletionsmutanten von Nrg1 und Tup1 wurde eine deutliche Zunahme der MNN2-Transkriptmenge 

gemessen [277]. Im Zusammenhang mit den zuvor beschriebenen Ergebnissen auf SLAD-Agar ist 

festzustellen, dass Nrg1 die Hyphenbildung und Chlamydosporulation von C. albicans auf SLAD-

Agar unterdrückt [155] und im Ca10050INT-Stamm eine künstliche Expression des Nrg1-Targetgens 

MNN2 die transkriptionelle Inhibierung des Morphologiewechsels überwinden kann. 

Die Versuche zur MNN2-Expression zeigten, dass eine Veränderung der Zellwandkomposition auch 

die nährstoffinduzierte Morphogenese von C. albicans beeinflusst. Eine Rolle der verfügbaren 

Nährstoffe auf Integrität und Zusammensetzung der pilzlichen Zellwand ist bereits bekannt. So führen 

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 α-1,3-Mannosyltransferasegens MNN14 führen zur 

Exposition von Glucan an der Zelloberfläche [280].  

7.3 tRNA-modifizierende Enzyme als neuartige Virulenzdeterminanten in Hefen 

7.3.1 Codons, Anticodons und deren Bindungsaffinität 

Der zentrale Mechanismus der Translation ist die Paarung von Codon- und Anticodontripletts und die 

anschließende Verlängerung der Polypeptidkette. Die beiden bedeutsamsten Parameter für die 

Effizienz dieses Vorgangs sind die Abundanz von tRNA-Spezies und damit verbunden das Codon 

Usage, also die Bevorzugung einzelner Codonspezies gegenüber anderen identisch kodierenden im 

degenerierten genetischen Code. Hierbei sind tRNAs keine passiven Moleküle, vielmehr greifen sie 

aktiv in den Translationsprozess ein. Codon-Anticodon-Bindungsaffinitäten werden über das Triplett 

hinaus bestimmt, indem durch die Ausbildung von Sekundärstrukturen verschiedenartiger RNA-

Moleküle und durch das Einführen chemischer funktioneller Gruppen die Spezifität der 

Codonerkennung, die Bindungsstabilität sowie die Effizienz und Translationsgeschwindigkeit 

moduliert werden [109, 281]. 
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Während der Codon-Bias genetisch determiniert ist, sind posttranskriptionelle Modifikationen der 

tRNA durch ihren epigenetischen Charakter dynamisch und ermöglichen, die Genauigkeit und 

Effizienz der Codon-Anticodon-Paarungen in Abhängigkeit der Umweltbedingungen anzupassen 

[282].  

Die Bedeutungen zweier modifizierender Enzyme (Hma1 und Ncs2), die unterschiedliche tRNA-

Basenmodifikationen innerhalb und in Nachbarschaft des Anticodons katalysieren, wurden in 

Manuskript 4 und in einer bisher unveröffentlichten Arbeit in Kooperation mit der Forschungsgruppe 

Leidel (RNA-Biologie, MPI Münster) auf ihre Rolle für 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 Hma1 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]. Weiterführend 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 präferentiell, aber nicht ausschließlich, als Serin. 

Diese Entwicklung ist auf ein singuläres genetisches Ereignis zurückzuführen, das etwa 272 Millionen 

Jahre zurückliegt und so die sogenannte CUG-Klade begründete [283]. Die zweideutige Translation 

dieses Codons erhöht die genomische Anpassungsfähigkeit, und es wird angenommen, dass der 

Erwerb des alternativen genetischen Codes sowohl Evolutionsprozesse beschleunigte als auch die 

phänotypische Diversität der Mitglieder der CUG-Klade erweiterte [284]. Experimentelles Einbringen 

von Leucin-tRNAs mit üblichen CAG-Anticodons hatte weitreichende zelluläre Auswirkungen in 

C. albicans, wie Veränderungen in der Zelladhärenz, der Koloniemorphologie und der Sekretion 

hydrolytischer Enzyme zur Folge [284]. Zudem erhöhte die Expression der CUG-Klade-typischen 

tRNA-Spezies in S. cerevisiae dessen Thermotoleranz, was den Selektionsdruck in humanpathogenen 

Candida-Arten darstellen könnte [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 Hma1 und Ncs2-Enzymkomplexe katalysieren entscheidende Modifikationen der 

tRNA-Anticodonschleife 

Die untersuchten modifizierenden Enzyme sind verantwortlich für tRNA-Basenmodifikationen 

innerhalb und in direkter Nachbarschaft der ASL. Die Basen der Position 34 (Wobblebase) und 

Purinbasen an Position 37 treten häufig stark modifiziert auf, und Ncs2 bzw. Hma1 sind bespielhafte 

Modifizierer beider Schlüsselpositionen. 

