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Zusammenfassung 1

Zusammenfassung

Die Fahigkeit des humanpathogenen Pilzes Candida (C.) albicans, seine Zellmorphologie
zwischen einer Hefe- und einer Hypheform zu wechseln (Dimorphismus), wird als eine wich-
tige Virulenzeigenschaft angesehen. Im Verlauf solcher morphologischer Entwicklungspro-
zesse wird die raumliche und zeitliche Expression von phasenspezifischen Genen in Pilzen,
wie auch in héheren Eukaryonten, von Transkriptionsfaktoren kontrolliert. In C. albicans wur-
de ein neues Mitglied der Familie der TEA/ATTS-Transkriptionsfaktoren identifiziert [1, 2].
Entsprechend seiner funktionellen Homologie zum Saccharomyces (S.) cerevisiae TEC1
wurde dieses Gen C. albicans TEC1 (CaTECT) genannt. CaTEC1 wird vorwiegend in der Hy-
phenphase von C. albicans exprimiert. Zudem weist eine homozygote catec1/catec1-Mutante
in vitro Defekte in der Hyphenbildung auf. Diese Daten deuten bereits darauf hin, dal}
CaTEC1 eine wichtige regulatorische Funktion bei der Hyphenentwicklung von C. albicans
erfullt. Im Rahmen der hier vorgelegten Dissertation wird dariberhinaus gezeigt, dal®
C. albicans in Abwesenheit von CaTECT Virulenzdefizienzen aufweist. In der catec1/catec1-
Mutante werden wichtige Virulenzfaktoren, wie die hyphenspezifischen Proteinase-Gene
SAP4, SAP5 und SAP6 nicht mehr exprimiert und die Evasion aus Makrophagen ist in vitro
supprimiert. In einem systemischen Modell der murinen Kandidose ist die Virulenz der
catec1/catec1-Mutante attenuiert, obwohl sie in vivo, in den infizierten Organen und auf dem
vaginalen Epithel, hyphenahnliche Zellformen ausbildet. Des weiteren konnte gezeigt wer-
den, dal} die morphogenetischen Defekte und Virulenzdefizienzen von C. albicans-Stammen
mit Mutationen in den Signalkaskaden der Hyphenbildung - welche Ras1p, eine MAPK-
Kaskade und einen cAMP-Signaltransduktionsweg umfassen - durch die kontrollierte Uber-
expression von CaTEC1 kompensiert werden. Aul3erdem wird die Virulenz eines C. albicans
Wildtyp-Stammes durch die CaTEC1-Uberexpression verstarkt. Aus diesen Resultaten konn-
te geschlossen werden, dal® die diversen Signaltransduktionswege auf dem Transkriptions-
faktor CaTec1p konvergieren, um die Aktivierung ausgewabhlter Virulenzgene sicherzustellen,
die essentiell fur die Pathogenitat von C. albicans sind. Den TEA/ATTS-Transkriptionsfaktor-
en wurden bisher nur regulatorische Funktionen in Entwicklungsprozessen zugeschrieben. In
dieser Arbeit wurde mit dem C. albicans Transkriptionsfaktor CaTec1p zum ersten Mal ein
Mitglied dieser Familie identifiziert, das eine zentrale Rolle als Virulenzregulator in der mikro-

biellen Pathogenitat Ubernimmt.
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L Einleitung

1.1. Candida albicans: Kommensale und Pathogen

C. albicans ist ein opportunistischer, aber auch fakultativ pathogener SproR3pilz. Er besiedelt
den Magen-Darm-Trakt von Saugetieren (u.a. Mensch, Meerschweinchen, Maus) und andere
Schleimhautoberflachen (z.B. Mundhdhle, Nasen-Rachen-Raum, Urogenitaltrakt). Die Tatsa-
che, dal} sich C. albicans neben anderen Mikroorganismen in der normalen Flora etablieren
kann und nicht vom Immunsystem des Wirts eliminiert wird, spricht fur eine hochentwickelte
Anpassung dieses Kommensalen an seinen Wirtsorganismus.

C. albicans ist jedoch auch der am haufigsten aus Patienten isolierte pathogene Pilz und ge-
hoért nach den Enterobacteriaceae, Staphylococcus aureus und Pseudomonas spp. zu den
vier am haufigsten auftretenden nosokomialen Infektionen in Krankenhausern [3]. Studien
unserer Arbeitsgruppe zufolge erwerben die Patienten den die Infektion verursachenden
C. albicans-Stamm jedoch nicht erst im Krankenhaus (nosokomiale Infektion), sondern die
Infektion erfolgt offensichtlich durch den bereits im Patienten als Kommensalen etablierten
C. albicans-Stamm [4].

Als pradisponierend fur Candida-Infektionen wurden verschiedene Typen von Faktoren defi-
niert [5]: (1) natUrliche Faktoren, wie mikrobielle (z.B. bakterielle) Infektionen, Diabetes, Lym-
phozytendefekte oder Reduktion der Lymphozytenzahl (z.B. AIDS), Phagozytenabnormalita-
ten und das Alter der Patienten (Kindesalter oder hohes Alter), (2) mechanische Faktoren,
wie Trauma, Verbrennungen, Wunden und Prothesen (z.B. Zahnprothesen) und (3) iatrogene
(durch arztliche Behandlung ausgeldste) Faktoren, wie Antibiotika, Immunsuppressiva, Ope-
rationen und das Einsetzen koérperfremder Apparaturen (z.B. Katheter). Begunstigt durch
diese Faktoren kann es zu Infektionen (Kandidiasis) der Haut und Schleimhaute, aber auch
zu tiefen Organmykosen und systemischen Infektionen kommen [6], deren Mortalitatsrate bei
bis zu 44% liegt [7].

Fur das Auftreten einer Kandidiasis ist nicht nur das geschwachte Immunsystem des Wirtes
verantwortlich. Ebenso ist die Fahigkeit von C. albicans, von dem oberflachlich kolonisierten
Epithel in das Wirtsgewebe einzudringen, eine wichtige Voraussetzung fur eine Infektion.
Diese Fahigkeit wird in C. albicans hauptsachlich durch die Bildung von Hyphen vermittelt.
Die Kompetenz zur Hyphenentwicklung wird daher neben der Fahigkeit zur Adhasion als ei-

ne essentielle Virulenzeigenschaft von C. albicans angesehen.
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1.2. Dimorphismus und Virulenz von C. albicans

C. albicans ist ein dimorpher Pilz. Er ist in der Lage, reversibel zwischen einer einzelligen
knospenden Hefeform (Blastosporen) (Abb. I-1, a) und zwei unterschiedlichen filamentosen
Formen, Pseudohyphen und Hyphen, zu wechseln. Pseudohyphen entstehen durch apikales
Knospen aus der Hefezelle. Im Gegensatz zu den Blastosporen trennen sich Mutter- und
Tochterzelle jedoch nach der Zellteilung nicht voneinander. So entstehen durch kontinuierli-
che polare Knospungen verzweigte Ketten aus unterschiedlich langen Pilzzellen, die durch
Zellwand-Einschnirungen (Konstriktionen) am Ort der Zellteilung mikroskopisch gut zu er-
kennen sind (Abb. I-1, b). Die sogenannten ,echten“ Hyphen wachsen polar als apikale
Keimschlauche aus der Hefezelle aus und entwickeln sich zu langen verzweigten Filamen-
ten. Das Zellwachstum und die Zellteilung erfolgen nahe der Hyphenspitze [8] und die ein-
zelnen Zellen sind durch parallel angeordnete Septen voneinander getrennt. Bei dieser fila-

mentdsen Form sind mikroskopisch keine Konstriktionen zu erkennen (Abb. I-1, c).
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Abb. I-1: Wachstumsformen von C. albicans

C. albicans kann seine Morphologie reversibel zwischen einer Hefeform (a) und filamentésen Formen (b — d)
wechseln (Maflistab entspricht 5um). Hefezellen replizieren durch Knospung (schwarzer Pfeil in a), wobei sich
die Tochterzelle nach der Mitose von der Mutterzelle ablést. Pseudohyphen entstehen, indem sich die Tochter-
zellen nach der Teilung nicht von der Mutterzelle 16sen. Die entstehenden Zellketten sind durch Einkerbungen
der Zellwand am Ort der Zellteilung (Konstriktionen) charakterisiert (graue Pfeile in b). Die Bildung ,echter®
Hyphen beginnt mit dem apikalen Auswachsen eines Keimschlauchs aus der Hefezelle (weilter Pfeil in c). Die
Zellteilung findet direkt hinter der Hyphenspitze statt und geht mit der Bildung von Septen einher (weilte Pfeile in
d). Es entstehen lange verzweigte Filamente, die keine Konstriktionen aufweisen.
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Die morphogenetische Transition von der Hefeform in die filamentésen Formen wird unter in
vivo-Bedingungen im Wirtsorganismus induziert und entsprechend findet man in den infizier-
ten Geweben neben knospenden Zellen beide filamentdsen Formen von C. albicans [9]. Die
Invasion in das Wirtsgewebe wird in der Hyphenphase durch unterschiedliche Mechanismen
vermittelt. Zum einen findet das Wachstum polarisiert an der Spitze der Hyphe statt. Dadurch
entsteht ein biomechanischer Druck, der die Penetration des Wirtsepithels durch das Fila-
ment ermdglicht [10]. In der Hyphenform ist C. albicans in der Lage, Oberflachenbeschaffen-
heiten zu erkennen (Thigmotropismus) [11, 12]. Diese Eigenschaft dient im Wirt hochstwahr-
scheinlich dazu, geschwachte Stellen im Epithel zu erkennen, die fur eine Invasion in das
Gewebe geeignet sind. Zum anderen werden an der Spitze der Hyphe Enzyme sekretiert, die
Proteine, Lipide und andere zellulare Komponenten degradieren und somit die Invasion in
das geschadigte Wirtsgewebe ermdglichen [13]. Von denselben hyphenvermittelten Mecha-
nismen wird vermutet, dal® sie C. albicans dazu dienen, der initialen Immunabwehr des
Wirtsorganismus zu entkommen [14]. Diese wird in erster Linie von polymorphnuklearen
Phagozyten [15] und Monozyten/Makrophagen [16] vermittelt. In vitro wurde gezeigt, dal}
C. albicans-Zellen nach der Phagozytose durch Makrophagen (M®) Hyphen bilden, die die
Makrophagenmembran von innen durchstof3en und somit die Evasion der Pilzzellen aus die-
sen Phagozyten ermdglichen [17].

Die Hefe-Hyphe-Morphogenese scheint nicht nur wegen der morphologischen Veranderung
eine bedeutende Rolle fur die Virulenz von C. albicans zu spielen. Die Entwicklung von
Hyphen geht auRerdem mit der Expression wichtiger Virulenzfaktoren einher. Als Virulenz-
faktoren werden nach den molekularen Koch'schen Postulaten [18] die Gene und deren Pro-
dukte definiert, deren Deletion oder ,loss of function“-Mutation eine mel3bare Abschwachung
der Virulenz des untersuchten Pathogens verursacht. Zu diesen nur in der Hyphenphase ex-
primierten (sogenannten hyphenspezifischen) Virulenzfaktoren gehoren in C. albicans die
sekretierten Aspartyl-Proteinasen Sap4p, Sap5p und Sap6p [19]. Diese Proteinasen werden
an der Spitze der Hyphen sekretiert, die in engem Kontakt mit dem Wirtsepithel [20] oder
Immunzellen des Wirtes stehen [20, 21]. sap4-6 Triplemutanten zeigen eine verringerte Fa-
higkeit zur Invasion in das Wirtsgewebe [20] und ihre Virulenz ist im Modell der systemischen
Mausinfektion inhibiert [22]. Andere hyphenspezifische Virulenzfaktoren von C. albicans sind
neben den Ubrigen sieben Mitgliedern der Familie der Sekretierten Aspartyl-Proteinasen [23]
weitere hydrolytische Enzyme (z.B. Phospholipasen [24] und sekretierte Lipasen [25]) und
adhasionsvermittelnde Proteine, wie z.B. die Mitglieder der ALS (agglutinin-like sequence)-

Familie [26] und die Adhasine Ala1p (agglutinine-like adhesine) und Hwp1p (hyphal wall
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protein) [27].

Die Morphogenese und Expression von Virulenzfaktoren scheinen wie die Adhasion und der
Thigmotropismus an bestimmte Stadien der Infektion adaptiert, jedoch wirken alle diese Viru-
lenzeigenschaften zusammen, um C. albicans das Etablieren und das Fortschreiten eines In-

fektionsprozesses im Wirt zu ermdglichen [14, 28].

1.3. Regulation der Morphogenese in C. albicans

Die Hefe-Hyphe-Morphogenese geht in C. albicans mit der Expression von wichtigen Viru-
lenzfaktoren einher, die die Adhasion an und die Invasion in das Wirtsgewebe vermitteln.
Diese Virulenzeigenschaften scheinen in C. albicans koreguliert zu sein. Es wurde gezeigt,
dafld Mutanten mit Defekten in der morphogenetischen Entwicklung zumeist auch Virulenzde-
fizienzen aufweisen [2, 29-31]. Um Erkenntnisse Uber die Virulenz von C. albicans zu erhal-
ten, wurde daher ein Schwerpunkt der Forschung auf die Regulation der Morphogenese von
C. albicans gelegt. In C. albicans scheint die Hefe-Hyphe-Transition sehr komplex reguliert
zu sein, da mindestens fiinf verschiedene Signaltransduktionswege fiir die Ubermittlung un-
terschiedlichster hypheninduzierender Signale zustandig sind [32]. Diese Signaltransduk-
tionswege bilden offenbar ein verzweigtes Netzwerk, in dem einzelne unabhangige Wege
entweder direkt miteinander verknilpft sind oder bei der Aktivierung bestimmter hyphenspezi-
fischer Gene zusammenwirken [33]. Diese komplexe Signalweiterleitung dient C. albicans
anscheinend um zu differenzieren, welche Zellmorphologie fur das Uberleben in der jeweili-
gen Umgebung des Wirtsorganismus (Schleimhautoberflache, Blut, Gewebe) optimal geeig-
net ist [34].

Die Entwicklung von Hyphen wird in C. albicans durch unterschiedliche Signale induziert [5,
35]. Dazu gehoren u.a. nahrstoffbedingte Signale, wie Kohlenstoff- oder Stickstoffmangel,
geringe Sauerstoffkonzentrationen, pH-Werte Uber 6,5 und Temperaturen tUber 35°C. Serum
ist einer der starksten Induktoren der Hyphenbildung. Um die morphogenetische Entwicklung
auszulosen reichen diese Faktoren einzeln jedoch nicht aus, sondern es mussen immer
Kombinationen hypheninduzierender Signale in der Umgebung vorhanden sein [5]. Tempera-
turen um 37°C und die Anwesenheit von Serum entsprechen den physiologischen Be-
dingungen, die C. albicans in einem Wirtsorganismus antrifft. Entsprechend findet man in in-
fizierten Geweben neben knospenden Hefezellen Uberwiegend filamentése Formen von
C. albicans [9].

Hypheninduzierende Signale werden von noch unbekannten Oberflachenrezeptoren uber die

entsprechenden Signaltransduktionswege in die Zelle und den Zellkern Gbermittelt, um dort
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die Expression hyphenspezifischer Gene zu regulieren. Die ldentifizierung einzelner Kompo-
nenten spezifischer Signaltranduktionswege und morphogenetischer Regulatoren erfolgt zu-
meist durch die Deletion einzelner Zielgene und die Charakterisierung der generierten Mu-
tanten in Bezug auf ihre morphogenetische Entwicklung. Diese Phanotypisierungen erfolgt in
vitro in spezialisierten Medien, die die spezifischen hypheninduzierenden Bedingungen artifi-
ziell nachahmen (z.B. Stickstoffmangelmedien, mit Serum erganzte Vollimedien und Inkubati-
on bei 37°C).

Es scheint, dal} jeder der in C. albicans identifizierten Signaltransduktionswege eine gewisse
Spezialisierung in Bezug auf die weitergeleiteten hypheninduzierenden Signale aufweist [36]
(Abb. 1-2, griine Pfeile und Beschriftung). So erfolgt z.B. die Aktivierung pH-responsiver hy-
phenspezifischer Gene Uber den Transkriptionsfaktor Rim101p, der am Ende eines konser-
vierten pH-Signaltransduktionsweges liegt [37]. Nicht nur die Aktivierung, sondern auch die
negative Regulation spielt eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der C. albicans Morphogene-
se. So wurden mit CaTUP1 und CaNRG1 Repressoren der Hyphenentwicklung identifiziert,
deren Deletion zur konstitutiven Filamentbildung von C. albicans-Zellen fuhrt [38-40].

Bisher wurden die meisten Daten bezuglich der Signaltransduktion in C. albicans erhalten, in-
dem Vorergebnisse aus der Forschung an dem Modellorganismus Saccharomyces (S.)
cerevisiae als Anhaltspunkte herangezogen wurden. S. cerevisiae wachst in Anwesenheit
von Stickstoff in Form von Hefezellen, unter Stickstoffmangel-Bedingungen wird jedoch die
Entwicklung von Pseudohyphen induziert [41]. Viele Komponenten der Signaltransduktions-
wege in C. albicans weisen einen hohen Grad an Sequenz- und zumeist auch Funktionsho-
mologien zu Komponenten der Signaltransduktionswege in S. cerevisiae auf [34]. Der erste
Signaltransduktionsweg, der infolge genetischer ,Screens” von S. cerevisiae in C. albicans
identifiziert wurde, war der Cph1p-abhangige MAPK (Mitogen-aktivierte Proteinkinasen)-
Signaltransduktionsweg (Abb. I-2). Die MAPK-Kaskade unterhalb des ,small rho-like G-pro-
tein“ CaCdc42p [42, 43] ist in C. albicans aus der p21-aktivierten Kinase Cst20p [44, 45],
dem MAP Kinase Kinase Kinase-Homolog CaSte11p [30], dem MAP Kinase Kinase-Homo-
log Hst7p [45] und dem MAP Kinase-Homolog Cek1p [46] zusammengesetzt. Unterhalb der
MAPK-Kaskade liegt in C. albicans der terminale Transkriptionsfaktor Cph1p (Candida
pseudohyphal regulator), ein funktionelles Homolog zum unterhalb der MAPK-Kaskade in
S. cerevisiae liegenden Transkriptionsfaktor Ste12p [47]. Ste12p ist in S. cerevisiae an der
Aktivierung von Genen beteiligt, die fur die Filamentbildung und das invasive Wachstum in-
folge nahrstoffbedingtem Strel3, wie z.B. Stickstoffmangel, relevant sind [48, 49]. Die Charak-

terisierung von C. albicans-Mutanten mit Deletionen einzelner Komponenten der MAPK-
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Kaskade, z.B. cst20/cst20 oder hst7/hst7 [45], oder des terminalen Transkriptionsfaktors
Cph1p [47] zeigte, dalk dieser Signaltransduktionsweg in C. albicans ebenfalls eine Rolle bei
der Hyphenentwicklung spielt. Die untersuchten Mutanten wiesen Defekte in der mor-
phogenetischen Entwicklung auf und waren nur noch zur Bildung von Pseudohyphen in der
Lage. Allerdings sind diese Phanotypen auf spezifischen Wachstumsbedingungen, wie Stick-
stoffmangel beschrankt. Die Hyphenentwicklung nach Induktion mit Serum ist in diesen Mut-
anten nicht beeintrachtigt [44, 45, 47]. Auch ist die Expression hyphenspezifischer Gene, wie
z.B. ALS8 und HWP1 in der cph1/cph1-Mutante nicht inhibiert [50, 51]. Der Cph1p-abhang-
ige MAPK-Signaltransduktionsweg scheint in C. albicans demnach lediglich fiir die Ubermitt-
lung nahrstoffbedingter hypheninduzierender Signale zustandig zu sein (Abb. I-2).