Durch Modifikationen der Uridinbasen an der Wobbleposition werden jene charakteristisch nicht-

kognaten Bindungen ermöglicht: Die chemische Veränderung von Uridin34 zu 

5-Methoxycarbonylmethyl-2-Thiouridin (mcm
5
s

2
U34) verstärkt die Codon-Anticodon-Paarung 
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zwischen A-U-, aber auch G-U-Paaren [282]. Bei defekten U34-Modifikationen akkumulieren Zellen 

Proteinaggregate, und Schlüsselgene der proteotoxischen Stressantwort werden verstärkt exprimiert 

[286]. Die Biosynthese verläuft in drei nacheinander geschalteten Schritten [114, 287]: Die beiden 

Reaktionen zu 5-Methoxycarbonylmethyl (mcm
5
) 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–
Glu

UUC, tRNA–
Lys

UUU, tRNA–
Gln

UUG) wird die Modifikation durch das Einfügen der 2-

Thiolgruppe durch den heterodimeren Enzymkomplex Ncs2-Ncs6 erweitert [288, 289]. Die 

Abwesenheit von thiolierten tRNAs in ncs2Δ-Mutanten wurde entsprechend zuvor in S. cerevisiae 

analysiert [290] - dabei ist Cystein die primäre Schwefelquelle, und da der Großteil des intrazellulären 

Schwefels in Form von tRNA-Modifikationen gebunden ist, dienen ihre Konzentrationen zugleich als 

Indikatoren der zellulären Schwefelverfügbarkeit [115]. 

 

Tabelle 10 Enzymatische Schritte der Uridin34-tRNA-Modifikationen. Über eine dreistufige Reaktion 

entsteht ein komplex modifiziertes Uridinderivat. Die einzelnen Reaktionsschritte wurden 

entsprechend Chen et al. [287] zusammengefasst. 

Edukte Enzyme Produkte Art der 

Reaktion 

Präkursor der 

funktionellen 

Gruppe 

tRNA 

(Uridin 

U34), 

Acetyl-CoA
 

ELP-Komplex cm
5
U34 

(5-Carbonylmethyl-

Uridin) 

Carboxy-

methylierung 

Acetyl-CoA 

(nicht 

vollständig 

aufgeklärt) 

cm
5
U34 tRNA-

Methyltransferasen 

mcm
5
U34 

(5-Methoxycarbonyl-

methyl-Uridin) 

Methyl-

veresterung 

S-Adenosyl-

methionin 

mcm
5
U34, 

ATP 

Urmylierungsenzyme 

(Uba4, Urm1) und 

Ncs2-Ncs6 

mcm
5
s

2
U34 

(5-Methoxycarbonyl-

methyl-2-Thiouridin) 

Thiolierung Cystein 

 

Evolutionär tragen bereits die bakteriellen Vorläuferproteine des Modifikationsapparats konservierte 

funktionelle Domänen der Schwefelübertragung und dienen dort der Thiolierung von Eisen-Schwefel-

Clustern, Vitaminen und Cofaktoren [291]. In Eukaryoten wurden die neuen Schwefelakzeptoren 

tRNAs. Während das thiocarboxylierte Urm1-Protein den Präkursorkomplex für tRNA-

Modifikationen (und zudem für Urmylierungen, ähnlich der Ubiquitinierung [292]) darstellt, ist der 

Ncs2-Ncs6-Heterokomplex ausschließlich an der Thiolierung der tRNA-Uridinbasen beteiligt [114, 

290]. Durch die Untersuchung einer C. albicans ncs2Δ/Δ-Deletionsmutante können deshalb 
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phänotypische Effekte spezifisch der mangelnden tRNA-Modifizierung, ohne Einfluss von 

Urmylierungseffekten, zugeschrieben werden. 

Hma1 in C. albicans verwendet als Substrat ein an der Position 37 (5‘-seitig der ASL) 

prämodifiziertes Nukleotid [293]. Dabei handelt es sich um Threonylcarbamoyladenosin (t
6
A), eine 

der wenigen konservierten tRNA-Modifikationen, die strukturell die Auflage von mRNA-Strängen am 

Ribosom stabilisiert, indem die tRNA-Schleife eine planare Ebene einnimmt und intramolekulare U33-

A37-tRNA-Paarungen sowie Leserahmenverschiebungen verhindert werden [116, 294]. Ähnlich der 

Uridinmodifikation wird auch der Adeninrest in einem mehrstufigen Prozess modifiziert (Übersicht 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-

Molekülen, die einzig ANN-Codons binden, übertragen [116, 293]. 

 

Tabelle 11 Enzymatische Schritte der Adenin37-tRNA-Modifikationen. Sua5 aktiviert die Substrate 

Bicarbonat und Threonin unter ATP-Verbrauch und der KEOPS-Enzymkomplex katalysiert die t
6
A–

Bildung. In Hefen findet eine t
6
A-Veresterung zu ct

6
A durch Tcd1/2 bzw. Hma1 statt. 

(Zusammengefasst nach [5, 293, 295])  

Edukte Enzyme Produkte Art der Reaktion 

Bicarbonat, Threonin, 

ATP 

Sua5 Carbamoylthreonin Kondensation, 

ATP-Hydrolyse 

Carbamoylthreonin, 

tRNA (A37), ATP 

KEOPS-Komplex t
6
A (N

6
-Threonylcarba-

moyladenosin) 

Kondensation, 

ATP-Hydrolyse 

t
6
A Tcd1/2 in 

S. cerevisiae; Hma1 

in C. albicans 

ct
6
A (zyklisches N

6
-

Threonylcarba-

moyladenosin) 

Zyklische 

Esterbildung 

 

Die Bäckerhefe vermittelt den Schluss der zyklischen Esterbindung (ct
6
A) durch die Dehydratasen 

Tcd1 und Tcd2 [5]. In Bakterien, Pilzen, Pflanzen und Protisten stellt ct
6
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 ursprünglichen Annahme der zyklische Schluss nicht über 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 kürzlich eine weiterführende Methylierung zu 2-Methylthio-zyklischem t
6
A 

(ms
2
ct

6
A) beschrieben [297]. 

Die Identität der Aminosäuresequenzen von Tcd2 mit den homologen Hma1 in beiden untersuchten 

Candida-Arten ist moderat hoch [212], und da auch die funktionell wichtige ThiF-ähnliche 

Proteindomäne evolutionär konserviert ist, scheint auch die Enzymfunktion erhalten zu sein: So wurde 

in einer ersten Messung der C. albicans hma1Δ/Δ-Deletionsmutante die zyklische t
6
A–Variante bis zu 
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1000-fach weniger häufig detektiert (siehe Abbildung 18 im Anhang, unveröffentlichte Daten von 

Sebastian Leidel, MPI Münster). Da die ct
6
A-Verbindung in Spuren auch im Hma1-negativen Stamm 

gemessen werden konnte, kann die Funktion möglicherweise, wenngleich in stark reduzierter 

Effizienz, durch eine weitere Dehydratase übernommen werden. Vergleichbares wurde bereits in 

S. cerevisiae beobachtet, wobei geringe Mengen der modifizierten tRNAs auch in einzelnen Mutanten 

des KEOPS-Komplexes nachgewiesen worden [298]. Hma1 der untersuchten Candida-Arten trägt, 

wie in S. cerevisiae, eine ThiF/E1-Ubiquitinaktivator-Proteindomäne und damit gleicht es dem Uba4-

Enzym der Urmylierungsreaktion und tRNA-U34-Thiolierung (PFAM 30.0-Analyse [299]), was eine 

genetische und funktionelle Verwandtschaft der Enzyme nahelegt. Inwiefern Hma1 tatsächlich an 

Proteinurmylierungen beteiligt ist, bleibt zu untersuchen. 

Im C. dubliniensis-Wildtyp wurde, im Gegensatz zu C. albicans, die hydrolysierte t
6
A-Form unter den 

Wachstumstemperaturen von 30 °C als auch 37 °C häufiger gemessen (siehe Abbildung 18 im 

Anhang). Spezifika in tRNA-Modifikationsmustern unterscheiden sich oft phylogenetisch [300, 301], 

und diese Unterschiede in den ct
6
A-Leveln könnten 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 während der Chlamydosporulation in Candida spp. aufgedeckt werden, obwohl 

die zentralen Faktoren im Genom evolutionär erhalten blieben [62, 155].  