Eine entscheidende Rolle fur die morphogenetische Entwicklung nicht nur von C. albicans,
sondern auch von S. cerevisiae und anderen Pilzen, spielt der konservierte cAMP-Signal-
transduktionsweg [52]. Die Schlusselkomponente dieses Signaltransduktionsweges in
C. albicans, der terminale bHLH (basic helix-loop-helix) Transkriptionsfaktor Efg1p (enhan-
ced filamentous growth), wurde identifiziert, da er in S. cerevisiae verstarktes filamentoses
Wachstum ausloste [31]. Efg1p bindet an regulatorische Sequenzen, sogenannte ,E-boxes",
in den Promotoren hyphenspezifischer Gene, wie z.B. HWP1, ALS3 und ALS8 [53]. Die Ex-
pression dieser Gene wird unter hypheninduzierenden Bedingungen nach Deletion von
EFG1 nicht mehr aktiviert. Weiterhin sind die Zellen einer efg1/efg1-Mutante nicht mehr in
der Lage, in vitro unter verschiedensten hypheninduzierenden Bedingungen (alkalischer pH-
Wert, Stickstoffmangel) und auch nach Induktion mit Serum bei 37°C (stringenteste hyphe-
ninduzierende Bedingungen), echte Hyphen zu entwickeln [29, 31]. Efg1p wird daher als es-
sentieller Regulator der morphogenetischen Entwicklung von C. albicans angesehen [29, 31].
Die Aktivierung von Efg1p erfolgt hochstwahrscheinlich durch das oberhalb von Efg1p im
cAMP-Signaltransduktionsweg positionierte  Adenylatcyclase (Cdc35p)/Proteinkinase A
(PKA)-Modul [54, 55] (Abb. I-2).

In S. cerevisiae ist der cAMP-Signaltransduktionsweg nicht wie der MAPK-Signaltransduk-
tionsweg nur an der Regulation der Filamentation beteiligt, sondern essentiell fir das Wach-
stum [56]. Seine Aktivierung wird daher durch zwei funktionelle Ras-Homologe, Ras1p und
Ras2p, gewahrleistet, die beide in der Lage sind, die Adenylatcyclase CDC35p zu aktivie-
ren [57]. Ras2p, nicht aber Ras1p, kontrolliert die Filamentation von S. cerevisiae aullerdem
durch die Aktivierung des MAPK-Signaltransduktionswegs [58]. In C. albicans wurde nur ein
Ras-Homolog, Ras1p identifiziert [59]. Eine ras1/ras71-Mutante von C. albicans ist lebensfa-

hig, weist jedoch Defekte in der Hyphenentwicklung nach Seruminduktion auf [59]. Equiva-
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lent zum S. cerevisiae Ras2p konnte fur Ras1p gezeigt werden, dal} es in C. albicans Signa-
le auf beide morphogenetischen Signaltransduktionswege vermittelt [30]. Ras1p aktiviert so-
wohl die MAPK-Kaskade uber CaCdc42p als auch den cAMP-Weg uber das Adenylatcyclase
(Cdc35p)/Proteinkinase A (PKA)-Modul [54, 55] (Abb. I-2). Damit nimmt Ras1p eine wichtige
Rolle als Ubergeordneter Regulator dieser beiden Signaltransduktionswege von C. albicans
ein. Da die induzierte Expression von Ras1p auch in Abwesenheit von EFG1 und CPH1 die
morphogenetische Entwicklung aktivieren kann, wird postuliert, da® Ras1p auch noch einen

dritten, proximal abzweigenden Signaltransduktionsweg reguliert [60].

hypheninduzierende Signale

“
Ras1p
v \

CaCdc42 CaCdc35p
Nahrstoff- Cst20p | o l Serum-
bedingte Vo3 cAMP induzierte
Signale CaStel2p l Signale

g L < g
Hst7p (¥ PKA
v l
Cek1p |=

l ¢ AN
Cphlp  Fialp (== 9

\:%\'\:, S JL
| Hyphenspezifische Ge@ i__:f,-\f_.?,.\/\é ———

Tup1p Rim101p
? pH

Abb. I-2: Signaltransduktionswege der Morphogenese in C. albicans

Signale (griin eingerahmte Schrift), die die Transition von C. albicans-Zellen aus der Hefe- (a) in die Hyphepha-
se (b) induzieren, werden Uber verschiedene Signaltransduktionswege vermittelt (grine Pfeile). Ras1p Uber-
tragt hypheninduzierende Signale auf zwei fiir die Morphogenese von C. albicans essentielle Signaltransdukti-
onswege. Nahrstoffbedingte hypheninduzierende Signale werden Uber die MAPK-Kaskade (schwarz einge-
rahmter Kasten) auf den terminalen Transkriptionsfaktor Cph1p Ubertragen. Stringente induzierende Signale,
wie die Anwesenheit von Serum, werden tber den cAMP-Weg auf den terminalen Transkriptionsfaktor Efg1p
Ubermittelt. Die Transkriptionsfaktoren Cph1p und Efg1p kontrollieren (blaue Pfeile) die Expression von spezifi-
schen Genen, die ausschlieBlich in der Hyphephase exprimiert werden (gelber Pfeil).
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1.4. Morphogenetische Signaltransduktion und Virulenz

C. albicans-Mutanten mit Defekten in der morphogenetischen Entwicklung weisen zumeist
auch Virulenzdefizienzen auf [29-31]. Aus diesen Ergebnissen wurde geschlossen, daf} die
Morphogenese und deren Regulation in direktem Zusammenhang mit der Virulenz von
C. albicans steht [29]. Die beiden morphogenetischen Signaltransduktionswege haben unter-
schiedliche Bedeutungen fur die Virulenz von C. albicans. Die Deletion einzelner Komponen-
ten der MAPK-Kaskade (z.B. HST7) oder des terminalen Transkriptionsfaktors Cph1p bewir-
ken keine Inhibition der Virulenz von C. albicans in systemischen Mausinfektionsmodel-
len [29, 45]. Ebenso ist die hyphenvermittelte Evasion aus M® in der cph1/cph1-Mutante in
vitro nicht beeintrachtigt [29]. Im Gegensatz zum MAPK-Signaltransduktionsweg scheint der
Efg1p-abhangige cAMP-Signaltransduktionsweg an der Regulation der Virulenz von
C. albicans beteiligt zu sein. Die Deletion des terminalen Transkriptionsfaktors EFG1 resul-
tiert nicht nur in Defekten in der Hyphenbildung, sondern hat auch Virulenzdefizienzen zur
Folge. C. albicans efg1/efg1-Mutanten sind nicht mehr in der Lage, in vitro aus M® auszu-
brechen und weisen eine attenuierte Virulenz in systemischen Mausinfektionsmodellen
auf [29]. Einen vergleichbaren Phanotyp weisen C. albicans-Zellen auf, in denen der Uberge-
ordnete Regulator Ras1p deletiert wurde. ras1/ras1-Mutanten sind nicht mehr zur hyphen-
vermittelten Evasion aus M® fahig und ihre Virulenz ist in murinen systemischen Infektions-
modellen ebenfalls attenuiert [30].

Den deutlichsten Phanotyp in Bezug auf die Morphogenese und Virulenz von C. albicans
zeigt die efg1/efg1 cph1/cph1-Doppelmutante [29]. In dieser Mutante sind beide morphoge-
netischen Signaltransduktionswege, der MAPK- und der cAMP-Signaltransduktionsweg un-
terbrochen. Die efg1/efg1 cph1/cph1-Mutante ist in vitro unter allen hypheninduzierenden
Bedingungen, auch in Gegenwart der stringentesten hypheninduzierenden Signale Serum
und Temperaturen von 37°C, nichtfilamentds, d.h. nicht mehr in der Lage, Keimschlauche
und Filamente zu entwickeln [29]. Diese Mutante ist nicht zur Evasion aus M® fahig und ihre
Virulenz ist im systemischen Mausinfektionsmodell vollstandig inhibiert [29]. Aus diesen Er-
gebnissen wurde die Schlul’folgerung gezogen, dal® nichtfilamentose C. albicans-Mutanten

avirulent sind [29].
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L.5. S. cerevisiae Tec1p und die Familie der TEA/ATTS-Transkrip-

tionsfaktoren

Die Komponenten des MAPK-Signaltransduktionsweges in C. albicans weisen einen hohen
Grad an Sequenz- und Funktionshomologien zu Komponenten des MAPK-Signaltransduk-
tionsweges in S. cerevisiae auf [34]. Die terminalen Transkriptionsfaktoren dieser MAPK-
Kaskaden, Ste12p in S. cerevisiae und das funktionelle C. albicans-Homolog Cph1p sind
beide an der Regulation der morphogenetischen Entwicklung dieser Pilze beteiligt [47, 61].
Ste12p kontrolliert in S. cerevisiae die Pseudohyphenbildung und die Expression von Inser-
tions-Mutationen durch das Retrotransposon Ty1 (fransposons in yeast) [62]. Jedoch regu-
liert Ste12p nicht alleine die Aktivierung der Gene, die Ty1 infolge der Insertion nachgeschal-
tet sind. In dem sogenannten ,Ste12p responsiv element‘ (SRE), das in der regulatorischen
Sequenz von Ty1 liegt, wurde neben der Bindestelle fiur Ste12p (pheromon response ele-
ment, PRE)[63] auch eine sogenannte TEA/ATTS-Konsensus-Sequenz (TCS) identifi-
Ziert [64]. Bei der Suche nach dem TCS-bindenden Protein wurde der Transkriptionsfaktor
Tec1p (Ty1 enhancement control) identifiziert, der als zweites transaktivierendes Protein im
Komplex mit Ste12p die Expression Ty1-nachgeschalteter Gene kontrolliert [64-66].

Dieser S. cerevisiae Transkriptionsfaktor Tec1p gehort zur Familie der TEA/ATTS-Trans-
kriptionsfaktoren. Mitglieder dieser Familie wurden aufl3er in Pilzen auch in Saugetieren, Vo-
geln, Nematoden und Insekten identifiziert. Allen gemeinsam ist der Besitz einer spezifi-
schen, evolutionar konservierten DNA-Bindedomane. Diese besteht aus einem N-terminalen
Block von 66-76 Aminosauren und wird als TEA (TEF-1, Tec1p, AbaAp)- oder ATTS (AbaAp,
TEF-1, Tec1p und scalloped)-Domane bezeichnet [67]. Diese Domane vermittelt die Bindung
an spezifische regulatorische Promotorsequenzen mit den konservierten Basenabfolgen
5°-CATTCC-3" oder 5-CATTCT-3", genannt TEA/ATTS-Konsensus-Sequenzen (TCS) [48,
66, 68, 69]. Die TEA/ATTS-Transkriptionsfaktoren wurden funktionell als Regulatoren von
Entwicklungsprozessen charakterisiert, d.h. sie kontrollieren die raumliche und zeitliche Ex-
pression von stadienspezifischen Genen, z.B. wahrend der Anpassung an bestimmte Um-
weltbedingungen oder wahrend der Organo- und Embryogenese. Bisher sind vier humane
TEA/ATTS-Transkriptionsfaktoren bekannt, die unterschiedliche Funktionen wahrend der
Entwicklung Ubernehmen, darunter der Enhancer-Faktor TEF-1, der an der Regulation der
Myogenese und Cardiogenese beteiligt ist [70, 71]. Als wichtiges Beispiel aus Insekten ist
scalloped zu nennen, das eine regulatorische Funktion bei der zellspezifischen Genexpres-
sion wahrend der Flugel- und Neuralentwicklung von Drosophila melanogaster uber-
nimmt [72, 73].
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In dem filamentdsen Pilz Aspergillus (A.) nidulans wurde der TEA/ATTS-Transkriptionsfaktor
abacus (AbaAp) identifiziert, der an der Entwicklung des vielzelligen sporenproduzierenden
Apparates, der Konidiphore beteiligt ist [68]. Die Expression von AbaAp fuhrt zur Einstellung
des einzelligen vegetativen Wachstums von A. nidulans und zur Induktion der asexuellen
Sporenbildung. Daher wird die Transkription von AbaAp und seinem Aktivator BrlAp in der
vegetativen Phase héchstwahrscheinlich von StuAp (einem Homolog zum C. albicans Efg1p)
reprimiert [74]. Nach der Aktivierung der AbaAp-Expression durch den Transkriptionsfaktor
BrlAp reguliert AbaAp die eigene und die AbaAp-Expression Uber einen positiven Ruckkopp-
lungsmechanismus [68]. Aulderdem induziert AbaAp zusammen mit BrlAp die Expression von
Strukturgenen, die zur Bildung der Konidiophore notwendig sind [74, 75].

Die Expression des A. nidulans TEA/ATTS-Transkriptionsfaktors AbaAp induzierte in
S. cerevisiae die Bildung von Pseudohyphen [76]. Daraus schlossen die Autoren, dal} ein
zum AbaAp homologes Protein in S. cerevisiae vorhanden ist und eine Rolle bei der morpho-
genetischen Entwicklung Ubernimmt. Diese Hypothese wurde in Form des einzigen in
S. cerevisiae identifizierten TEA/ATTS-Transkriptionsfaktors Tec1p bestatigt, der bis zu die-
sem Zeitpunkt nur als transaktivierender Faktor bei der Ty1 Insertions-Mutagenese bekannt
war [64-66]. Homozygote tec1/tec1-Mutanten waren nicht mehr in der Lage, unter Stickstoff-
mangel-Bedingungen Pseudohyphen zu entwickeln [76]. Neben dem Transkriptionsfaktor
Ste12p wurde somit der TEA/ATTS-Transkriptionsfaktor Tec1p als ein weiterer Regulator der
Pseudohyphenentwicklung charakterisiert.

Wie flur die Expression der Ty1 Insertions-Mutationen konnte auch fir die Transkription pseu-
dohyphenspezifischer Gene in S. cerevisiae gezeigt werden, da® diese von Ste12p und
Tec1p gemeinsam reguliert wird. Die beiden Transkriptionsfaktoren bilden einen heterodime-
ren Komplex, der in den Promotoren der Zielgene an das filamentation and invasion respon-
se element (FRE) bindet [48]. Dieses ,Enhancer-Element setzt sich aus einer Bindestelle fur
Ste12p (PRE) und einer Bindestelle flr Tec1p (TCS) zusammen [48]. FRE-Sequenzen sind
Genen vorgeschaltet, die fur das invasive Wachstum haploider S. cerevisiae-Zellen und die
Entwicklung von Pseudohyphen aus diploiden Zellen zustandig sind [48, 76], u.a. FLO11,

das fur ein Zelloberflachen-Flocculin von S. cerevisiae kodiert [77, 78].

1.6. Der Candida albicans TEA/ATTS-Transkriptionsfaktor CaTEC1

Aufgrund der grollen Homologien in den Signaltransduktionswegen von S. cerevisiae und
C. albicans konnte postuliert werden, dall neben Cph1p (Homolog zum S. cerevisiae

Ste12p) auch in C. albicans ein Homolog zum S. cerevisiae Tec1p aus der Familie der
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TEA/ATTS-Transkriptionsfaktoren an der Regulation der Morphogenese beteiligt ist. Diese
Hypothese wurde durch Daten gestutzt, die im Rahmen der Analyse der SAP4-6-Isogene in
unserer Arbeitsgruppe erarbeitet wurden. Sequenzanalysen der 5'-UTRs dieser hyphenspe-
zifischen Gene ergaben, dal} in den Promotoren von SAP4, SAP5 und SAP6 neben Binde-
stellen fur das Ste12p-Homolog Cph1p (PREs) auch TEA/ATTS-Konsensus-Sequenzen
(TCS) vorliegen [1]. Die Bindestellen fir einen potentiellen C. albicans TEA/ATTS-Transkrip-
tionsfaktor sind in diesen Promotoren jedoch nicht wie in den FRE-Sequnzen von
S. cerevisiae [48] in unmittelbarer Nahe der PRE-Sequenzen angeordnet. Dies weist darauf
hin, dal} der putative C. albicans TEA/ATTS-Transkriptionsfaktor nicht mit Cph1p interagiert,
wie es fur Tec1p und Ste12p in S. cerevisiae beschrieben wurde [48].

Die aufgrund dieser Vorergebnisse durchgefuhrten Datenbankanalysen resultierten in der
Identifizierung einer einzigen, zum S. cerevisiae TEC1 homologen Sequenz. Diese weist ei-
nen offenen Leserahmen (ORF) von 2.232bp auf und kodiert flr eine N-terminale TEA-
Domane, die zu 66%, 53% und 54% mit den TEA-Domanen von Tec1p, AbaAp und
scalloped Ubereinstimmt [2].

Die heterologe Expression des klonierten C. albicans-Gens in S. cerevisiae komplementierte
zum einen die durch haploide und diploide tec1/tec1-Deletion verursachten Defekte in der Fi-
lamentbildung und dem invasiven Wachstum und aktivierte zum anderen die Expression des
S. cerevisiae-Gens FLO11. Dies zeigt, dal3 es sich bei dem klonierten C. albicans-Gen um
ein funktionelles Homolog zum S. cerevisiae TEC1 handelt und es wurde daher als
C. albicans-TEC1 (CaTECT1) bezeichnet [2].

Die ersten Daten zur Funktion des TEA/ATTS-Transkriptionsfaktors CaTec1p in C. albicans
wurden im Rahmen meiner Diplomarbeit erhalten [1]. Die Ergebnisse der damals durchge-
fuhrten CaTEC1-Expressionsanalysen lieferten Hinweise darauf, da® CaTEC1 an der Regu-
lation der Hefe-Hyphe-Transition beteiligt ist. Es konnte gezeigt werden, dal die CaTEC1-
Transkription durch Inkubation von C. albicans unter hypheninduzierenden Bedingungen (Se-
rum, 37°C) hochreguliert wird [2]. Die homozygote Deletion von CaTEC1 hat keine negativen
Auswirkungen auf die Lebensfahigkeit und die Replikationszeit der Mutante. Jedoch sind
C. albicans-Zellen in Abwesenheit von CaTECT nicht mehr in der Lage, Keimschlauche und
echte Hyphen zu entwickeln. Nach der Induktion der Hyphenbildung durch Serum und Inku-
bation bei 37°C in vitro bildete die catec1/catec1-Mutante lediglich kurze gekrimmte Fila-
mente, welche die fur Pseudohyphen charakteristischen Konstriktionen am Ort der Zellteilung
aufwiesen [2].

Der in C. albicans identifizierte TEA/ATTS-Transkriptionsfaktoren CaTec1p scheint diesen
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Ergebnissen zufolge eine wichtige regulatorische Rolle bei der morphogenetischen Ent-

wicklung von C. albicans zu Ubernehmen.

L.7. Fragestellung

Die morphogenetische Entwicklung gilt als wichtige Voraussetzungen flur die Virulenz von
C. albicans, denn Mutanten mit Defekten in der Hyphenbildung weisen erhebliche Virulenz-
Defizienzen auf [29-31, 59].

Die phanotypische Charakterisierung der catec1/catec1-Mutante in vitro zeigte, dal3 diese
Mutante nicht mehr in der Lage ist, echte Hyphen zu bilden [2]. Aus diesem Befund ergab
sich die Frage, ob die defekte Hyphenbildung der catec1/catec1-Mutante auch die Virulenz
dieser Mutante beeinfluRt. Ubernimmt der TEA/ATTS-Transkriptionsfaktor CaTec1p also
nicht nur eine wichtige regulatorische Rolle bei der Filamententwicklung, sondern auch bei
der Regulation der Virulenz von C. albicans?

Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurde im Rahmen dieser Arbeit zum einen die
C. albicans catec1/catec1-Mutante in Bezug auf ihre Genexpression und die Virulenz charak-
terisiert und zum anderen die Position des Transkriptionsfaktors CaTec1p in den morphoge-
netischen Signalkaskaden der Hyphenbildung von C. albicans bestimmt. Als experimentelle
Methoden wurden fir diese Charakterisierung molekularbiologische Analysen sowie etablier-

te in vitro und in vivo Infektionsmodelle eingesetzt.
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Il. Material und Methoden
1l.1. Material
I.1.1. Hefe- und Bakterienstamme
.1.1.1. Hefestamme
Tab. ll-1: Hefestamme
C. albicans Relevanter Genotyp Referenz
Stamm
SC5314 Wildtyp-Stamm aus Klinischem Isolat, Ura" [79]
CAl4 ura3A::imm434/ura3A::imm434 [80]
CaAS15 ura3/ura3 catec1A::hisG/catec1A::hisG
CaAS18 ura3/ura3 catec1A::hisG/catec1A::hisG (pVEC) [2]
CaAS20 ura3/ura3 catec1A::hisG/catec1A::hisG (pVEC-CaTECT)
CDH109 ura3/ura3 caras1A::hisG/caras1A::hisG (pVEC)
CDH110-2 | ura3/ura3 caras1A::hisG/caras1A::hisG (pVEC-CaRAS1)
[30]
\éga_ﬁ)%w ura3/ura3 caras1A::hisG/caras1A::hisG (pADHp)
CDH111 ura3/ura3 caras1A::hisG/caras1A::hisG (pADHp-HST7)
HLC52 ura3/ura3 efg1A::hisG/efg1A::hisG-URA3-hisG [29]
HLC54 ura3/ura3 cph1A::hisG/cph1A::hisG efg1A::hisG/efg1A::hisG-URA3-hisG
JKC19 ura3/ura3 cph1A::hisG/cph1A::hisG-URA3-hisG [47]
CaAS18™  ura3/ura3 catec1A::hisG/catect A::pVEC
CaAS20™  ura3/ura3 catec1A::hisG/catec1A::.pVEC-CaTEC1
CDH109"  ura3/ura3 caras1A::hisG/caras1A::hisG
HLC52"®  ura3/ura3 efg1A::hisG/efg1A::hisG
HLC54"® | ura3/ura3 cph1A::hisG/cph1A::hisG efg1A::hisG/efg1A::hisG
Im
CaAS24 ura3/ura3 cph1A::hisG/cph1A::hisG efg1A::hisG/efg1A::hisG (pPCKp) Rahmen
CaAS25""  ura3/ura3 cph1A::hisG/cph1A::hisG efg1A::hisG/efg1A::hisG (pPCKp-CaTECT) ‘2?:;{
CaAS25"™  ura3/ura3 cph1A::hisG/cph1A::hisG efg1A::hisG/efg1A::hisG (pPCKp-CaTECT)  generiert
CaAS26 ura3/ura3 efg1A::hisG/efg1A::hisG (pPCKp)
CaAS27 ura3/ura3 efg1A::hisG/efg1A::hisG (pPCKp-CaTECT)
CaAS28 ura3/ura3 cph1A::hisG/cph1A::hisG (pPCKp)
CaAS29 ura3/ura3 cph1A::hisG/cph1A::hisG (pPCKp-CaTECT)
CaAS30 ura3/ura3 caras1A::hisG/caras1A::hisG (pPCKp)
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C. albicans

Stamm Relevanter Genotyp Referenz

CaAS31 ura3/ura3 caras1A::hisG/caras1A::hisG (pPCKp-CaTECT)

CaAS32 ura3/ura3 (pPCKp) Im

CaAS33 ura3/ura3 (pPCKp-CaTEC1) Rahmen

CaAS34 ura3/ura3 catec1A::hisG/catec1A::hisG (pPCKp) dieser
Arbeit

CaAS35 ura3/ura3 catec1A::hisG/catec1A::hisG (pPCKp-CaTECT)
CaAS36 ura3/ura3 catec1A::hisG/catec1A::hisG (pADHp-CPH1)
CaAS38 ura3/ura3 catec1A::hisG/catec1A::hisG (pPCKp-EFG1)

generiert

I.1.1.2. Bakterienstamme

Der Stamm Escherichia coli DH10B wurde von der Firma Promega [Mannheim] bezogen. In
Anlehnung an ein modifiziertes Protokoll nach Hanahan [81] wurden die Zellen durch eine
Behandlung mit Rubidiumchlorid zur Plasmidaufnahme vorbereitet und bei -70°C einge-

froren.

I1.1.2. Versuchstiere

Fur Infektionsversuche mit C. albicans wurden weibliche, sechs bis zwolf Wochen alte Mause
des Inzuchtstammes Balb/c [Charles Rivers Breeding Laboratories, Sulzfeld] eingesetzt. Die

Haltung erfolgte unter pathogenfreien Bedingungen.

.1.3. Medien, Puffer und Losungen

Die aufgeflhrten Medien, Puffer und Lésungen wurden, soweit nicht abweichend angegeben,
mit H204q angesetzt. Prozentangaben beziehen sich, soweit nicht abweichend angegeben auf

Gewichtsprozent (w/v).

Tab. II-2: Medien

Medium Zusammensetzung
YPD* 1% Hefeextrakt; 2% Pepton; 2% Glukose
YED 1% Hefeextrakt; 2% Pepton

CSM-URA* 1,79/l YNB ohne AS und (NH,4),SOy; 0,77 g/l CSM ohne Uridin; 5g/I (NH,4),SO4; 2% Glukose

1,79/ YNB ohne AS und (NH,;).SOy; 0,77 g/l CSM ohne Uridin; 5g/I (NH;)2SOy;
2% Casamino Sauren

1,79/ YNB ohne AS und (NH,;).SOy; 0,77 g/l CSM ohne Uridin; 5g/I (NH;)2SOy;
2% Succinat

SCAA*

Succinat*
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Medium Zusammensetzung

SabC-Agar 62g/l Sabauroud-Dextrose-Agar mit Pepton; 0,5g/I Chloramphenicol

TOP-Agar 6,79/l YNB ohne AS und (NH,4),SO4; 1M Sorbitol, 2% Glukose; 1% Agar
1,7mg/ml YNB ohne AS und (NH,4),SO,; 0,77g/l CSM ohne Uridin; 5Smg/ml (NH4)>,SOy;

FOA-Agar 12,5mg/ml Dextrose; 20g/I Agar. Nach Sterilisation Zugabe von 12,5mg/ml Uridin; 1mg/ml
FOA

SOS 10ml 2M Sorbitol; 6,8ml YPD-Medium; 0,13ml 1M CaCl,; 3ml H,O4q
Click-RPMI 11,339/l Click-RPMI-Trockenmedium ohne NaHCO; und FCS, mit L-Glutamin, 60ug/ml

+10%(v/v) FCS
10%Click-RPMI
+10%(v/v) FCS

DMEM-1
+10%(v/v) FCS

DMEM-2
+10%(v/v) FCS

DMEM-3
+10%(v/v) FCS

LB-Amp

SOC

PenicillinG, 0,16g/l Gentamicin, 0,1g/l Streptomycinsulfat, pH7,2-7,3. Nach Sterilfiltrieren
Zugabe von 10%(v/v) FCS; 0,14% NaHCOs;; 1%(v/v) HEPES; 0,05mM 3-Mercaptoethanol

10%(v/v)Click-RPMI ohne FCS in PBS; 10%(v/v) FCS
DMEM mit 1000mg/I Glukose, Pyridoxin.HCL, NaHCOj3, ohne L-Glutamin [Sigma D5546];

20ml 200mM L-Glutamin pro Liter [Gibco]; 10%(v/v) FCS

DMEM mit 1000mg/I Glukose, Pyridoxin.HCL, NaHCOj3, mit L-Glutamin [Sigma D6046];
10%(v/v) FCS

DMEM mit 1000mg/I Glukose, Pyridoxin.HCL, NaHCO3, ohne L-Glutamin, Phenolrot [Sigma
D5921]; 20ml 200mM L-Glutamin pro Liter [Gibco]; 10%(v/v) FCS

1% Trypton; 0,5% Hefeextrakt; 1% NaCl; pH7,4. Fir Agarplatten: 1,2% Agar. Nach Sterili-
sation und Abkuhlen auf <60°C Zugabe von 0,1mg/ml Ampicillin.

209/l Trypton: 5g/l Hefeextrakt; 0,5g/I NaCl; 2,5mM KCI; pH 7,0. Nach Sterilisation und Ab-
kithlen auf <60°C Zugabe von 20mM MgCl,. 20mM Glukose.

Fir Festmediumplatten wurden vor der Sterilisation 2% Agar zugesetzt.

Tab. 1I-3: Puffer und Losungen

Puffer, Losung

Zusammensetzung

CaST
SED
20% PEG

PBS

MOPS
10x SSC

Hybridisierungs-
puffer

Waschpuffer A
Waschpuffer B
TE
RNase-TE
DEPC-H,0O
TES

1M Sorbitol; 10mM Tris pH7,4; 10mM CaCl,
1M Sorbitol; 25mM EDTA; 50mM Dithiothreitol
200mg/ml PEG 3350; 10mM Tris pH7,4; 10mM CaCl,

137mM NaCl; 2,68mM KCI; 7,3mM Na,HPOy,; 1,47mM KH,PO,4; 1mM CaCly;
2mM MgCly,; pH7,4

10mM MOPS; 2,5mM Natriumacetat; 0,5mM EDTA; pH 7,0
1,5M NaCl; 0,15M Natriumcitrat; 5mM EDTA, pH7,0

10mg/ml BSA; 7% SDS; 0,5M NaH,PO,; 10mM EDTA

5mg/ml BSA; 5% SDS; 40mM NaH,PO,: 1mM EDTA

1% SDS; 40mM NaH,PO,; 1mM EDTA

10mM Tris-HCI pH 7,5; 10mM EDTA

10mM Tris-HCI pH 7,5; 10mM EDTA; 0,01mg/ml RNase A
0,1%(v/v) DEPC in H,044; UN bei 37°C riihren

10mM Tris-HCI pH7,5; 10mM EDTA,; 0,5% SDS)
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Puffer, Losung Zusammensetzung

0,5x TBE 45mM Tris-HCI; 45mM Borséure; 1,25mM EDTA
DNA-Ladepuffer ' 1x Ficoll, 4ug/ml EtBr

1x MOPS; 50%(v/v) Formamid; 2,2M Formaldehyd; “Prise” Bromphenolblau;

RNA-Ladepuffer ' )5mg/m EtBr in DEPC-H,0

.1.4. Vektoren, Oligonukleotide (Primer)

Tab. 1I-3: Vektoren

Vektor Verwendung Referenz
pVEC Klonierung von Genen fur Mutantenreversion, Kontrollvektor [82]
pVEC-CaTEC1 Reversion der catec1/catec1 Mutante [2]
pADHp-CPH1 Konstitutive UE von CPH1 durch ADHp [46]
pBI-HAHYD PCKp-kontrollierte UE von EFG1 [55]
pGEM®-T Easy Klonierung von PCR-Fragmenten [83]
p206 SAP4-Sonde fir Hybridisierung von Northern Blots

p207 SAP5-Sonde fur Hybridisierung von Northern Blots 2
p208 SAP6-Sonde fur Hybridisierung von Northern Blots

p254 ACT1-Sonde fir Hybridisierung von Northern Blots

Tab. lI- 4: Oligonukleotide (Primer)

Bezeichnung Nukleotidsequenz 5°- 3° Tm [°C] | Verwendung
TEC10RF.01 ttt agg atc caa tga caa caa ccc agg ttt ca 65,6 | Klonierung, Sequenzierung
TEC10RF.03 ttt agg atc caa tga tgt cga aag cta ctc ¢ 66,9  Klonierung des CaTEC1-UEV

PCR nach Reverser Transkrip-

TEC10RF.06 ttt agg atc cac taa aac tca cta gta aat cct tct g 66,1 tion

Genotypisierung, Sequenzie-

TEC10ORF.08 cgt gta cct ggt aaa gtt gct tac ¢ 63,0 rung

TEC10RFUTR.02 |ttt agg atc ccc cgc ctt gcc cct ctt 69,5 Klonierung des CaTEC1-UEV
TEC1seq.01 gtc tcc atc tag tct caa cc 57,3

TEC1seq.02 gca ttg aac aag ctt gcc tg 57,3 Sequenzierung

TEC1seq.03 cag tca cga gga aca att gg 57,3
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Bezeichnung Nukleotidsequenz 5°- 3’ Tm [°C] | Verwendung
TEC1seq.05 ggt tce ctg gtt taa gtg 53,5

TEC1seq.07 ccg gga tit tgg aag tte ttc 57,9 Sequenzierung
TEC1seq.09 gccaac acc cttcag ¢ 54,3

PCKpro.01 ccg tte ccc cgce tee tac 62,8 | Genotypisierung, Sequenzie-
PCKpro.03 ggg agg ttg cgc gta ac 57,6 rung

PCKseq.01 gga tcc act gta ttc caa ttt aac ag 60,1

PCKseq.02 ctc ttt aac tcc acg cat agc ¢ 60,3

PCKseq.03 cce caa ctg tta cgt aac aca tc 60,6 Sequenzierung
PCKseq.05 gcc ttg tee act tte tcg ag 59,4

PCKseq.07 ccc gaa tga gct ggt cag 58,2

EFG1.03 aca ata acg gta tgc ccc agc 59,8

EFG1.04 cga tac atg tgg tgg gat agg 59,8  Genotypisierung
EFG1.06 gct gcet gtt gtt gtt gtt gtc ctg ctg tct 68,1

1.1.5. Bezugsquellen

I.1.5.1. Chemikalien

5-Fluoroorotic Acid, Isopropyl-R-D-Thiogalactopyranoside, Qualex Gold Agarose [Hybaid,
Heidelberg]; CSM-URA [BIO 101, Vista CA]; Yeast Nitrogen Base w/o AA w/o (NH4)2SOq4,
Agar, Yeast Extract, Pepton, Trypton, Casamino acids [Difco tUber BD, Heidelberg]; BSA
[Amresco, Solon Ohio]; Ammoniumsulfat, Uridin, 1,4-Dithio-DL-threitol, Chloramphenicol
[Fluka, Deisenhofen]; Dextrose, FCS, Sorbitol, Polyethylenglycol 3350, LPS, IFNy,
B-Estradiol 17-Valerate, Sesamdl [Sigma, Deisenhofen]; X-Gal [Roth, Karlsruhe]; Saures
Phenol pH4,5, Phenol pH7,9, Click-RPMI-Trockenmedium w/o Glutamin w/o NaHCOs3, PBS
[Seromed, Berlin], Ficoll [Pharmacia, Freiburg] Sabauroud-Dextrose-Agar [Mast Diagnostica,
Reinfeld].

Alle weiteren verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Roth [Karlsruhe], Merck

[NUrnberg], Fluka [Deisenhofen] und Amresco [Solon Ohio] bezogen.
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1.1.5.2. Enzyme

Restriktionsenzyme [NEB, Schwalbach]; GibcoBRL®Taq DNA Polymerase recombinant, Pla-
tinum® TagPCRx DNA Polymerase [Invitrogen, Karlsruhe]; Zymolase-20T [Medac, Wedel];
RNase A-pancreatic [Amresco, Solon Ohio]; AMV Reverse Transcriptase [Usb, Cleveland
Ohio].

1.1.5.3. Nukleotide, Radionukleotide, Oligonukleotide, Langenstandards

dATP, dTTP, dCTP, dGTP [NEB, Schwalbach]; a-?P dCTP [Amersham, Braunschweig];
Lambda DNA/Eco 1301 (Sty I) Marker, Gene Ruler 100bp DNA Ladder Plus [MBI Fermentas,
St. Leon-Rot]; Oligonukleotide [Metabion, Martiensried; MWG-Biotech, Ebersberg].