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hma1 ein neuartiger Repressor der Pseudohyphen- und 

Hyphenbildung als auch der Chlamydosporulation von C. dubliniensis beschrieben. Zugleich wirkte 

sich Hma1 spezifisch in C. albicans positiv auf die Hyphenlänge aus. Interessanterweise ist für eine 

S. cerevisiae TCD2-Überexpressionsmutante eine verstärkte Agar-Invasivität und 

Pseudohyphenbildung auf Stickstoffmangelmedium charakteristisch [302], ein Phänotyp, der stark an 

die HMA1-Effekte der Candida spp. erinnert. Da keine offensichtlich relevanten Unterschiede in den 

Aminosäuresequenzen der Hma1-Proteine beider Candida-Spezies existieren, liegen artspezifische 

Regulation oder unterschiedliche Zielgene nahe. Spezifische Kandidaten für ct
6
A-abhängig 

translatierte Transkripte wurden deshalb anhand der ANN-Triplet-Abundanz über zwei in silico-

Analysen bestimmt. Für ähnliche t
6
A-Modifikationen in Bäckerhefe ist bereits bekannt, dass sich 

potentielle Zieltranskripte besonders durch die Länge der Reihungen von ANN-Codons bestimmen 

lassen [118]. Deshalb wurden hier für beide Candida-Arten Gene mit langen ANN-Reihungen 

selektiert und über 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 für C. dubliniensis die 

Filamentierungsdeterminanten CdSFL2 und CdUME6 auf. Beide Transkriptionsfaktoren wurden 

bereits im Zusammenhang mit dem artspezifischen Filamentierungsverhalten der Candida-Arten 
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beschrieben [65, 144], und sie könnten eine Ursache der speziesspezifischen Hyphenentwicklung der 

ct
6
A-negativen C. albicans und C. dubliniensis-Mutanten darstellen [212]. Der zweite 

bioinformatische Ansatz nutzte die Tatsache, dass es sechs verschiedene tRNA-Isoakzeptoren für 

Arginin gibt, von denen nur zwei Uridin in dritter 5‘Anticodonposition tragen. Es wurde daher nach 

Genen gefiltert, welche Arginin ausschließlich häufig mit den entsprechenden ANN-Codons kodieren 

und somit von den Hma1-bedingten tRNA-Modifikationen betroffen sein könnten. Dies traf 

signifikant häufiger für Komponenten der Ribosomenbiosynthese und auf Transmembrantransporter 

zu. Insbesondere erstere wirken sich positiv auf den Translationsprozess per se aus und können so 

globale Effekte haben. 

Die Wichtigkeit der anderen zuvor beschriebenen tRNA-Modifikation, die Wobble-Modifikationen 

durch die ELP- und Urm1-Uba4-Komplexe, für die Filamentierung von S. cerevisiae wurde bereits auf 

nährstoffarmen 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. Für C. albicans ncs2Δ/Δ-Mutanten trat eine eingeschränkte Hyphenbildung 

spezifisch unter infektionsassoziierten Bedingungen, wie nährstoffreichem Kochblutagar bei 37 °C 

(siehe Abbildung 19 im Anhang), auf und somit ähneln sich die ct
6
A- bzw. mcm

5
s

2
U34–defekten 

C. albicans-Stämme in ihrem reduziertem Filamentierungsverhalten. 

7.3.4 Pathogenitätsrelevante Stress- und Mangelantworten bedürfen korrekter tRNA-

Modifikationen 

Im Zuge einer Infektion sind mikrobielle Krankheitserreger mit vielfältigen Stressoren konfrontiert. So 

müssen sie in endothermen Wirten Temperaturen von mindestens 37 °C widerstehen können. 

Verminderte Thermotoleranz ist in vielen Spezies ein Merkmal von Mutanten mit defekter tRNA-

Modifikation, die auch eine entscheidende Rolle für 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 beeinträchtigt [5, 6, 306, 307]. Wie hier gezeigt 

werden konnte, verursacht auch der Verlust von HMA1 in C. albicans und C. dubliniensis erhöhte 

Hitzesensitivität, was auf ähnliche zugrundeliegende Mechanismen hindeutet [212]. 