1.1.5.4. Kommerziell erhaltliche Systeme, Technische Gerate und Sonstiges

Periodic Acid-Schiff Staining (PAS) System [Sigma, Deisenhofen]; HistoChoice Tissue Fixati-
ve MB [Amresco, Solon Ohio]; Primus 25/96 Thermocycler [MWG-Biotech, Ebersberg]; UV
Stratalinker 2400 [Stratagene, NL-Amsterdam]; Zahlkammer [Brand, Wertheim]; Glass
Chamber Slides w/cover [Nunc, Wiesbaden]; Reaktionsgefalle [Eppendorf, Hamburg; Sar-
stedt, Numbrecht]; Rontgenfilm X-Omat [Kodak, New York].

11.2. Methoden

11.2.1. Hefe- und Bakterienkultur

11.2.1.1. Hefekulturen

11.2.1.1.1. C. albicans Kulturen

Unter Berlcksichtigung der anschlielenden Verwendung wurden C. albicans-Zellen in ver-
schiedenen Medien angeimpft. Fir die Isolation von Nukleinsauren erfolgte eine Inokulation
in YPD-Medium. Die zur Transformation vorgesehene Pilzzellen wurden in YEP-Medium kul-
tiviert. Kulturen, aus denen Blastosporen (Hefezellen) fur Infektionsversuche geerntet werden
sollten, wurden in dem Selektivmedium CSM-URA inkubiert. Die Inkubation der Kulturen er-
folgte flr 24h (knospende Zellen) bis 48h (Stationarphasezellen) bei 28-30°C im Schuttelin-
kubator (180min™"). Im AnschluR wurden die Pilzzellen durch Zentrifugation geerntet (5min,
4.000rpm, 4°C).
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[1.2.1.1.2. Induktion der Hyphenbildung in C. albicans

Die Induktion der Hyphenbildung von C. albicans erfolgte durch Inkubation der Zellen in se-
rumhaltigem (10%(v/v) FCS) Medium bei 37°. Im Einzelnen wurden die Pilzzellen in UNK bis
zur Stationarphase angezogen (vgl. 1.2.1.1.1.) und nach der Ernte dreimal in 4°C kaltem
PBS (PBS4c) gewaschen. AnschlieRend wurden 1x10” Zml™ in Click-RPMI +10%(v/v) FCS
inokuliert und bei 37°C inkubiert. Als Kontrolle wurden die Zellen desselben Ansatzes in fri-
schem YPD-Medium angeimpft und bei 28-30°C inkubiert.

11.2.1.1.3. Kulturen unter Uberexpressionsbedingungen

Die plasmidvermittelte, PCKp-kontrollierte UE von C. albicans-Genen wurde durch Inkubation
der Pilzzellen in glukosefreiem SCAA-Medium erreicht. Stationarphasezellen aus UNK (in
glukosehaltigem CSM-URA-Medium) wurden dreimal in PBSs.c gewaschen und fur 2h bei
28°C in SCAA-Medium inkubiert (Derepression des PCKp, [84]). Die Uberexprimierenden
Zellen aus dieser Derepressionskultur wurden anschlieend eingesetzt, um sie unter (a)
hypheninduzierenden Bedingungen (SCAA-Medium+10%(v/v) FCS, 37°C) und (b) hefe-
favorisierenden Bedingungen (SCAA-Medium, 28°C) zu charakterisieren (Etablierung dieser
Methode vgl. 111.3.3.1.2).

[1.2.1.1.4. FOA-Selektion

Die Deletion des fur die Transformation von C. albicans relevanten Selektionsmarkergens
URA3 aus uridinautotrophen Zellen wurde mit Hilfe der negativen Selektion durch
,5-fluoroorotic acid“ (FOA) [85] erreicht. Hierfiir wurden je 100ul der UNK (in YPD-Medium)
von URA3" Zellen auf FOA-Platten ausplattiert und bei RT bebritet. Zur Kontrolle der Deleti-
on wurden die erhaltenen Klone parallel auf Vollmedium (YPD) und uridinfreiem Selektivme-
dium (CSM-URA) subkloniert.

1.2.1.2. Bakterienkulturen

Die Anzucht von Bakterienstammen erfolgte auf LB-Amp-Agar UN bei 37°C.

Fir die Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli wurden die Bakterienzellen UN bei 37°C unter
Schdatteln in LB-Amp-Medium kultiviert.

1.2.2. Peritonealexsudat-Makrophagen: Gewinnung und Kultivierung
Fir die Gewinnung von Makrophagen (M®) wurden jeweils drei bis vier weibliche Balb/c

Mause (Alter: >6 Monate) verwendet. Diesen wurde durch eine intraperitoneale Injektion von
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je 2ml 4% Thioglycolat eine sterile Infektion gesetzt. Die Isolation der M® erfolgte nach 4d
durch Spullen des Peritoneums der getoteten Mause mit je 2x 4ml sterilem PBS4-c. Anschlie-
Rend wurden die Zellen zweimal in sterilem PBS4.c gewaschen und in 5ml kaltes Click-
RPMI+10%(v/v) FCS aufgenommen. Die Kultivierung erfolgte in ,8-well Glas Chamber Sli-
des®, wobei pro Kammer 1x10% M® in 0,5ml Medium eingesetzt wurden. Die Inkubation er-
folgte bei 37°C und 5% CO,. Nach 4h wurden die Zellen einmal mit PBS37.c gewaschen und

das Medium erneuert.

.2.3. Molekularbiologische Methoden

1.2.3.1. Plasmid-DNA: Isolation aus E. coli, Reinigung und Modifikation

Zur Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli fir analytische Zwecke wurden Puffer aus dem
,Plasmid Midi Kit“ [Qiagen, Hilden] verwendet. Das Protokoll basiert hier auf einer modifizier-
ten alkalischen Lyse [86]. Aus den angeimpften UNK (vgl. 11.2.1.2) wurden je 1,5ml geerntet
(1min, 15.000xg, 4°C). Fur die Lyse wurden die Zellen in 200ul Resuspensionspuffer P1 auf-
genommen und durch Zugabe von 200ul Lysepuffer P2 aufgeschlossen. Nach einer Inkuba-
tionzeit von 5min bei RT wurden 200ul Neutralisierungspuffer P3 zugegeben und der Ansatz
fur 15min auf Eis gesetzt. Nach anschliefender Zentrifugation (30min, 15.000xg, 4°C) wurde
der Uberstand in ein neues Reaktionsgefal Uberfiihrt und die Plasmid-DNA durch Zugabe
von 1ml Isopropanol gefallt und pelletiert (30min, 15.000xg, 4°C). Das Plasmidpellet wurde in
70% EtOH gewaschen, luftgetrocknet und in 50ul RNase-TE aufgenommen. Nach dem RNA-
Verdau (15min, 37°C) wurde das Plasmidpellet bei 65°C resuspendiert.

Plasmidisolationen fur praparative Zwecke wurde mit Hilfe des ,Plasmid Midi Kit* gemaf den
Angaben des Herstellers durchgefuhrt.

Die Entfernung von Proteinverunreinigungen aus Nukleinsaurelésungen erfolgte durch Phe-
nol/Chloroform-Extraktion mit anschliellender Ethanol-Fallung. Die DNA-LOsung wurde mit %2
Volumen Phenol/Chloroform [1:1] versetzt, 10sec gevortext, 1min auf Eis gesetzt und abzen-
trifugiert (5min, 15.000xg, 4°C). Nach Uberfiihren der oberen wéaRkrigen Phase in ein neues
Reaktionsgefal® wurde diese mit 0,1 Volumen 3M Natriumacetat pH5,2 und 1 Volumen
100% EtOH versetzt, durch vortexen gemischt und fur 10min bei —70°C inkubiert. Die gefallte
DNA wurde abzentrifugiert (20min, 15.000xg, 4°C), mit 70% EtOH gewaschen und zur weite-
ren Verwendung in 1x TE oder H,Oq44 resuspendiert.

Fur die Spaltung von DNA wurde diese mit 1-5U Restriktionsenzym in den zugehdrigen Re-
aktionspuffer (1x) eingesetzt und fir 3h bzw. UGN bei der flur das Enzym optimalen Reaktions-

temperatur inkubiert. Die Analyse der Reaktion erfolgte durch Auftrennen der erhaltenen
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Fragmente im Agarosegel (vgl. 11.2.3.6).

Um eine effektive Klonierung von DNA-Fragmenten in Vektoren zu erhalten, war es teilweise
notwendig, 5'-Uberhangende Restriktionsschnittstellen zu ,blunt-ends” aufzufillen. Dies wur-
de mit Hilfe der DNA Polymerase | (Klenow-Fragement) erreicht. Die Pufferbedingungen der
vorausgegangenen Restriktion wurden auf die flr die Polymerase optimalen Reaktionsbe-
dingungen umgestellt und dNTPs (EK 33uM) sowie 10U DNA Polymerase zugegeben. Die
Reaktion wurde nach der Inkubation (20min, 37°C) durch Zugabe von EDTA (EK 10mM) und
Hitzeinaktivierung bei 75°C (10min) gestoppt. AnschlieBend erfolgte eine Phe-
nol/Chlorophorm-Extraktion.

Die Dephosphorylierung von 5-DNA-Enden erfolgte mittels alkalischer Phosphatase (,Alkali-
ne Phosphatase, Shrimp“ (SAP), [usb, Cleveland Ohio]) entsprechend den Angaben des
Herstellers.

Fur eine Ligation wurden Vektor- und Insertfragment in einem molaren Verhaltnis von 1:1-1:5
eingesetzt. Die Reaktion erfolgte 16h bei 16°C in einem Reaktionsvolumen von 15-20ul. Die
T4 DNA Ligase und der zugehérige Reaktionspuffer stammten aus dem ,pGEM-T® Easy
Vector System* [Promega, Mannheim] und wurden entsprechend den Angaben des Herstel-
lers verwendet. In die anschlieBende Transformation von E. coli wurden 1-5ul Ligationsan-

satz eingesetzt.

1.2.3.2. Amplifikation und Sequenzierung von DNA

Zur selektiven Anreicherung von spezif. DNA-Sequenzen wurde die Methode der Polymera-
se-Kettenreaktion angewendet. Die Reaktionen erfolgten in Endvolumen (EV) von 25 bzw.
50ul und setzten sich aus 1/10 EV Reaktionspuffer, 0,1mM Nukleotidgemisch, 2mM MgCly,
0,2uM Primer, 50-100ng Matrizen-DNA und 1,25U taq DNA-Polymerase zusammen. Die
Amplifikation erfolgte in 30 Zyklen. Ein Zyklus bestand aus Denaturierungsphase (1min,
94°C), Primeranlagerung (45sec, 1°C unter primerspezif. Tm) und Elongationsphase (1min,
72°C). Vor dem ersten Zyklus erfolgte eine zusatzliche Denaturierungsphase von 4min und
nach dem letzten Zyklus eine zusatzliche Elongationsphase von 7min. Die Reaktionen wur-
den in einem Thermocycler mit Deckelheizung durchgefuhrt. Die Reaktionsprodukte wurden
mittels DNA-Gelelektrophorese analysiert.

Die Amplifikation von DNA-Sequenzen gréler 3,0kb erfolgte mit Hilfe des ,Long Range Ter-
mination Set for Tag Sequencing“ [Boehringer, Mannheim] entsprechend den Angaben des
Herstellers.

Die Sequenzierung von DNA zur Uberpriifung der korrekten Basenabfolge klonierter DNA-
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Fragmente erfolgte mit Hilfe des ,Thermo Sequenase dye terminator cycle sequencing pre-
mix kit [Amersham, Braunschweig]. Die Reaktion basiert auf der Didesoxy-Kettenabbruch-
Methode [87], wobei die Terminatoren mit floureszierenden Farbstoffen markiert sind. Der
Reaktionsansatz setzte sich aus 10uM spezif. Primer, 1ug Matrizen-DNA und 8ul des ,se-
qguencing reagent pre-mix“ in einem EV von 20ul zusammen. Die DNA-Synthese erfolgte
wahrend 25 Zyklen (Denaturierung: 10sec, 96°C; Primeranlagerung: 5sec, 1°C unter pri-
merspezif. T,; Elongation: 4min, 60°C) im Thermocycler. Anschlielfend wurde die floures-
zenzmarkierte DNA mittels Ethanolfallung (vgl. 11.2.3.1) gereinigt und fur die Sequenzierung
und Auswertung im ,Abi Prism™ 310 Genetic Analyzer* [Applied Biosystems, Darmstadt] in

4ul Ladepuffer resuspendiert.

11.2.3.3. Transformation von DNA

11.2.2.3.1. Transformation von C. albicans

Fur das Einbringen von DNA in C. albicans-Zellen wurde die Methode der Spheroplasten-
Transformation angewendet [1]. Die Herstellung von Spheroplasten erfolgte durch Animpfen
von 50ml YEP-Medium mit Zellen aus einer YEP-UNK (vgl. 11.2.1.1) und deren Inkubation bei
30°C bis zu einer Zelldichte von 2—4x10” Z/ml. Nach dem Ernten der gesamten Kultur
(4.000rpm, 5min) wurden die Zellen jeweils einmal in H2Ogq4, 1M Sorbitol und SED gewa-
schen und in SED resuspendiert. FUr den Zellwandverdau wurden 5Smg/ml Zymolase zuge-
setzt und die Reaktion bei 30°C inkubiert, bis mindestens 90% der Zellen als Spheroplasten
vorlagen (mikroskopische Kontrolle). Nach der Ernte (max. 700xg) wurden die Zellen einmal
in kaltem 1M Sorbitol gewaschen und in 2ml kaltem CaST aufgenommen. Fur die Transfor-
mation von 100ul Zellsuspension (5-10x10” Spheroplasten) wurden 3-5ug DNA und
5mg/ml denaturierte Heringssperma-DNA zugesetzt. Die Inkubation erfolgte erst 10min und
nach Zugabe von 2ml 20% PEG-Lésung weitere 10-20min bei RT. AnschlieRend wurden die
Zellen bei 300xg pelletiert, zur Regeneration in 300ul SOS inkubiert (30-40min, 30°C) und
der gesamte Ansatz in 45°C warmem Top-Agar auf CSM-URA-Platten geschichtet. Die Be-
britung der Platten erfolgte fur 3-5d bei RT. Als Transformanten wurden nur die Klone ge-

wertet, die Kolonien von einem Durchmesser >1mm bildeten.

11.2.2.3.2. Transformation von E. coli DH 10B, Blau-Weil3-Screening

Die bei -70°C aliquotierten kompetenten E. coli-Zellen (vgl. 11.1.1.2) wurden auf Eis aufgetaut
und pro 50ul Aliquot mit 1-100ng Plasmid-DNA vermischt. Nach 10min Inkubation auf Eis

wurden die Zellen einem Hitzeschock (42°C, 40sec) unterzogen, nach weiteren 2-3min Inku-
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bation auf Eis zur Regeneration in 1ml SOC-Medium aufgenommen und 1h bei 37°C kulti-
viert. Die Auswahl der Zellen, die rekombinante Plasmide aufgenommen hatten, erfolgte auf
LB-Amp-Agar, der mit 50pl X-Gal [20mg/ml] und 10ul IPTG [200mg/ml] Uberschichtetet wur-
de. Als positive Transformanten wurden nur die Klone gewertet, die weil3e Kolonien gebildet

hatten.

1.2.3.4. Isolation genomischer DNA und RNA aus C. albicans

Die Isolation genomischer C. albicans-DNA fur analytische Zwecke erfolgte mit Hilfe des ,Mi-
crolysis“-Systems [Kisker, MUhlhausen]. Die Zellen wurden von Kolonien auf Festmedium
gepickt und in 20ul Microlysis-Puffer resuspendiert. Zum Aufschlul der Zellen wurde die
Zellsusupension in einem Thermocycler entsprechend dem vom Herstellers vorgegebenen
Programm inkubiert. Fir PCR-Analysen wurden je 5ul des Zellaufschlusses eingesetzt.
Um gDNA fur praparative Zwecke zu gewinnen, wurden C. albicans-Spheroplasten verwen-
det (vgl. 11.2.2.3.1.). Der Zellaufschluf3 und die gDNA-Isolation erfolgten entsprechend den
Angaben des Herstellers mit dem ,Wizard® Genomic DNA Purification Kit* [Promega, Mann-
heim].

Vor der Isolation von Gesamt-RNA [88] wurden die geernteten C. albicans-Zellen zweimal in
20ml DEPC-H,0 gewaschen, abzentrifugiert und das Zellsediment bis zur weiteren Verarbei-
tung in 1ml TES resuspendiert und eingefroren (-20°C). Zum Aufschluld der Zellen wurde die
noch gefrorene Zellsuspension mit 1 Volumen Phenol (pH4,5) gemischt und wahrend einer
Inkubation von 60min bei 65°C mehrfach gevortext. Nach der darauffolgenden Zentrifugation
(3.000rpm, 20min, 4°C) wurde die RNA-haltige walrige Phase in ein frisches Reaktionsgefaly
uberfuhrt, mit dem gleichen Volumen eines Phenol(pH4,5)-Chloroform-lsoamylalkohol-
Gemisches [25:25:1] versetzt, kurz gevortext und fir weitere 20min zentrifugiert (10.000xg,
4°C). Die walrige Phase wurde erneut abgenommen und zur Fallung der RNA in einem
neuen Reaktionsgefa® mit 1 Volumen Isopropanol und 1/10 Volumen 3M Natriumacetat
(pH5,4) gemischt. Nach einer Inkubation bei -70°C (30min) wurde die RNA pelletiert (20min,
15.000xg, 4°C), mit 70% EtOH gewaschen und nach dem Lufttrocknen bei 65°C in 50-
100ul DEPC-H20 resuspendiert. Die Aufbewahrung erfolgte bei -70°C.

1.2.3.5. Bestimmung der Konzentration und Reinheit von Nukleinsauren
Die Konzentrationsbestimmung sowie die Ermittlung des Reinheitsgrades von Nukleinsaure-
I6sungen erfolgte photometrisch mit Hilfe des ,Gene Quant 1| RNA/DNA Calculator® [Amer-

sham, Braunschweig].
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Fir eine Konzentrationsabschatzung von DNA-Molekilen im Agarosegel wurden 5-10% der
DNA-L6sung parallel zu einer definierten Menge DNA-Marker in eine Elektrophorese (vgl.
[1.2.3.6) eingesetzt und die Intensitat ahnlich groRer Fragmentbanden gegeneinander aus-

gewertet.