Der Grund für den hitzesensitiven Phänotyp der tcd1Δ- und tcd2Δ-S. cerevisiae-Mutanten ist die 

Häufung von Verschiebungen im Leserahmen 1+ und damit einhergehende Translationsdefekte, die 

bereits bei leichten Hitzestress auftreten und bei weiterer Temperaturerhöhung in einen 

Wachstumsdefekt münden [308]. Dies deutet bereits auf eine mögliche fehlerhafte Proteinbiosynthese 

auch von Candida-Mutanten unter infektionsrelevanten Bedingungen hin, auch wenn diese in vitro 

phänotypisch unauffällig bleiben können. Interessanterweise wurden negative synergistische Effekte 

von S. cerevisiae tcd1Δ- bzw. tcd2Δ-Mutanten mit Deletionen des Elongator-Komplexes und des 

Urmylierungsweges beschrieben, so dass eine elp3Δ/tcd1Δ-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], könnte eine Anhäufung von Proteinaggregaten in Stämmen mit 

defekter tRNA-Modifikation ein Grund für die Filamentierungsinsuffizienz sein.  

tRNA-Thiolierungen, wie sie durch die Ncs2-Ncs6-Enzyme verknüpft werden, sind an der 

evolutionären 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 

ursächlich für eine erhöhte Hitzeresistenz des pathogenen S. cerevisiae-Stamms [215]. Trotzdem 

führte in C. albicans die NCS2-Gendeletion zu keinem Wachstumsdefekt bei Temperaturen bis 42 °C. 

Stattdessen verbesserte sich in Kombination mit den Tor1-Antagonisten Rapamycin oder Koffein die 

Wachstumskapazität des Stamms unter Hitzestress sogar weit über das wildtypische Niveau (siehe 

Abbildung 20 im Anhang). 

Neben der Temperaturtoleranz sind Stressresistenzen und effiziente Nährstoffakquisen im 

Wirtsorganismus weitere bedeutsame Virulenzattribute von Pathogenen. Im Gegensatz zu anderen  

tRNA-Modifikationen der ASL-Region [6, 111, 112], konnten für die hier untersuchten Candida-

Arten keine Effekte nach dem Verlust von Hma1 in Gegenwart von osmotischen, oxidativen oder 

DNA-schädigenden Substanzen ermittelt werden. Während der Phagozytose gleicht das Transkriptom 

von C. albicans einer Kohlenhydratmangelantwort, und in solchen limitierten Nischen ist die 

Verwertung nicht-fermentierbarer Kohlenhydrate von größter Bedeutung [311]. Während in 

S. cerevisiae die tcd1Δ- und tcd2Δ-Mutanten Glycerin nicht als einzige Kohlenstoffquelle verwerten 

können [5], war es den ct
6
A-defizienten C. albicans- und C. dubliniensis-Stämmen uneingeschränkt 

möglich 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 mögliche Verbindung zwischen den modifizierten tRNAs und 

der Kohlenstoffnutzung von Hefe nahelegt. 

Als Adaptation auf zellulären Stress und Hunger werden beispielsweise in E. coli, aber auch in 

Eukaryoten, Gene im überdurchschnittlichen Maß exprimiert, die durch seltene tRNA-Spezies 

translatiert werden [312]. In Hefen haben ANN-Codons eine durchschnittlich höhere 

Translationseffizienz im Vergleich zu anderen Codons, weshalb ein statistischer Trend zur starken 

Nutzung von ANN-tRNAs unter optimalen Wachstumsbedingungen besteht [6]. Veränderungen in der 

ct
6
A-Abundanz in den Expressions- und Deletionsstämmen können direkte Auswirkungen auf die 

Wachstumseffizienz haben und vor diesem Hintergrund lassen sich eine Reihe der phänotypischen, 

nährstoffabhängigen Auffälligkeiten begründen. Darunter fallen beispielsweise die Ergebnisse des 

ursprünglichen Screenings unter Stickstoffmangel bei dem die C. albicans HMA1-Kopie vermutlich 

die ct
6
A-Synthese verstärkt und die Mangelantwort in Form der Sporulation in C. dubliniensis 

unterdrückt.  
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In eukaryotischen Zellen wirken Nährstoffmangel, osmotischer und Hitzestress sowie die direkten 

Tor1-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]. Hma1 greift in diesen Mechanismus ein, da die ct
6
A-negativen 

Candida-Mutanten Veränderungen in ihrer Rapamycin- und Koffeintoleranz aufwiesen. Die 

verminderte Rapamycinresistenz von C. dubliniensis Cdhma1Δ/Δ-Mutanten ähnelt phänotypisch den 

KEOPS- und ELP-Komplex-defizienten S. cerevisiae-Stämmen [6, 112, 314]. Im Gegensatz dazu 

verbesserte sich das Wachstum von C. albicans hma1Δ/Δ-Deletionsstämmen unter Rapamycin- oder 

Koffeinzugabe. Damit ist die Wechselwirkung zwischen dem tRNA-Modifikationsstatus und dem 

TOR-Signalweg generell konserviert, weist jedoch auch artspezifische Ausprägungen auf. Da der 

TOR-Weg auch die speziesspezifische Morphogenese in Candida spp. steuert [63, 155], können 

möglicherweise die Unterschiede in der Filamentierung der ct
6
A-defekten Stämme auch auf 

artspezifische Verknüpfungen des TOR-Weges zurückgeführt werden. Ein Zusammenspiel der Tor1-

Aktivierung und tRNA-Modifikationen ist auch in anderen Eukaryoten bekannt. In Drosophila 

phänokopieren KEOPS-Komplex-Mutanten die TOR-Inhibierung [111] und ein hypomodifizierter 

Adenosinrest an der Position 37 von tRNAs gilt als Risikofaktor einer TOR-Überfunktion, die 

ihrerseits zu einer Typ II Diabetes-Erkrankung in Säugetieren führen kann [315, 316]. 

Wie der Temperaturstress kann die veränderte Morphologie unter Stickstoffmangel bei HMA1-

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 führt so zur Pseudohyphenbildung [317], andererseits aktiviert Abwesenheit 

von t
6
A in Drosophila-Larven und in S. cerevisiae den UPR-Mechanismus [6, 318]. Folglich könnte 

ein höheres ct
6
A-Level in der HMA1-Expressionsmutante die UPR-Antwort reduzieren und so die 

Bildung von Pseudohyphen und Chlamydosporen in C. dubliniensis unterdrücken. Welcher dieser 

vorgeschlagenen Mechanismen allein oder in Kombination mit anderen die Verbindung von tRNA-

Modifikationen in Candida-Spezies zur phänotypischen Plastizität und Adaptation an den Wirt 

herstellt, bleibt noch zu untersuchen.  

7.3.5 Komplexe Modifikationen der tRNA-Anticodonschleife sind entscheidend für die 

Virulenzattribute von C. albicans und anderer Pathogene 

Die t
6
A–Modifikation ist in allen Domänen des Lebens konserviert und ihr Verlust hat normalerweise 

schwerwiegende Folgen [116, 118, 298], so dass Eingriffe in den t
6
A–Biosyntheseweg für 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 für die 

Antibiotikaentwicklung diskutiert worden [116]. Hingegen scheint die ct
6
-Adeninmodifikation für 

Eukaryoten entbehrlich zu sein, denn ein Mangel verursacht weder in der Bäckerhefe noch in den hier 

untersuchten Candida-Arten einen schwerwiegenden Wachstumsdefekt [5, 212]. Interessanterweise 

führten sie dennoch zu bedeutsamen Einschränkungen unter virulenzassoziierten Bedingungen. 
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Die Reduktion der Hyphenlänge einer C. albicans hma1Δ/Δ-Mutante in einer in vitro-Flüssigkultur 

war auch auf humanen oralen Epithelzellen zu beobachten [211, 212]. Ähnlich dem positiven Effekt 

von Tcd2 auf das invasive Wachstum der Bäckerhefe [302] führte zudem auch in C. albicans der 

Verlust von HMA1 zu einer Verminderung der Invasivität auf Agaroberflächen 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 verknüpft ist [322], konnte in C. albicans 

ncs2Δ/Δ-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 unveränderter Adhärenz und Invasion 

weniger Zellschädigung verursachte [211]. 

Informationen über die Rolle von tRNA-Modifikationen in pathogenen Pilzen sind rar. Für den 

phytopathogenen Erreger der Gurken-Anthraknose, Colletotrichum lagenarium, führten Defekte der 

7-Methylguanosinmodifikation zu einer reduzierten Wirtszellpenetration [323] – einem Effekt mit 

mechanistischer Ähnlichkeit zu dem von C. albicans hma1Δ/Δ-Mutanten auf oralen Zellen. Die 

Effekte niedriger ct
6
A-Level auf die Hyphenelongation, Adhärenz und Invasion in Gegenwart von 

Wirtszellen gaben Hinweise auf eine Beteiligung von Hma1 während einer Candida-Infektion. Die 

Rolle unter in vivo-Bedingungen wurde deshalb in einem Infektionsmodell mit embryonierten 

Hühnereiern [156, 184] charakterisiert. Die Embryonen, welche mit den C. albicans hma1Δ/Δ-

Deletionsmutanten infiziert worden, zeigten eine signifikant höhere Überlebensrate 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 großer Wichtigkeit in Tierinfektionsmodellen, 

so dass beispielsweise die Virulenz und Kolonisation im Mausmodell eines mnm
5
s

2
U-defizitären 

Salmonella-Stamms stark attenuiert war [324].  