1.2.3.6. Elektrophorese von Nukleinsauren, Gelextraktion

Zur Auftrennung von DNA-Molekilen nach ihrem Molekulargewicht wurden Gele aus
0,7% - 1,5%(w/v) Agarose in 0,5x TBE angesetzt. Die DNA-Proben wurden vor dem Auftra-
gen auf das Gel mit 1/10 Volumen DNA-Ladepuffer versetzt. Die elektrophoretische Auftren-
nung erfolgte in 0,5x TBE bei 4-8 Vem™ und wurde anschlieRend durch Photographieren des
Gels unter UV-Licht dokumentiert. Die Extraktion von DNA-Fragmenten, die unter UV-Belich-
tung (langwellig) aus dem Agarosegel ausgeschnitten wurden, erfolgte mit Hilfe des “Nucleo
Spin™ Extract-Kit* [Macherey-Nagel, Diiren] gemaR den Angaben des Herstellers.

Die Auftrennung von RNA-Molekiilen erfolgte fiir 3-5h bei 6 Vem™ in einem denaturierenden
Agarosegel (1,1%(w/v) Agarose, 0,5x MOPS, 5%(v/v) Formaldehyd in DEPC-H,0). Vor dem
Auftragen auf das Gel wurden die RNA-Proben im Volumenverhaltnis 1:1 - 1:4 mit RNA-
Ladepuffer vermischt und 5min bei 65°C erhitzt. Die photographische Dokumentation erfolgte
unter UV-Licht.

1.2.3.7. Southern Blot

In einem DNA-Agarosegel wurden pro Spur 10ug gespaltene DNA aufgetrennt (vgl. 11.2.3.6),
10-15min in 0,2N HCI depuriniert und 45-60min in alkalischer Losung (0,5M NaOH/
1,5M NaCl) denaturiert [89]. Der Transfer der DNA auf Biodyne B Transfer Membran 0,45um
[Pall, Dreieich] erfolgte mittels Kapillarkraft, wobei die Nukleinsdauren durch den Strom von
Transferpuffer (10x SSC) aus dem Gel auf die Membran Ubertragen werden [1]. Nach dem
Transfer UN bei RT wurde die Membran in 2x SSC gewaschen und luftgetrocknet. Fur den
Nachweis der DNA wurden 100ng Sonden-DNA mit Hilfe der ,Ready-To-Go DNA Labelling
Beads (-dCTP)“ [Amersham, Braunschweig] nach den Angaben des Herstellers radioaktiv
markiert und uber ,ProbeQuant G-50 Micro Columns® [Amersham, Braunschweig] aufgerei-
nigt. Die Prahybridisierung der Membran erfolgte 1h bei 65°C in Hybridisierungspuffer [90].
AnschlieRend wurde die denaturierte (2-3min, 94°C) DNA-Sonde zur Membran in den Hybri-
disierungspuffer gegeben und UN bei 65°C hybridisiert. Das Waschen der hybridisierten
Membran erfolgte je 2x 20min bei 65°C in Waschpuffer A und je 4x 20min bei 65°C in
Waschpuffer B. AnschlieRend erfolgte die Exposition der Membran durch Auflage eines

Rontgenfilms fur 1-14d.
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1.2.3.8. Northern Blot

Nach dem Auftrennen der RNA (10ug/Spur) in einem denaturierenden Agarosegel (vgl.
[1.2.3.6) wurde die RNA ohne weitere Behandlung auf eine Membran transferiert (vgl.
[1.2.3.7). Zur stabilen Bindung der RNA an die Membran wurde diese anschlieend mit UV-
Licht (1200ud X100) bestrahlt und luftgetrocknet. Die Hybridisierung der Membran mit radio-
aktiv markierter DNA-Sonde (vgl. 11.2.3.7) erfolgte entsprechend der Methode zur Hybridisie-
rung von Southern Blot Membranen (vgl. 11.2.3.7). Zur Quantifizierung des Expressions-
niveaus eines Gens wurde dieselbe RNA mit ,housekeeping gene“ ACT1 hybridisiert. Das
Verhaltnis der Bandenintensitaten auf den erhaltenen Autoradiogrammen wurde mittels des
Phosphor Imager FLA 3000G [Fuji Photo Film Europe, Diusseldorf] bestimmt und mit Hilfe der

zugehdrigen Software ausgewertet.

11.2.4. Infektionsversuche

1I.2.4.1. Makrophageninfektion in vitro

Die fir die Infektion von M® bestimmten C. albicans Stamme wurden aus UNK (vgl.
[1.2.1.1.1.) geerntet, zweimal in PBS4-c gewaschen und die Pilzzellzahl fur MOls von 1:8 bzw.
1:16 (C. albicans : M® Verhaltnis) in 50pl PBS4c eingestellt. Diese wurden den in ,Glas
Chamber Slides” kultivierten Peritonealexsudat-M® (vgl. 11.2.1.3.1.) beigefugt. Zu den vorge-
sehenen Zeitpunkten wurde die Infektion nach einmaligem Waschen der Zellen mit PBS37¢c
durch Fixierung in 200ul ,HistoChoice“ (15min, RT) beendet.

Fur Md-Infektionen mit C. albicans-Stammen, die Gene unter der Kontrolle des PCKp Uber-
exprimieren, wurden die Zellen in 10%(v/v) Click-RPMI +10%(v/v) FCS kultiviert. (Eta-blier-
ung der Methode vgl. 111.3.4.3.1).

Einige Infektionsversuche wurden mit aktivierten M® durchgefuhrt; d.h., die M® wurden 4h

vor der Infektion mit 50ng mI™ LPS und 20ng mlI™ IFNy Medium stimuliert.

11.2.4.2. Mausinfektionen

11.2.3.2.1. Vaginalinfektion

Aus den fur die Infektion bestimmten C. albicans Vorkulturen (vgl. 11.2.1.1.1.) wurde jeweils
1ml geerntet und nach dreimaligem Waschen in 1ml PBS4-c aufgenommen. Fur die Injektion
wurden 5x10* Blastosporen in 200ul PBS4:c eingestellt. Die Anzahl der lebenden Zellen wur-
de vor der Infektion durch Ausplattieren von sequenziell verdiinntem Inokulum auf YPD-Fest-

medium und Auszahlen der CFU nach Bebrutung (UN, 37°C) bestimmt.
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Eine vaginale Candidose kann bei Nagetieren nur dann induziert werden, wenn sich diese im
Stadium der Scheinschwangerschaft befinden [91-93]. Daher wurde jeder Maus 72h vor der
Infektion 0,02mg Estradiol Valerate in 0,1ml Sesamdl subkutan injiziert. Diese Ostrogenbe-
handlung wurde Uber die Dauer der Infektion alle 7d wiederholt.

In jedem Versuch wurden pro C. albicans-Stamm und Auswertungszeitpunkt finf bis zehn
Mause eingesetzt. Diesen wurde unter Ether-Betaubung je 20ul Inokulum intravaginal verab-
reicht. Der Verlauf der Infektion wurde durch die Bestimmung der vaginalen Pilzbeladung zu
verschiedenen Zeitpunkten nach der Inokulation kontrolliert [91]. Hierflir wurde bei jeder ge-
toteten Maus eine Lavage des Vaginalkanals mit je 0,1ml PBS durchgefiihrt und anschlie-
Rend das gesamte Vaginalgewebe prapariert. Die Lavagen und die Homogenisate der Vagi-
nalgewebe wurden fur die CFU-Bestimmung jeweils sequenziell verdunnt auf SabC-Agar
ausplattiert. Das Auszahlen der gewachsenen Kolonien erfolgte nach 48-72h Bebritung bei
RT. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels des ,Student’s t-Test* durch An-
wendung des ,PRISM*“-Programms [GraphPad Software, San Diego CA]. Werte von P<0.05
(ermittelt durch ,two tailed” Test) wurden als signifikant erachtet.

Fur die phanotypische Charakterisierung der Pilzstamme in vivo wurden Aliquots sowohl der
Lavagen, als auch der praparierten Gewebe herangezogen. Nach Inkubation in 20% KOH
zur Zersetzung des Mausgewebes und Sedimentierung der Zellen (10.000xg, 5min) wurden
diese in eine Blancophor-Lésung (0,1% Blancophor P in 20% KOH) aufgenommen und flou-

reszenz-mikroskopisch analysiert (vgl. 11.2.5).

11.2.3.2.2. Systemische Infektion

Die C. albicans Blastosporen wurden wie vorher beschrieben (vgl. 11.2.3.2.1) fur die Infektion
aufbereitet. Die Zellzahlen fir die einzusetztenden InokulumgréRen wurden in je 200l
PBS,:-c eingestellt und die CFU vor der Infektion bestimmt (vgl. 11.2.3.2.1).

Die systemische Infektion der Mause erfolgte intravends Uber die lateralen Schwanzvenen
durch Injektion von 200pl Inokulum pro Maus. Je Versuch wurden pro eingesetztem
C. albicans-Stamm acht bis zehn Mause infiziert. Die Auswertung erfolgte durch die Bestim-
mung der Uberlebenszeit der Maduse nach der Infektion. Die Uberlebenskurven wurden in An-
lehnung an Kaplan-Meier durch Anwendung des ,PRISM“-Programms [GraphPad Software,
San Diego CA] erstellt und mittels des ,log-rank® Test verglichen (Mantel and Haenszel,
1958). Ein p Wert <0.05 wurde als signifikant erachtet.

Zur Bestimmung des in vivo-Phanotyps der eingesetzten C. albicans-Stamme wurden die
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Nieren der infizierten Mause prapariert und nach Zersetzung und Farbung (vgl. 1.2.3.2.1.)

floureszenz-mikroskopisch untersucht (vgl. 11.2.5).

11.2.5. Bilddokumentation

1.2.5.1. Aufarbeitung der Praparate

Fur die Analyse von C. albicans-Zellen aus Flussigkulturen wurden Aliquots der Zellsuspen-
sionen auf Objekttrager aufgetragen und ohne weitere Farbung eingedeckt. Proben aus
in vivo-Infektionsversuchen wurden vor dem Anfertigen des Praparats mit dem optischen
Aufheller Blankophor P gefarbt (vgl. 11.2.3.2.1.). Die auf ,Glas Slides" fixierten Zellen von M®-
Infektionen (vgl. 11.2.4.1) wurden einer PAS-Farbung unterzogen und anschliel3end in ,Kai-

sers Glyceringelatine“ [Merck, Nirnberg] eingebettet.

1.2.5.2. Mikroskopie

Die mikroskopische Auswertung erfolgte durch Aufnahme digitaler Bilder mittels einer ,SPOT
camera*“ [Visitron Systems, Puchheim] an einem Zeiss Axiophot Mikroskop [Zeiss, Géttingen]
und der Bildbearbeitung mit Hilfe der "MetaView imaging software” [release 4.6.5, Universal
Imaging Corporation].

Ungefarbte und PAS-gefarbte Praparate wurden im Hellfeld aufgenommen. Blancophor-
gefarbte Praparate (Farbungen vgl. 11.2.5.1) wurden mittels UV-Licht (365nm) zur Floures-
zenz angeregt und unter Anwendung des ,Filtersatz 2 (Strahlenteiler: 395nm, Emmission:

420nm) [Zeiss, Gottingen] aufgenommen.
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Il. Ergebnisse

.1. Expressionsanalysen: CaTEC17-requlierte hyphenspezifische

Gene

Datenbankanalysen hatten ergeben, dal’ in den Promotoren der hyphenspezifischen Isogene
SAP4-6 zwei (SAP4) bzw. drei (SAP5, SAP6) TEA/ATTS Konsensus-Sequenzen (TCS) lie-
gen. Da entsprechend zu erwarten war, dal} die Expressionsmuster dieser Virulenzfaktoren
nach Seruminduktion in der catec1/catec1-Mutante verandert sind, wurde diese in Northern
Blot Analysen untersucht. Die aus dem Wildtyp-Stamm SC5314, der Mutante CaAS18
(catec1/catec?) und der Revertante CaAS20 (catec1/catec1 pVEC-CaTECT) isolierte RNA
wurde gleichzeitig mit den Plasmiden p206 (SAP4-ORF), p207 (SAP5-ORF) und p208 (SAP6-
ORF) hybridisiert. Wie in Abb. IlI-1 ersichtlich, sind die SAP4-6 Gene in Abwesenheit von
CaTECT1 nicht mehr induzierbar (Spur 9-12), wohingegen im Wildtypstamm (Spur 1-4) und
der Revertante (Spur 5-8) vergleichbare Mengen SAP4-6 mRNA eprimiert werden [2].

Die Hybridisierung derselben RNA mit einer EFG1-Sonde (1,28kb EFG171-ORF aus pBI-
HAHYD/Bgl 1), zeigte ein gegenteiliges Ergebnis. Die zwei untersuchten Stamme CaAS18
und CaAS20 exprimierten dieselben Mengen des EFG7-Gens wie der Wildtyp-Stamm (Abb.
[1I-1), was durch die Quantifizierung des EFG1/ACT1 Expressionsverhaltnisses mittels ,Phos-
phorlmager” und der zugehorigen Software bestatigt wurde [2]. Die erhaltenen Daten lassen
erkennen, dal® die Expression von EFG1 nicht von CaTec1p abhangig bzw. beeinflult ist.
Trotzdem ist die Expression von EFG1 auf Wildtyp-Niveau nicht ausreichend, um die Bildung
von Hyphen in Abwesenheit von CaTEC1 zu regulieren. Dies deutet darauf hin, dall CaTEC1
neben der Aktivierung von Virulenzfaktoren weitere regulatorische Funktionen wahrend der
Hyphenbildung Ubernimmt.

FUr die Identifizierung weiterer, noch unbekannter CaTEC1-regulierter Gene von C. albicans
wurde geplant, die Genexpression der catec1/catec1-Mutante und der CaTEC7-Revertante
unter (1) hefe-favorisierenden und (2) hypheninduzierenden Bedingungen mittels ,Micro Ar-
ray“-Analysen vergleichend zu untersuchen. Als Voraussetzung fur solche Analysen mufte
ein reproduzierbares Expressionsniveau des CaTEC17-Gens in der Revertante gewahrleistet
sein. Um dies zu erreichen, sollte der Vektor pVEC-CaTECT1 [2] stabil in den deletierten
CaTEC1-Lokus des Stammes CaAS15 (catec1/catect) [2] integriert werden. Der Vektor wur-
de dafur an einer Bsu36 I-Schnittstelle in der 5’-UTR des CaTEC7-Gens gedffnet und Uber
die CaTEC1-Flanken (5°-UTR [772bp] + CaTEC1-ORF + 3'UTR [1031bp] und 180bp
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CaTEC1-5"UTR) durch homologe Rekombination in den deletierten CaTEC1-Lokus integriert
(resultierender Stamm CaAS20™). Um den catec1/catec-Kontrollstammes zu generieren,
wurde mittels Nsi |-Restriktion der CaTEC71-ORF aus dem Vektor pVEC-CaTEC1 ausge-
schnitten und das Vektorfragment Uber die verbleibenden CaTEC17-Flanken (270bp 5UTR
und 190bp 3°UTR) in das Genom von CaAS15 integriert (resultierender Stamm CaAS18™).
Die Bestatigung der Integrationen erfolgte auf molekularer Ebene mittels PCR und auf Zell-
ebene in Hypheninduktionsversuchen (Daten nicht gezeigt). Aullerdem wurden die Stamme
in systemischen Mausinfektionsmodellen getestet. Abb. 1ll-2 zeigt eine reprasentative Aus-
wertung der erhaltenen Uberlebenskurven. Der Vergleich zeigt, daR der Stamm CaAS18™
wie die bereits charakterisierte Mutante CaAS18 (catec1/catec1 pVEC) in seiner Virulenz at-
tenuiert ist (weile Symbole in Abb. IlI-2) und dald durch das integrierte Plasmid
pVEC-CaTEC1 der Virulenzdefekt im Stamm CaAS20™ ebenso kompensiert wird, wie in der
Revertante CaAS20 (catec1/catec1 pVEC-CaTECT) (schwarze Symbole in Abb. IlI-2). Damit
wurden die Stamme CaAS18™ und CaAS20™ als geeignet fiir ,Micro Array“-Analysen befun-
den und zur Durchfuhrung dieser Versuche an die kooperierende Arbeitsguppe von Steffen
Rupp (Fraunhofer Institut fir Grenzflachen- und Bioverfahrenstechnik, Stuttgart) weitergege-
ben. Bis zum gegenwartigen Zeitpunkt wurden sechs Gene identifiziert, deren Expression in
der Revertante nach Seruminduktion hochreguliert ist und die in Abwesenheit von CaTEC1
nicht mehr aktiviert werden. Es handelt sich dabei um die Gene der hyphenspezifischen Zell-
wandproteine HWP1 (hyphal wall protein) [94] und HYR1 (hyphally regulated) [95], sowie die
Adherenz-vermittelnden Zelloberflachen-Proteine ALS1,3,8 (agglutinine-like sequence) [96]]
und ALA1 (agglutinine-like adhesine) [97]. Derzeit werden diese Ergebnisse in Northern Blot

Analysen bestatigt.
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Abb. llI-1: Geneexpression in der catec1/catec1-Mutante

Vergleich der SAP4-6- und der EFG1-Expression im Wildtyp Stamm SC5314 (Spur 1-4), der Revertante CaAS20
(Spur 5-8) und der catec1/catec1-Mutante CaAS18 (Spur 9-12) unter hefe-favorisierenden Bedingungen (Y) bzw.
45, 90 und 300min nach der Hypheninduktion durch Serum bei 37°C. In Abwesenheit von CaTEC1 wird die
SAP4-6-Expression in der Hyphephase nicht mehr aktiviert (oberes Autoradiogramm). Die EFG7-Expression ist
in der catec1/catec1-Mutante hingegen unverandert (mittleres Autoradiogramm). Zur Kontrolle vergleichbarer
Probenbeladung wurde dieselbe Northern Blot Membran mit ACT1 hybridisiert (unteres Autoradiogramm).
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Abb. llI-2: Virulenzcharakterisierung der Int-Stammen

Virulenzassays von Balb/c-Mausen, die mit je 1x10° Zellen der catec?/catec1-Mutanten (weile Symbole)
CaAS18™ (pVEC intrachromosomal) bzw. CaAS18 (pVEC extrachromosomal) oder der Revertanten-Stamme
(schwarze Symbole) CaAS20™ (pVEC-CaTECT intrachromosomal) bzw. CaAS20 (pVEC-CaTEC1 extrachromo-
somal) infiziert wurden. Die Uberlebenskurven zeigen, daf die Stdmme nach Integration der Plasmide (Quadrate)
vergleichbare Virulenzeigenschaften aufweisen, wie die Kontrollstdmme mit extrachromosomalen Plasmiden
(Dreiecke).
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Il.2. catec1/catec1-Mutante: Virulenzcharakterisierung

l.2.1. in vitro: Makrophagen-Infektion

Defekte in der Hyphenentwicklung gehen in C. albicans-Zellen zumeist mit dem Unvermdogen
einher, aus Makrophagen (M®) auszubrechen. Dies wurde bereits fur verschiedene
C. albicans-Mutanten, z.B. die efg1/efg1-Mutante [29], gezeigt. Um zu testen, ob sich die De-
fekte in der Hyphenbildung der catec1/catec1-Mutante ebenfalls auf die Fahigkeit zur Evasion
aus M® auswirkt, wurden in vitro C. albicans-M®-Interaktionen untersucht. Die catec1/catec1-
Mutante CaAS18 und die Revertante CaAS20 (catec1/catec1 pVEC-CaTEC1T) wurden fur die

Infektion von Peritonealexsudat-M® eingesetzt (Abb. I1I-3).