Interessanterweise ist Hma1 ein pilzspezifischer Faktor ohne Ortholog im Menschen oder anderen 

Säugern (http://www.candidagenome.org/ Stand Juni 2017) und damit könnten Hma1, wie auch 

ähnliche tRNA-Modifizierer, neue Wirkstofftargets für 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 häufig 

unterschätzte Faktoren für 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 Hma1 und Ncs2 auf die Pathobiologie von C. albicans 

dargestellt. Durch die Verbindungen im TOR-Signalnetzwerk liegt eine Rolle der ct
6
A-Modifikation 

auf den nährstoffabhängigen 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 führten Defekte der hier beschriebenen tRNA-Modifikationen über mehrere 

unabhängige Signalwege zur Attenuierung der Virulenz und mit ihr assoziierter Prozesse in 

humanpathogenen Hefen.  
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9 Anhang 

9.1 Zusätzliche Abbildungen 

 

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

Die Stämme C. albicans ATCC10261, ATCC38696, ATCC44807, ATCC44808, DSM1386, WO-1, 

MA13, Wü212, Wü277 und C. dubliniensis H1, H12, VK9603-29, VK9603-34, VK9603-354, 

VK9603-63, Wü272, Wü294, Wü361, Wü367, Wü370 wurden auf SLAD-Agar für 48 h bei 30 °C 

inkubiert und mikroskopisch analysiert. Der Maßstabsbalken entspricht einer Größe von 50 µM. 
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Abbildung 18 Quantitative Analysen von tRNA-Adenosinmodifikationen per Flüssigchromatographie 

mit Massenspektrometrie-Kopplung in Candida spp. Die Zellen der Stämme C. albicans SC5314 und 

hma1Δ/Δ-Deletionsmutanten sowie C. dubliniensis Wü284 wurden für 4h in YPD bei 30 °C bzw. 37 

°C inkubiert. Nach der Isolation der totalen RNA [5] wurden die ct
6
A- und t

6
A-tRNA-Modifikationen 

in der Arbeitsgruppe Leidel (MPI, Münster) 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 gegenüber den unmodifizierten 

Adeninbasen erhöhte. Die Messwerte wurden in (B) als Verhältnis der zyklischen (ct
6
A) gegenüber 

der hydrolysierten (t
6
A) Form abgebildet. Eine signifikante Reduktion von ct

6
A wurde in Hma1-

defizienten C. albicans-Stämmen gemessen. Zudem unterschied sich das Muster der 

Basenmodifikationen zwischen den Wildtypen von C. albicans und C. dubliniensis.  

 

 

 

 
Abbildung 19 Koloniemorphologie der C. albicans-Stämme SN87HL und ncs2Δ/Δ. 

Der Patentalstamm SN87HL und die ncs2Δ/Δ-Mutanten wurden für 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 nährstoffreichen Medien Filamentierungsdefekte, die bei 37 °C besonders ausgeprägt waren. Der 

Maßstabsbalken entspricht 1 cm. 
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Abbildung 20 Wachstumskurven der Stämme C. albicans SN87HL und ncs2Δ/Δ-Deletionsmutanten. 

Die Kontrollstämme wurden schwarz und die Mutanten in Rot dargestellt, wobei eine 

Inkubationstemperatur von 30 °C als eine durchgängige Linie und die 42 °C als gestrichelte Linie 

gegenüber gestellt wurden. Das Zellwachstum wurde als Veränderung der optischen Dichte über die 

Zeit in (A) YPD-Vollmedium oder unter Zusatz von (B, C) Rapamycin bzw. (D, E) Koffein analysiert. 

Die Resistenzen gegenüber den TOR-Antagonisten waren abhängig von der Inkubationstemperatur. 

 

9.2 Abkürzungsverzeichnis 

Tabelle 12 Abkürzungsverzeichnis 

Akronym Beschreibung 

ALS Agglutinin-ähnliche 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 Candida albicans als Präfix vor Gen- oder Proteinbezeichnungen 

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

cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat 

Cd Candida dubliniensis als Präfix vor Gen- oder Proteinbezeichnungen 

c-Fos Humanes Protoonkogen 

CM Maismehl, Englisch: corn meal 

Ct Schwellenwert der Fluoreszenz, Englisch: cycle threshold 

(c)t
6
A (zyklisches) Threonylcarbamoyladenosin, Englisch: (cyclic) threonylcarbamoyladenosine 

dH2O Destilliertes Wasser 

DMEM Zellkulturmedium, Englisch:Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