CaAS20 CaAS18
catec1/catec1 catec1/catec

(PVEC-CaTEC1) (PVEC)

T ; = |
8h} ¢ ‘1& v e j
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Abb. llI-3: C. albicans - M® - Interaktion

Infektion von Peritonealexsudat-M® mit der catec1/catec1-Mutante CaAS18 bzw. der Revertante CaAS20
(catec1/ catec1 pVEC-CaTEC1) (MOI 1:16). Uber die Inkubationszeit von 8h bzw. 24h entwickelten die CaAS20-
Zellen Keimschlauche und lange Hyphen (a und b), die die Evasion aus den M® ermdglichten (schwarze Pfeile in
a). Die Zellen der catec1/catec1-Mutante CaAS18 bildeten hingegen pseudohyphige Filamente (c) und akkumu-
lierten in den M® (weil3e Pfeile in d).
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Wahrend einer Infektionsdauer von 8h bildete die Revertante CaAS20 Keimschlauche, die
sich zu Hyphenzellen entwickelten. Diese befahigten die Pilzzellen, aus den M® auszubre-
chen (schwarze Pfeile in Abb. 1ll-3, a). Die Revertantenzellen entwickelten sich innerhalb von
24h unbeeintrachtigt weiter in typische Mycelien (Abb. 1ll-3, b). Im Gegensatz dazu war die
Mutante CaAS18 (catec1/catec1 pVEC) nicht in der Lage, aus den M® zu entkommen. Die
catec1/catec1-Pilzzellen hauften sich nach der Phagozytose durch die M® in denselben an
(Abb. 1ll-3, c; weilte Pfeile in d). Innerhalb von 24h erhohte sich ihre Anzahl von 1,8 auf 3,9
C. albicans-Zellen pro M®. Daraus lalit sich schlielRen, dal® C. albicans in Abwesenheit von
CaTEC1 in M® weiterleben und replizieren kann, jedoch aufgrund der Defekte in der Hyphen-
bildung nicht zu einem Ausbruch aus M® fahig ist. Das bedeutet, dal} CaTEC1 fur die Evasi-

on von C. albicans aus M® notwendig ist.

I1.2.2. in vivo: Mausinfektionen
Um herauszufinden, ob CaTEC1 auch flur die Virulenz von C. albicans in vivo von Bedeutung
ist, wurde untersucht, wie sich die catec1/catec1-Mutante in den murinen Infektionsmodellen

der Vaginalinfektion und der systemischen Candidose verhalt.

l.2.2.1. Vaginalinfektion

FUr die Infektion des vaginalen Epithels wurden Balb/c Mause mit der catec1/catec1-Mutante
CaAS18 und der Revertante CaAS20 (catec1/catec1 pVEC-CaTEC1) intravaginal inokuliert
und anschlieRend das Uberleben bzw. die Replikation der Pilzzellen auf der vaginalen Haut
kontrolliert. In Abb. 11l-4A sind zwei Auswertungen der unternommenenen Versuche graphisch
dargestellt. Die Anzahl der lebenden Pilzzellen (CFU), die aus dem infizierten Vaginalkanal
zurickgewonnen werden konnte, war sowohl am Tag 7, als auch am Tag 14 nach der Infekti-
on, fir CaAS18 (weille Symbole in Abb. IlI-4A) und CaAS20 (schwarze Symbole in Abb. IlI-
4A) ahnlich. Die Deletion der beiden CaTEC7-Allele hatte demnach keinen signifikanten Ef-
fekt auf die Fahigkeit von C. albicans, sich auf dem vaginalen Epithel zu etablieren.

Die mikroskopische Aufarbeitung der floureszenzgefarbten Pilzzellen aus den Vaginallavagen
zeigte weiterhin, dal® beide eingesetzten Pilzstdamme einen ahnlichen filamentésen Phanotyp
aufweisen (Abb. 111-4C; a und b). Die in vitro beobachteten Defekte in der Hyphenbildung der
catec1/catec1-Mutante scheinen demnach im vaginalen Milieu nicht aufzutreten.

Diese Ergebnisse zeigen, dall C. albicans auch in Abwesenheit von CaTEC1 in der Lage ist,

auf der vaginalen Haut zu tberleben und zu replizieren.
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l.2.2.2. Systemische Infektion

Um eine systemische Infektion zu setzen, wurden Balb/c-Mause intravends mit der
catec1/catec1-Mutante CaAS18 und der Revertante CaAS20 (catec1/catec1 pVEC-CaTECT)
inokuliert und anschlieRend der Krankheitsverlauf bzw. das Uberleben der infizierten Mause
Uberwacht. In Abb. 11l-4B ist eine reprasentative Auswertung der unternommenenen Versuche
dargestellt. Die Infektion mit CaAS20-Zellen resultierte im Sterben aller infizierten Mause in-
nerhalb von 13d nach der Infektion (schwarze Kreise in Abb. IlI-4B). Dagegen uberlebten
70% der Mause, die mit CaAS18-Zellen infiziert wurden, bis zum Abbruch des Versuches am
Tag 50 nach der Infektion (weilde Kreise in Abb. IlI-4B). Diese Mause zeigten keinerlei Kklini-
sche Krankheitsanzeichen (wie struppiges Fell, Gewichtsverlust, gekrimmte Haltung und Le-
thargie). Die statistische Analyse der beiden Uberlebenskurven ergab signifikante Unter-
schiede (p<0,0001) in der Mortalitatsrate der CaAS18- und CaAS20-infizierten Mause. Um
ahnliche klinische Verlaufe wie bei einer CaAS20-Infektion zu erzielen, muf3ten Inokulumgro-
Ren von 1x10” CaAS18-Zellen fiir die Infektion eingesetzt werden (Daten nicht gezeigt).

Bei einem Vergleich der Pilzbeladung verschiedener Organe nach der intravendsen Applikati-
on mit CaAS18 und CaAS20 zeigte sich, dal® sich die Pilzzellen beider Stamme fast aus-
schlie3lich in den Nieren der infizierten Mause ablagern, wohingegen im Gehirn, der Milz und
der Leber kaum Pilzzellen zu finden sind (Daten nicht gezeigt). Entsprechend versterben die
infizierten Tiere zumeist an Nierenversagen. Die mikroskopische Aufarbeitung der floures-
zenzgefarbten Pilzzellen aus den Nieren der infizierten Mausen zeigte, dal} beide eingesetz-
ten Pilzstamme ahnliche filamentdse Phanotypen aufweisen (Abb. I1I-4C; c,d und e). Genau-
so wie im vaginalen Milieu (vgl. 111.2.2.1; Abb. 1lI-4C, a und b) zeigtdie catec1/catec1-Mutante
im Nierengewebe eine vergleichbare Fahigkeit zur Hyphenbildung, wie die Revertante.
Daraus laRt sich schliefen, daly die im Wirtsorganismus vorherrschenden Bedingungen die
morphogenetische Entwicklung von C. albicans auch in Abwesenheit von CaTEC1 induzie-
ren. Trotz der Filamentation in vivo ist die Virulenz der catec1/catec1-Mutante im systemi-
schen Modell jedoch signifikant supprimiert. CaTEC1 scheint demnach in C. albicans eine

aullerst wichtige Bedeutung fur die Etablierung einer systemische Infektion zu haben.
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Abb. llI-4: Virulenzcharakterisierung der catec1/catec7-Mutante

Virulenzassays von Balb/c-Mausen, die mit der Mutante CaAS18 (catec1/catec1 pVEC) bzw. der Revertante
CaAS20 (catec1/catec1 pVEC-CaTECH1) infiziert wurden. A. Pilzbeladung (log CFU) von Vaginallavagen infizierter
Mause (n=10) am Tag 7 bzw. 21 nach Inokulation mit 5x10* C. albicans-Zellen. Die Auswertung von zwei unab-
héngigen Experimenten (Quadrate und Kreise) ergab, daR sich die catec1/catec1-Mutante (weiRe Symbole)
ebenso gut im Vaginalkanal etablieren kann, wie die Revertante (schwarze Symbole). B. Uberlebenskurven von
Mausen (n=10), die mit 5x10° C. albicans-Zellen intravends infiziert wurden. Die Virulenz der catec?/catec?-
Mutante CaAS18 (weilRe Kreise) ist im Vergleich zur Virulenz der Revertante CaAS20 (schwarze Kreise) signifi-
kant (p<0,0001) attenuiert. C. Floureszenzaufnahmen von Pilzzellen, die aus Vaginallavagen (a, b) und infizierten
Nieren (c - e) isoliert wurden. Die catec1/catec1-Mutante CaAS18 ist in vivo ebenso in der Lage, Hyphen zu ent-
wickeln (b, d und e), wie die Revertante CaAS20 (a und c).



Ergebnisse 36

Il.3. Bestimmungq der Position von CaTec1p in den morphogeneti-

schen Signaltransduktionswegen von C. albicans

Die vorausgegangenen Ergebnisse zur Phanotypbestimmung der C. albicans catec1/catec1-
Mutante zeigten, dal® diese Defekte in der Hyphenbildung und Virulenz aufweist und dafl
CaTEC1 offensichtlich eine wichtige Rolle bei der Regulation dieser Mechanismen uber-
nimmt. Dementsprechend stellte sich die Frage, welche Position CaTEC1p in den Signalkas-
kaden der Hyphenbildung einnimmt. Um diese Frage zu beantworten wurden drei verschie-
dene Methoden angewendet: (1) die Phanotypen verschiedener Signalkaskadenmutanten
wurden mit dem der catec1/catec1-Mutante verglichen, (2) die Expressionsmuster verschie-
dener Signaltransduktionsfaktoren wurden in der catec1/catec1-Mutante analysiert und eben-
so die CaTEC1-Expression in diesen Signalkaskadenmutanten untersucht, (3) CaTECT wur-
de in den entsprechenden Signalkaskadenmutanten Uberexprimiert und ebenso einzelne Fak-

toren der Signaltransduktionwege in der catec1/catec1-Mutante.

ll.3.1. Phanotypvergleich verschiedener Signaltransduktionsmutanten

mit dem catec1/catec1-Phanotyp in vitro und in vivo
Die C. albicans cph1/cph1-Mutante weist in vitro keinerlei Defekte wahrend der serumindu-
zierten Hyphenbildung auf [47] und es sind keine Virulenzdefekte in Mausinfektionsmodellen
nachzuweisen [29]. Die Deletion von CaTEC1 [2] hat dagegen ahnliche Konsequenzen fur die
seruminduzierte Hyphenbildung und die Virulenz von C. albicans wie die Deletion des
RAS1 [30] oder des EFG1-Gens [29, 31]. Jede dieser Mutanten bildet nach der Seruminduk-
tion in vitro uUberwiegend Pseudohyphen und ist nicht mehr in der Lage, echte Hyphen zu ent-
wickeln. Diese Defekte hemmen in allen drei Mutanten die Evasion aus M®. AuRerdem wei-
sen alle drei Mutanten eine stark attenuierte Virulenz im systemischen Mausinfektionmodell
auf. Ras1p vermittelt als Ubergeordneter Signaltransduktionsfaktor hypheninduzierende Si-
gnale an den MAPK-Signaltransduktionweg (terminaler Transkriptionfaktor CPH1p) und an
den cAMP-Signaltransduktionsweg mit dem terminaler Transkriptionfaktor EFG1p [30]. Nur
die Unterbrechung der cAMP-Signalkaskade durch die Deletion des EFG71-Gens verursacht
Defekte ahnlich dem catec1/catec71-Phanotyp. Daraus ladt sich folgern, da® CaTec1p eine
Komponente derselben Signalkaskade sein konnte, in der auch Efg1p liegt. Um diese Hypo-
these zu testen, wurde die Expression der entsprechenden Gene in den Signalkaskadenmut-

anten analysiert.
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ll.3.2. Expressionsanalysen

In Northern Blot Analysen wurde die CaTEC1-Expression nach Hypheninduktion in Mutanten
untersucht, die entweder fur RAS1, CPH1, EFG1 einzeln, oder EFG1 und CPH1 in Kombina-
tion deletiert sind. (Abb. 11I-5). In Abwesenheit des RAS7-Gens erreichte die CaTEC1-Expres-
sion Wildtyp-Niveau, jedoch wurde die Transkription erst 5h nach Seruminduktion aktiviert
(Abb. 11I-5B; Spur 1-3), wahrend in der Revertante (ras1/ras1 pVEC-RAS17) schon nach 1h ei-
ne Expression zu detektieren war (Abb. IlI-5B; Spur 4-6). In der cph1/cph1-Mutante (Abb. IlI-
5A; Spur 13-16) war die CaTEC1-Expression nicht beeintrachtigt. Dagegen war die Induktion
der CaTEC1-Transkription in Abwesenheit von EFG1 (Abb. IlI-5A; Spur 5-8) ebenso wie in
der efg1/efg1 cph1/cph1-Mutante (Abb. 1lI-5A; Spur 9-12) nahezu abgeschaltet. Die Deletion
von EFG1 hat offensichtlich in allen getesteten genetischen Hintergriinden starken Einflu} auf
die CaTEC1-Expression. Aus diesen Ergebnissen wurde geschlossen, dal® die Expression
des CaTEC1-Gens hauptsachlich von Efg1p abhangig ist und dal} CaTec1 entsprechend eine
Position unterhalb von Efg1p in der cAMP-Signalkaskade einnimmt. Diese Hypothese wurde
auch dadurch bestatigt, da® die EFG7-Expression in der catec1/catec1-Mutante (CaAS18)
nicht beeintrachtigt ist. Dies wurde bereits im Rahmen der Charakterisierung der Mutante in
Northern Blot Analysen gezeigt (vgl. Ill.1; Abb. Ill-1). Das Ergebnis zeigt, dal® die Signalkas-
kade oberhalb von Efg1p nicht vom Fehlen des Transkriptionsfaktors CaTec1p betroffen ist.
Neben Efg1p nimmt, wenn auch deutlich geringer, Ras1p Einfluly auf die CaTEC7-Expres-
sion. Dies zeigt die verzdogerte CaTEC1-Aktivierung in der ras1/ras1-Mutante (Abb. I1I-5B).
Um den Zusammenhang zwischen dem uUbergeordneten Signaltransduktionsfaktor Ras1p und
dem anscheinend terminal der cAMP-Signalskaskade liegenden CaTEC1p naher zu charak-
terisieren, wurde die CaTEC1-Expression in einer HST7-Uberexprimierenden rasi/rasi-
Mutante untersucht. Hst7p nimmt als MAP Kinase Kinase eine Position in der MAPK-
Signalskaskade [44, 45, 98] ein und es wurde gezeigt, dal die HST7-UE die Morphologie-
und Virulenzdefekte der ras1/ras1-Mutante revertiert [30]. Wie in Abb. 1lI-5C zu sehen, wurde
auch die verzogerte Aktivierung der CaTEC1-Transkription (5h nach Hypheninduktion) in Ab-
wesenheit von RAS7 (Abb. 1lI-5C; Spur 1-3) durch die HST7-UE wieder auf 1h nach der
Hypheninduktion zurtiickgesetzt (Abb. 11I-5C; Spur 4-6). Dies zeigt, dal} Ras1p durch die Ver-
mittlung von Signalen Uber die MAPK-Kaskade die CaTECT7-Expression beeinflut. Daraus
laRt sich schlielken, dal® CaTEC1p in diesem Signaltransduktionsweg, ebenso wie im cAMP-
Weg, eine terminale Position einnimmt. Um diese Vermutung zu bestatigen, wurden die ent-

sprechenden Signalkaskadenmutanten in Epistase-Analysen untersucht.
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Abb. llI-5: CaTEC1-Expressionsanalysen in Signalkaskadenmutanten

Vergleich der CaTEC1-Expressionsmuster in verschiedenen Signalkaskadenmutanten von C. albicans (Genoty-
pen Uber Autoradiogramm angegeben) unter hefe-favorisierenden Bedingungen (Y) bzw. 45, 90 und 300min (in
A.) oder 60 und 300min (in B. und C.) nach der Hypheninduktion durch Serum bei 37°C. Die Hybridisierung der
isolierten RNA erfolgte mit einer CaTEC7-Sonde. Die EtBr-gefarbten Banden der ribosomalen RNA (rRNA) dien-
ten als Kontrollen gleicher Probenbeladung. A. Die Aktivierung der CaTEC1-Expression infolge Seruminduktion
ist in der efg1/efg1-Mutante und der efg1/efg1 cph1/cph1-Mutante inhibiert, wohingegen die CPH1-Deletion die
CaTEC1-Expression nicht beeintrachtigt. B. Die Induktion der CaTEC7-Expression findet in der rasi/ras1-
Mutante im Vergleich zur Revertante (ras1/ras1 pVEC-RAS1) verzdgert statt. C. Diese Verzdgerung (vgl. B.) wird
durch die Uberexpression von HST7 in der ras1/ras1-Mutante wieder revertiert.

l.3.3. Epistase-Analysen

Die Epistase-Analyse ist eine geeignete und gebrauchliche Methode, um die Funktion von
Genen in C. albicans zu untersuchen. Eine wichtige Voraussetzung fur diese Analysen ist ein
regulierbarer Promotor, der eine kontrollierte Expression des nachgeschalteten Gens vermit-

telt. Fir die Uberexpression (UE) von CaTECT in C. albicans wurde daher der Promotor des
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transkriptionell regulierten PCK71-Gens [84] ausgewahlt. PCK1 codiert fur ein Enzym der Glu-
koneogenese und der PCK1-Promotor (PCKp) ist daher in Anwesenheit von Glukose repri-
miert. Nach seiner Aktivierung unter Glukosefreien Bedingungen (in Medien mit anderen Koh-
lenstoffquellen, vgl. 111.3.3.1.2.) vermittelt der PCKp ein hohes Transkriptionsniveau (Faktor
>100) des nachgeschalteten Gens. Uber die genauen Mechanismen der Regulation ist der-
zeit noch wenig bekannt. Es wird jedoch in Bezug auf Sequenzhomologien zum gut charakte-
risierten S. cerevisiae PCK1 [99] postuliert, dal® die Repression und Aktivierung des PCKp
Uber Bindung von spezif. Proteinen an regulatorische Sequenzen kontrolliert wird [84]. Ein
weiterer wichtiger Punkt fir die Auswahl des PCKp als UE-vermittelnder Promotor war, daf

dieser nicht durch Signale der Hefe—>Hyphe-Transition beeinflu3t wird.

l.3.3.1. CaTEC1-Uberexpressionsvektor: Klonierung, Funktionsanalyse und System-

etablierung in vitro

111.3.3.1.1. Klonierung des CaTEC1-Uberexpressionsvektors pPCKp-CaTEC1

Fir eine kontrollierte Expression wurde das CaTEC7-Gen hinter den regulierbaren PCK1-
Promotor (vgl. 111.3.3.1) in das Plasmids pPCKp kloniert. pPCKp wurde generiert, indem aus
dem Vektor pBI-HAHYD (freundlicherweise von J. Ernst (DUsseldorf) zur Verfligung gestellt)
nach einer Bgl lI-Restriktion das ca. 12kb groRe PCKp-Vektorfragment aufgereinigt und an-
schlieRend religiert wurde. Dieser Vektor diente in den Uberexpressionsversuchen als Leer-
vektorkontrolle. Mittels PCR wurde unter Verwendung der Oligonukleotide TEC10RF.03 und
TEC10RFUTR.02 der gesamte ORF (2,2kb) und ca. 1kb der angrenzenden 3'UTR des ge-
nomischen CaTEC17-Gens amplifiziert. Das erhaltene 3,28kb Fragment wurde mit BamH |
verdaut und in die kompatible Bgl/ II-Schnittstelle des Plasmids pPCKp direkt hinter den PCK-

Promotor kloniert, um den CaTEC1-Uberexpressionsvektor pPCKp-CaTECT zu generieren.

111.3.3.1.2. Funktionsanalyse des Vektors pPCKp-CaTEC1 und Etablierung des Uberexpres-

sionssystems in vitro

Um das Funktionieren des Vektors pPCKp-CaTEC1 zu testen wurde dieser in die uridinauxo-
trophe catec1/catec1-Mutante CaAS15 [2] transformiert (resultierender Stamm: CaAS35).
Infolge einer PCKp-kontrollierten Expression des CaTEC17-Gens sollte der Phanotyp der
catec1/catec1-Mutante revertiert werden. Als Kontrolle dienten CaAS15-Zellen, die mit dem
Leervektor pPCKp transformiert wurden (resultierender Stamm CaAS34), sowie die Stdmme
CaAS18 (catec1/catec1 pVEC) und CaAS20 (catec1/catec1 pVEC-CaTEC1). Da der PCKp

durch Glukose reprimiert wird, muB3te diese im Uberexpressionsmedium durch andere Koh-
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lenstoffquellen, wie z.B. Succinat oder Casaminosauren (SCAA) [84] ersetzt werden. Die
Stamme wurden daher parallel in 2% Succinat-Medium und 2% SCAA-Medium bei (1) 30°C
oder (2) 37°C in Anwesenheit von 10%(v/v) FCS inkubiert. Das Succinat-Medium wurde dar-
aufhin als ungeeignet beurteilt, da die Zellen aller Stdmme unter den untersuchten Bedingun-
gen deformierten und zu Aggregaten verklumpten. In Anwesenheit von SCAA hingegen ent-
wickelten sich die Zellen der Kontrollstamme CaAS18 und CaAS20 morphologisch wie zuvor
fur etablierte Kulturbedingungen beschrieben [2]. Des weiteren bildeten die pPCKp-CaTEC1-
transformierten catec1/catec1-Zellen in SCAA-Medium unter allen untersuchten Bedingungen
echte Hyphen (Abb. IlI-6; b und d). Die mit dem Kontrollvektor pPCKp transformierten Zellen
wiesen hingegen den typischen catec1/catec1-Phanotyp auf. Sie wuchsen unter hefe-favori-
sierenden Bedingungen als Blastosporen (Abb. Il1I-6; a) und bildeten unter hyphe-favorisieren-
den Bedingungen Pseudohyphen aus (Abb. IlI-6; c). Damit wurde die Funktionalitat des
pPCKp-CaTEC1 bestatigt und im Folgenden alle Epistase-Analysen in SCAA-Medium unter
(1) hefe-favorisierenden Bedingungen bei 30°C und (2) hyphe-favorisierenden Bedingungen
bei 37°C in Anwesenheit von 10%(v/v) FCS durchgefuhrt.

l1.3.3.2. In vitro: CaTEC1-Uberexpression im WT und in Signalkaskadenmutanten

Wahrend der PCKp-kontrollierten CaTECT1-Expression in der catec1/catec1-Mutante (vgl.
[11.3.3.1.2) fiel bereits auf, daf} nicht nur unter hypheninduzierenden, sondern auch unter hefe-
favorisierenden Bedingungen eine Hyphenentwicklung in den pPCKp-CaTEC7-transfor-
mierten Zellen stattgefunden hat (Abb. 1ll-6; b und d). Auch in Wildtyp-Zellen, die mit dem
pPCKp-CaTEC1 transformiert wurden, konnte infolge der kontrollierten CaTEC7-Expression
unter hefe-favorisierenden Bedingungen Hyphenbildung induziert werden (Abb. 1lI-6; f). Dies
deutet darauf hin, dal® CaTEC1p an sich ausreichend ist, um auch in Abwesenheit der strin-
genten hypheninduzierenden Signale Temperaturerhhung auf 37°C und Anwesenheit von
Serum in C. albicans Filamentation zu aktivieren. Da die nach Seruminduktion gebildeten
Hyphen der mit dem Leervektor pPCKp transformierten WT-Zellen (Abb. 1lI-6; g) morpholo-
gisch nicht von denen des CaTEC1-uberexprimierenden WT (Abb. IlI-6; h) zu unterscheiden
sind, kann ebenfalls gefolgert werden, daR die durch Uberexpression entstandenen unphysio-

logisch hohen Mengen an CaTEC1p in der Zelle die Hyphenbildung nicht beeintrachtigen.
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Abb. 11I-6: CaTEC1-Uberexpression in Signalkaskadenmutanten

Die Auswirkung der CaTEC1-Expression auf die morphologische Entwicklung ausgewahlter Stamme (Genoty-
pen links der Mikroskopaufnahmen angegeben) wurde unter hefe- und hyphe-favorisierenden Bedingungen in
vitro untersucht (Inkubationsbedingungen und Vektor-Status sind Uber den Mikroskopaufnahmen aufgefiihrt;
MaRstab entspricht 10um). Die Reversion des catec1/catec1-Phanotyps (c) nach Transformation mit pPCKp-
CaTEC1 (d) zeigt, daR der Uberexpressionsvektor im etablierten in vitro-System funktioniert. Die durch die Ca-
TEC1-Uberexpression nicht beeintrachtigte Hyphenbildung des Wildtyp-Stammes (g und h) zeigt, daR unphysio-
logisch hohe Mengen CaTec1p diese morphologische Entwicklung nicht stéren. In den Signalkaskadenmutanten
ras1/ras1 (k) und efg1/efg1 (o) wurden die Defekte in der Hyphenbildung durch die CaTEC1-Uberexpression
kompensiert (I und p). In allen untersuchten Stdmmen induzierte die CaTEC71-Uberexpression unter hefe-
favorisierenden Bedingungen Hyphenbildung (b, f, j, n). Die Transformation mit pPCKp hatte hingegen unter al-
len untersuchten Bedingungen keinen Effekt auf die morphologische Entwicklung.

Daraufhin wurden uridinauxotrophe C. albicans ras1/ras1-, efg1/efg1- und cph1/cph1-Zellen
mit pPCKp-CaTEC1 oder dem Leervektor pPCKp transformiert und deren morphologische
Entwicklung unter hefe- und hyphe-favorisierenden Bedingungen untersucht. Solange die Zel-
len in glukosehaltigem Flussigmedium vorkultiviert wurden (PCKp reprimiert; vektorvermittelte
CaTEC1-Expression inaktiv) konnten keine Unterschiede zwischen den pPCKp-CaTEC1- und

den pPCKp-transformierten Zellen festgestellt werden. Nach einem Transfer in glukosefreies
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SCAA-Medium (PCKp dereprimiert; vektorvermittelte CaTEC7-Expression aktiv) zeigten sich
jedoch deutliche morphologische Unterschiede. Wie in Abb. IlI-6 zu erkennen, wurden die
Phanotypen sowohl der pPCKp-CaTEC1-transformierten ras1/ras1- (Abb. 1ll-6; k und [) als
auch der efg1/efg1-Mutante (Abb. 1ll-6; o und p) unter hyphe-favorisierenden Bedingungen
revertiert. Die Mutanten entwickelten wieder echte Hyphen. Die mit dem Leervektor pPCKp
transformierten isogenen Mutanten wiesen dagegen die typischen Defekte in der serum-
induzierten Hyphenbildung auf und bildeten pseudohyphige Filamente. Da die cph1/cph1-
Mutante in serumhaltigen Medien an sich keinen Phanotyp zeigt [47], konnten nach kontrol-
lierter CaTEC1-Expression auch keine Unterschiede festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).
Unter hefe-favorisierenden Bedingungen wurde in allen untersuchten Mutanten durch die
PCKp-kontrollierte CaTEC1-Expression Filamente gebildet. Diese glichen in ihrer Morpholo-
gie, der Anordnung der Septen und dem Verzweigungsmuster den von pPCKp-CaTECT-
transformierten Wildtypzellen gebildeten Hyphen.

Diese Ergebnisse zeigen, dal® durch die induzierte Expression von CaTEC1 die Hyphen-
bildung von C. albicans in Abwesenheit sowohl der hypheninduzierenden Signale (Serum,
37°C), als auch der Ubergeordneten Signaltransduktionsfaktoren Ras1p, Cph1p und Efg1p,
das Programm der Hyphenentwicklung ausgefuhrt werden kann.

Durch diese Ergebnisse wurde die Hypothese, dall CaTEC1p eine Position unterhalb von
Ras1p, Cph1p und Efg1p in den Signalkaskaden der Hyphenbildung einnimmt, weiter bekraf-
tigt. AuRerdem konnte durch die kontrollierte Uberexpression der terminalen Signalkaskaden-
komponeneten CPH1 und EFGT1 in der catec1/catec1-Mutante keine Reversion des
catec1/catec1-Phanotyp erreicht werden (Abb. IlI-7). Dies weist zusatzlich darauf hin, daf3

diese Faktoren oberhalb von CaTEC1p in den Signaltransduktionswegen positioniert sind.

catec1/catec1 catec1/catec1 catec1/catec1
+EFG1 | +CPH1

Abb. llI-7: EFG1- und CPH1-Uberexpression in der catec1/catec1-Mutante

Durch die plasmidvermittelte Uberexpression von EFG1 (b) und CPH1 (c) unter hyphe-favorisierenden Bedin-
gungen in vitro, konnten die Defekte in der Hyphenbildung der catec1/catec7-Mutante (a) nicht kompensiert
werden. (Malstab entspricht 10um).
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11.3.3.3. In vivo: CaTEC1-Uberexpression im systemischen Mausinfektionsmodell

111.3.3.3.1. Funktionsanalyse des Uberexpressionsvektors im systemischen Mausmodell

Um das Funktionieren des Vektors pPCKp-CaTECT unter in vivo-Bedingungen zu untersu-
chen, wurden Balb/c-Mause mit den Stammen CaAS34 (catec1/catec1 pPCKp) und CaAS35
(catec1/catec1 pPCKp-CaTECT) intravenos infiziert. Bei einer vektorvermittelten CaTEC1T-
Expression sollten die Virulenzdefekte der catec1/catec1-Mutante kompensiert werden. Wie
aus Abb. III-8A ersichtlich, verstarben die Mause, die mit der pPCKp-CaTEC1-transformierten
catec1/catec1-Mutante (CaAS35) infiziert wurden in Abhangigkeit der InokulumgrofRe inner-
halb von 15 bzw. 34d (schwarze Symbole in Abb. IlI-8). Trotz Infektion mit der hochsten
InokulumgroRe starben von den Mausen, die mit dem pPCKp-transformierten Kontrollstamm
(CaAS34) infiziert waren, nur 33% innerhalb des untersuchten Zeitraums von 38d (weilde
Symbole in Abb. 11I-8). Die statistische Analyse der beiden Uberlebenskurven von CaAS34
und CaAS35 (InokulumgréRe 2x10°) ergab einen signifikanten Unterschied (p<0,002). Die
PCKp-kontrollierte CaTEC1-Expression findet demzufolge in vivo statt und der Vektor pPCKp-
CaTEC1 kann flur Epistaseversuche unter in vivo-Infektionsbedingungen herangezogen wer-

den.
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Abb. lll-8: Funktionsanalyse des CaTEC1-Uberexpressionsvektors in vivo

Uberlebenskurven von Balb/c-M&usen (n=5), die mit der pPCKp-transformierten catec1/catec1-Mutante (weilke
Dreiecke) bzw. der pPCKp-CaTEC1-transformierten catec1/catec1-Mutante (schwarze Symbole) infiziert wur-
den (InokulumgréfRen vgl. Legende). Die Transformation mit pPCKp bewirkte keine Veradnderung des
catec1/catec1-Phanotyps. Durch den Vektor pPCKp-CaTEC1 werden hingegen die Virulenzdefekte der
catec1/catec1-Mutante kompensiert. Die vektorvermittelte CaTEC1-Uberexpression findet demzufolge in vivo
statt.
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111.3.3.3.2. Infektionsversuche

Die C. albicans cph1/cph1-Mutante weist keine Virulenzdefekte im systemischen Mausinfek-
tionsmodell auf [29]. Die Deletion des EFG7-Gens verursacht dagegen eine Attenuation der
Virulenz und diese wird hauptsachlich auf die Defekte dieser Mutante bei der Hyphenbildung
in vitro zuruckgefuhrt [29]. Durch die kontrollierte Expression des CaTEC17-Gens in der
efg1/efg1-Mutante konnte die Hyphenbildung restauriert werden (vgl. 111.3.3.2; Abb. IlI-6). Da-
her sollte durch Infektion von Balb/c-Mausen mit der pPCKp-CaTEC17-transformierten
efg1/efg1-Mutante kontrolliert werden, ob auch die Virulenzdefekte dieser Mutante durch die
CaTEC1-Uberexpression kompensiert werden kénnen.

In Abb. IlI-9A sind die Uberlebenskurven der infizierten Mause dargestellt. Wurde die mit
pPCKp-CaTEC1 transformierte efg1/efg1-Mutante fur die Infektion eingesetzt, waren am
Tag 77 nach Infektion 75% der Mause verstorben (schwarze Kreise in Abb. IlI-9A).Von den
Mausen, die mit der pPCKp-transformierten Mutante infizierten wurden, erlagen hingegen nur
33% der Infektion (weile Kreise in Abb. IlI-9A). Die attenuierte Virulenz der efg1/efg1-

Mutante scheint demnach durch die CaTEC1-Uberexpression verstarkt zu werden.
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Abb. 1lI-9: CaTEC1-Uberexpression in der efg1/efg1-Mutante in vivo

Virulenzassays von Balb/c-Mausen, die mit 1x10° Zellen der pPCKp-transformierten efg1/efg1-Mutante (weilte
Kreise) bzw. der pPCKp-CaTECT-transformierten efg1/efg1-Mutante (schwarze Kreise) infiziert wurden.
A. Uberlebenskurven der infizierten Mause (n=10). Die attenuierte Virulenz der efg1/efg1-Mutante wird durch die
vektorvermittelte CaTEC71-Uberexpression wieder verstarkt. B. Floureszenzaufnahmen der Pilzzellen, die aus
den infizierten Nieren isoliert wurden. Die efg1/efg1-Mutante (pPCKp-transformiert) ist in vivo in der Lage,
Hyphen zu entwickeln (a) und diese Hyphenbildung wird durch die CaTEC1-Uberexpression nicht beeintrachtigt
(b). (Mal3stab entspricht 10um).
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Wie schon fur die catec1/catec1-Mutante beschrieben (vgl. 111.2.2.2) [2] konnte auch im Rah-
men dieses Versuches gezeigt werden, dald aus infizierten Nieren isolierte efg1/efg1-Mutan-
tenzellen in vivo Hyphen entwickeln konnen (Abb. [lI-9B; a). Diese Filamentbildung wurde
durch die Uberexpression von CaTECT nicht beeintrachtigt (Abb. 111-9B: b).

ll.3.4. CaTEC1-induzierte Filamentation und Virulenzreaktivierung in der

efg1/efg1 cph1/cph1-Doppelmutante
In Abwesenheit von EFG1 weist C. albicans in vitro eine defekte Hyphenbildung auf und die
Virulenz der efg1/efg1-Mutante ist in vivo attenuiert [29]. Die zusatzliche Deletion von CPH1
resultierte in einer Mutante (Stamm HLC54), die als nichtfilamentds und avirulent beschrieben
wurde [29]. Aufgrund vorausgegangener Daten [2] und den hier vorgestellten Ergebnissen
kann fir CaTEC1 eine Rolle als zentraler Regulator von filamentations- und virulenzaktivie-
renden Signalen postuliert werden. Um dieses Postulat zusatzlich zu untermauern, wurde die
Auswirkung der CaTEC1-Uberexpression auf die morphologische Entwicklung und die Viru-

lenz der stark beeintrachtigen efg1/efg1 cph1/cph1-Doppelmutante (HLC54) untersucht.

l1.3.4.1. Beschreibung der Phinotypvarianten CaAS25°™ und CaAS25""

[11.3.4.1.1. Kolonie- und Zellmorphologie
Fur die Uberexpression von CaTECT in der efg1/efg1 cph1/cph1 Mutante wurden Zellen des