DNA Desoxyribonukleinsäure, Englisch: deoxyribonucleic acid 

DTT Dithiothreitol 

EDTA Ethylendiamintetraacetat 

eIF Eukaryotischer Initiationsfaktor 

ELP Elongator Protein Komplex 

FBS Fetales Kälberserum, Englisch: fetal bovine serum 

FK506 Tacrolimus (Makrolidlacton) 

FKBP-12 FK506-bindendes Protein (Immunsuppressivum) 

FRB Rapamycin-bindende Domäne von FKBP-12, Englisch: FKBP12-rapamycin binding 

FRT Erkennungssequenz der Flp-Rekombinase, Englisch: Flp recombination target 

GAAC Kontrolle der Aminosäurebiosynthese, Englisch: general amino acid control 

GPI Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol 

GTP Guanosintriphosphat 

HIV Humanes Immundefizienz-Virus, Englisch: human immunodeficiency virus 

HOG Signalweg der osmotischen Stressantwort, Englisch: High Osmolarity Glycerol response 

IL Interleukin 

Kb Kilobasenpaare 

KEOPS Proteinkomplex der t
6
A-Synthese, Englisch: Endopeptidase-like Kinase Chromatin-

associated protein complex 

LC-MS Flüssigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung, Englisch: Liquid 

chromatography–mass spectrometry 

LDH Laktat-Dehydrogenase 

LZM Zinklimitiertes Medium, endständige Ziffern geben die zugegebene Zinkkonzentration 

(ZnSO4 in µM) an, Englisch: low zinc medium 

MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase, Englisch: mitogen-activated protein (MAP) kinase 

MAPKK Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinase, Englisch: mitogen-activated protein kinase 

kinase 

Mb Megabasenpaare 

MKP1 Protein-Tyrosin-Phosphatase 
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MOI Multiplizität der Infektion 

mRNA Boten-RNA, Englisch: messenger RNA 

NCR Repression des Stickstoffkatabolismus, Englisch: nitrogen catabolite repression 

NK Natürliche Killerzellen 

OD Optische Dichte 

ORF Offener Leserahmen, Englisch: open reading frame 

pi Nach der Infektion, Englisch: postinfection 

PBLAST Protein BLAST, bioinformatische Methode zum Vergleich von Aminosäuresequenzen 

PBS Phosphatgepufferte Salzlösung, Englisch: phosphate buffered saline 

PCR Polymerase-Kettenreaktion, Englisch: polymerase chain reaction, 

PFAM Datenbank zur Kategorisierung von Proteindomänen, Englisch: protein families 

PKA Proteinkinase A 

rpm Umdrehungen pro Minute, Englisch: revolutions per minute 

qPCR Quantitative Echtzeit-PCR 

RHE Rekonstruiertes humanes Epithel 

RNA Ribonukleinsäure, Englisch: Ribonucleic acid 

ROS Reaktive Sauerstoffspezies, Englisch: reactive oxygen species 

rRNA Ribosomale RNA 

SAP sekretorische Aspartat-Protease 

SD Synthetisches Minimalmedium, Englisch: synthetic defined medium 

SDS Natriumdodecylsulfat, Englisch: sodium dodecyl sulfate 

SLAD Synthetisches, stickstofflimitiertes Minimalmedium, Englisch: synthetic low-ammonium 

dextrose 

Spp. Arten, Englisch: Species 

U Enzymeinheit, Englisch: enzyme unit 

ThiF Adenylyltransferase der Thiamin-Biosynthese 

TLO Gene der Telomerregionen, Englisch: telomeric open reading frame 

TOR Kinasekomplex und Zielstruktur von Rapamycin, Englisch: Target Of Rapamycin 

tRNA Transfer-RNA 

UPR Antwort auf ungefaltete Proteine, Englisch: Unfolded Protein Response 

UTR Untranslatierter Bereich, Englisch: UnTranslated Region 

WT Wildtyp, wildtypisch 

YNB Synthetisches Minimalmedium, Englisch: Yeast Nitrogen Base 

YP Vollmedium ohne Glucose, Englisch: Yeast extract Peptone 

YPD Vollmedium, Englisch: Yeast extract Peptone Dextrose 

XTT 2,3-Bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilid-Salz 

ZCF Zinkfingertranskriptionsfaktor, Englisch: zinc finger transcription factor 

ZRE Genetisches Sequenzmotiv von Genen der Zinkhomöostase, Englisch: Zinc Responsive 

Elements 
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