Stammes HLC54" (uridinauxotrophes Derivat vom Elternstamm HLC54, der uns freundli-
cherweise von G.R. Fink (Boston) zur Verfigung gestellt wurde) mit pPCKp-CaTEC1 oder
dem Leervektor pPCKp transformiert. Fur erste Phanotypcharakterisierungen wurden die er-
haltenen Stamme CaAS24 (transformiert mit pPCKp) und CaAS25 (transformiert mit pPCKp-
CaTECT1) auf verschiedenen Medien kultiviert. Auf glukosefreiem SCAA-Agar (PCKp derepri-
miert; vektorvermittelte CaTEC7-Expression aktiv) bildete der Kontrollstamm CaAS24 erha-
bene, glatte, glanzende, scharf abgegrenzte Kolonien (Abb. IlI-10A; h). Die CaAS25-Zellen
hingegen filamentierten infolge der PCKp-induzierten CaTEC7-Expression und die entste-
henden Kolonien wuchsen in den Agar ein (Abb. IlI-10A; b und d). Die Agarinvasion des
Stammes CaAS25"" erfolgte dabei tiefer als die des Stammes CaAS25°", dessen Filamente
nur oberflachlich in den Agar einwuchsen. Auf dem glukosehaltigen Vollmedium YPD (PCKp
reprimiert; vektorvermittelte CaTEC1-Expression inaktiv) konnten unerwarteterweise zwei Ko-
loniemorphologien der unabhangigen pPCKp-CaTEC7-Transformanten unterschieden wer-

den. 25+5% (Mittelwert + Standardabweichung aus drei unabhangigen Transformationen) der
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Transformanten bildeten auf YPD-Agar flache, matte Kolonien, die Falten aufwarfen (repra-
sentativer Klon CaAS25"", Abb. 1lI-10A; c). Die restlichen pPCKp-CaTEC1-Transformanten
bildeten glatte, glanzende Kolonien (reprasentativer Klon CaAS25°™, Abb. 1lI-10A; a) wie der
pPCKp-transformierte Kontrollstamm CaAS24 (Abb. IlI-10A; g). Die Koloniemorphologien der
pPCKp-CaTEC1-Transformanten waren erblich, denn die wiederholte Subklonierung von
CaAS25"" resultierte auschlieRlich in faltigen Kolonien, wahrend CaAS25°™-Subklone aus-

schlieBlich glatte Kolonien bildeten.
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Abb. 1lI-10: Charakterisierung der Phéanotypvarianten

Morphologische Untersuchung der HLC54"® -Derivate CaAS24 (pPCKp-transformiert) und der pPCKp-CaTEC1-
transformierten Phanotypvarianten CaAS25°™ (75% der Transformanten) und CaAS25"" (25% der Transforman-
ten). A. CaAS25"" wachst unter PCKp-aktivierenden Bedingungen auf SCAA-Medium tiefer in den Agar ein als
CaAS25°™ (b und d). Die faltige Koloniemorphologie des Stammes CaAS25" unter PCKp-reprimierenden Be-
dingungen auf glukosehaltigem YPD-Medium (c) wird durch die Deletion des Vektors pPCKp-CaTEC1 mittels
FOA-Selektion (grauer Pfeil) eliminiert (e). Der Kontrollstamm CaAS24 (transformiert mit dem leeren Kontroll-
vektor pPCKp) zeigt keinen Phanotyp (g und h). (Maf3stab entspricht 10um). B. Mikroskopische Untersuchung
des Stammes CaAS25"". CaAS25" bildet unter PCKp-reprimierenden Bedingungen auf glukosehaltigem YPD-
Medium Filamente (a). Diese Fahigkeit geht mit der Deletion des Vektors pPCKp-CaTECT mittels FOA-
Selektion (grauer Pfeil) verloren (b). (Mafstab entspricht 10um).
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Fur eine weitere Charakterisierung der pPCKp-CaTEC1-transformierten efg1/efg1 cph1/cph1
Mutante mul3te zunachst ausgeschlossen werden, dal} die faltige Koloniemorphologie auf zu-

fallig oder durch die Transformation verursachte Mutationen im Genom des Elternstammes

HLC54""® zuriickzufiihren ist, sondern durch den transformierten Vektor pPCKp-CaTEC1 ver-
ursacht wurde. Daher wurden erneut uridinauxotrophe Derivate desselben HLC54-Stammes
(Quelle: G.R. Fink, Boston) mit pPCKp-CaTEC1 transformiert. Die resultierenden Transfor-
manten bildeten ebenfalls Koloniemorphologie-Varianten wie zuvor beschriebenen. Auch mit
pPCKp-CaTEC1-Transformanten eines zusatzlich untersuchten efg1/efg1 cph1/cph1-Stam-
mes (Quelle: S. Rupp, Stuttgart) wurden gleiche Ergebnisse erhalten. Die parallel generierten
pPCKp-Transformanten wiesen hingegen zu keiner Zeit faltige Kolonien auf. Dies deutete be-
reits darauf hin, dal} die faltige Koloniemorphologie durch den Vektor pPCKp-CaTEC1 verur-
sacht wurde.

Um diesem Hinweis nachzugehen, wurde der Vektor durch Selektion auf FOA-Medium wieder
aus dem Stamm CaAS25"" deletiert. Die Deletion des Vektors konnte durch nichtinvasives
Wachstum und fehlende Filamentbildung der resultierenden Klone auf SCAA-Agar bestatigt
werden (Abb. [lI-10A; f). AulRerdem bildete nach der pPCKp-CaTEC1-Deletion keiner der un-
abhangigen Klone mehr faltige Kolonien auf YPD-Medium (Abb. 11I-10A; e).

Um diese Befunde auf Zellebene noch genauer zu untersuchen, wurden Zellabstriche von
den auf YPD-Agar gewachsenen Kolonien mikroskopisch analysiert. Wahrend in den
CaAS24-Kolonien keine filamentésen Zellen vorzufinden waren (Abb. 111-10B; c¢), bestanden
die faltigen CaAS25""-Kolonien zu 80+10% (Mittelwert + Standardabweichung aus drei unab-
hangigen Analysen) aus Hyphenzellen (Abb. 1l1I-10B; a). Nach der Deletion des Vektors
pPCKp-CaTEC1 aus dem Stamm CaAS25"" waren die Zellen nicht mehr in der Lage, Fila-
mente auf YPD-Agar zu entwickeln (Abb. 1lI-10B; b). Dies korrelierte mit der Inkompetenz,
nach Verlust des Vektors noch faltige Kolonien zu bilden (Abb. 11I-10A; e). Damit konnte ge-
zeigt werden, daB die Fahigkeit des Stammes CaAS25"", faltige Kolonien zu bilden, von der
Anwesenheit des Vektors pPCKp-CaTECT abhangig ist.

[11.3.4.1.2. Molekularbiologische Untersuchung der Phanotypvarianten

Die Filamentation und Bildung faltiger Kolonien auf YPD-Medium erfolgte offensichtlich nur in
Gegenwart des Vektors pPCK1p-CaTEC1. Jedoch zeigte nur der Stamm CaAS25", nicht
aber der ebenfalls mit dem Vektor transformierte Stamm CaAS25°™ diesen Phanotyp. Um ei-
ne Erklarung fir diese Unterschiede zu finden, wurden die Stamme CaAS25"" und CaAS25°™

in molekularbiologischen Analysen verglichen.
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Northern Blot Analysen ergaben, dal im Stamm CaAS25"" unter Uberexpressionsbedingung-
en (SCAA-Medium) eine deutlich starkere PCKp-kontrollierte CaTEC1-Expression stattfindet,
als im Stamm CaAS25°" (Abb. Ill-11A; oberes Autoradiogramm). Die Transkription des chro-
mosomal codierten CaTEC17-Gens ist in den untersuchten Stammen aufgrund der efg1/efg1
cph1/cph1-Doppelmutation nicht induziert (vgl. 111.3.2.; Abb. 11I-5A) und entsprechend wurde
im Kontrollstamm CaAS24 (pPCKp-transformiert) keine CaTEC7-Expression detektiert (Abb.
l1I-11A; oberes Autoradiogramm, Spur 1 und 2). Im Stamm CaAS25"" erfolgte auch in Anwe-
senheit von Glukose (YPD-Medium; PCKp reprimiert) eine Expression des PCKp-kontrol-
lierten CaTEC1-Gens (Abb. IlI-11A; unteres Autoradiogramm, Spur 3-6). Im Gegensatz dazu
konnten im Stamm CaAS25°™ keine CaTEC7-Transkripte nachgewiesen werden (Abb. IlI-
11A; unteres Autoradiogramm, Spur 7-10). Das bedeutet, daB im Stamm CaAS25"" keine
vollstandige Repression des PCKp stattfindet.
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Abb. 1lI-11: Molekularbiologische Untersuchung der Phanotypvarianten

Detektion des plasmidkodierten CaTEC7-Gens und von CaTECT-Transkripten in den Phanotypvarianten
CaAS25"" und CaAS25°" (pPCKp-CaTEC1-transformiert), sowie dem Kontrollstamm CaAS24 (pPCKp-
transformiert). Gezeigt sind jeweils zwei unabhangige Klone (a und b). A. Northern Blot Analyse der vektorver-
mittelten CaTEC71-Expression 2h (2) bzw. 4h (4) nach Inkubationsbeginn (10ug pro Spur; die EtBr-gefarbten
Banden der ribosomalen RNA (rRNA) dienten als Kontrollen vergleichbarer Probenbeladung). CaAS25"" expri-
miert unter PCKp-aktivierenden Bedingungen auf SCAA-Medium mehr CaTEC1 als CaAS25°™" (oberes Autora-
diogramm). Auch unter PCKp-reprimierenden Bedingungen auf glukosehaltigem YPD-Medium wird in CaAS25""
CaTEC1 exprimiert (unteres Autoradiogramm). B. Vergleich der Plasmidmengen mittels Southern Blot Analyse
der Nsi I-restringierten DNA (10ug pro Spur; das EtBr-gefarbte Agarosegel (DNA) diente als Kontrolle vergleich-
barer Probenbeladung). Die Pfeile markieren die Restriktionsfragmente des chromosomal (chr) und plasmidko-
dierten (pl) CaTEC1-Gens. Der Nsi I-restringierte Vektor pPCKp-CaTECT wurde als GréRenindikator mit aufge-
tragen (V). Die plasmidvermittelten CaTEC7-Banden sind aufgrund gréRerer Anzahl an Plasmidkopien in
CaAS25" intensiver als in CaAS25°".
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Die Repression des PCKp in Anwesenheit von Glukose wird héchstwahrscheinlich durch die
Bindung von spezif. Proteinen an regulatorische Sequenzen kontrolliert wird (vgl. 111.3.3) [84].
Entsprechend wurde gefolgert, dal® die anwesenden Repressormolekule zwar im Stamm
CaAS25°™, nicht aber im Stamm CaAS25"" ausreichen, um alle vektorcodierten PCK7-Pro-
motoren abzuséattigen. Demzufolge miissten im Stamm CaAS25"" groRere Kopienzahlen des
pPCK1p-CaTEC1-Vektors vorliegen, als im Stamm CaAS25°". Diese Hypothese konnte mit-
tels Southern Blot durch Vergleich der Intensitat der detektierten Vektorbanden bestatigt wer-
den. Im Stamm CaAS25"" (Abb. 1lI-11B, Spur 2 und 3) konnte ein deutlich starkeres Signal,
entsprechend einer hdherer Anzahl an Plasmodkopien nachgewiesen werden, als im Stamm
CaAS25°™ (Abb. IlI-11A, Spur 4 und 5).

Aufgrund dieses Resultats wurden die Stamme CaAS25°" und CaAS25"" als reprasentative
Stamme fur mittlere und hohe PCKp-vermittelte CaTEC1-Expession bertcksichtigt und die
weiteren Epistase-Analysen mit diesen Stammen und dem Kontrollstamm CaAS24 (keine
PCKp-vermittelte CaTEC1-Expression) durchgefuhrt.

Il.3.4.2. CaTEC1-induzierte Filamententwicklung in der nichtfilamentosen efg1/efg1
cph1/cph1-Mutante
Die vorangegangenen Analysen der Phanotypvarianten CaAS25"" und CaAS25°" hatten be-
reits darauf hingewiesen, dal} eine PCKp-kontrollierte CaTEC1-Expression in der efg1/efg1
cph1/cph1-Mutante HLC54 Filamententwicklung induziert (vgl. 111.3.4.1.1.; Abb. 1I-10B, a). Um
diesen Beobachtungen nachzugehen, wurden die Stamme in vitro mittels der etablierten Epi-
stase-Methode genauer untersucht. Solange die Zellen in glukosehaltigem Fllissigmedium
vorkultiviert wurden (PCKp reprimiert; CaTECT1-Expression inaktiv), konnten keine Unter-
schiede zwischen den CaAS25"'-, CaAS25°"-, und den CaAS24-Zellen festgestellt werden.
Nach einem Transfer in glukosefreies SCAA-Medium (PCKp dereprimiert; CaTEC1-Expres-
sion aktiv) wurden jedoch deutliche morphologische Unterschiede sichtbar. Die mit dem Leer-
vektor pPCKp transformierten Zellen (CaAS24) waren unter hyphe-favorisierenden Bedin-
gungen (Serum, 37°C) wie ihr Progenitor HLC54 nicht in der Lage, Hyphen zu bilden (Abb. IlI-
12; b). Die mit dem pPCKp-CaTEC1 transformierten Zellen (CaAS25" und CaAS25°") ent-
wickelten dagegen in Gegenwart von Serum Filamente (Abb. 11I-12; d und f). Der Grad der
Entwicklung schien dabei vom Expressionsniveau des PCKp-kontrollierten CaTEC1 abhangig
zu sein. Nur CaAS25"" (hohe CaTEC1-Expression) war in der Lage, echte Hyphen auszubil-
den (Abb. IlI-12; f), wahrend die von CaAS25°™ (mittlere CaTEC1-Expression) gebildeten Fi-
lamente eher pseudohyphige Strukturen aufwiesen (Abb. IlI-12; d). Véllig unabhangig vom
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Expressionsniveau induzierte die kontrollierte CaTEC7-Expression in beiden Stammen
Hyphenbildung unter hefe-favorisierende Bedingungen (Abb. 111-12; c und e).

Diese Ergebnisse zeigen, dald durch die induzierte Expression von CaTECT in C. albicans-
Zellen trotz dem Fehlen hypheninduzierender Signale (Serum, 37°C) und den essentiellen Si-

gnaltransduktionsfaktoren Efg1p und Cph1p, das Programm der Hyphenentwicklung aktiviert
und durchgefiihrt werden kann
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Abb. llI-12: CaTEC1-Uberexpression in der efg1/efg1 cph1/cph1-Mutante in vitro

Die Auswirkung der CaTEC1-Expression auf die morphologische Entwicklung der nichtfilamentésen efg1/efg1
cph1/cph1-Mutante wurde unter hefe- und hyphe-favorisierenden Bedingungen in vitro untersucht (Inkubations-
bedingungen sind Uber, Stdmme und CaTEC17-Expressionsniveau links von den Mikroskopaufnahmen angege-
ben; Malistab entspricht 10um). Der Kontrollstamm CaAS24 (pPCKp-transformiert) ist auch unter stringenten
hyphen-induzierenden Bedingungen (Serum, 37°C) nicht in der Lage, Filamente zu entwickeln (b). Dieser Defekt
wird in den Stdmmen CaAS25°" und CaAS25"" durch die pPCKp-CaTEC1-vermittelte Uberexpression von Ca-
TEC1 kompensiert (d und f). Die CaTEC1-Uberexpression induziert in Abwesenheit von EFG1 und CPH1 sogar
unter hefe-favorisierenden Bedingungen Hyphenbildung (c und e).
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1.3.4.3. Virulenzreaktivierung in der efg1/efg1 cph1/cph1-Mutante in in vitro- und in

vivo-Infektionsversuchen

[11.3.4.3.1. In vitro: Makrophageninfektion

Defekte in der Hyphenentwicklung stehen in guter Korrelation zum Unvermdgen von
C. albicans, aus M® auszubrechen. Dies wurde flr verschiedene Signalkaskadenmutanten,
darunter auch fur die nichtfilamentose efg1/efg1 cph1/cph1-Mutante HLC54, gezeigt [29].
Durch CaTEC1-Uberexpression konnte in dieser Mutante wieder Filamententwicklung indu-
ziert werden. Entsprechend stellte sich die Frage, ob diese CaTEC7-induzierte Filamentbil-
dung die efg1/efg1 cph1/cph1-Mutante wieder zur Evasion aus M® befahigt.

Um die Interaktion von C. albicans mit M® zu untersuchen, wurden die Infektionen bisher in
Click-RPMI +10%(v/v) FCS durchgefuhrt (vgl. 11.2.4.1). Da dieses Medium jedoch 1500mg/I
Glukose enthalt, findet eine CaTEC7-Uberexpression unter der Kontrolle des glukoserepri-
mierten PCKp nicht statt (vgl. I11.3.3). Fur die Epistase-Analysen unter in vitro-Infektionsbe-
dingungen mufdte deshalb ein geeignetes Medium mit niedrigeren Glukosekonzentrationen
gefunden werden. Deswegen wurden die Stamme CaAS34 (catec1/catec1 pPCKp) und
CaAS35 (catec1/catec1 pPCKp-CaTEC1) bei 37°C in verschiedenen DMEM-Medien
(1000mg/L Glukose) inkubiert [84], die jeweils mit 10%(v/v) FCS versetzt waren. In keinem
der getesteten DMEM-Medien konnte eine Reversion des catec1/catec1-Phanotyps beobach-
tet werden. D.h. der Vektor pPCKp-CaTEC1 ist in diesen Medien nicht funktionell. Alternativ
wurde daher in PBS titriertes Click-RPMI-Medium untersucht (alle Verdlinnungsstufen wurden
mit 10%(v/v) FCS versetzt). Bei Verdinnungen <10%(v/v) Click-RPMI, entsprechend Gluko-
sekonzentrationen von <150mg/l, wurde der catec1/catec1-Phanotyp durch die PCKp-indu-
zierte CaTEC1-Expression revertiert (Daten nicht gezeigt). Da auch murine Peritonealexsu-
dat-M® unter diesen in vitro Bedingungen uneingeschrankt Gberleben, adherieren und phago-
zytieren konnten, wurden die Folgenden C. albicans-M®-Interaktionen in 10%(v/v) Click-
RPMI +10%(v/v) FCS durchgeflhrt.

Murine Peritonealexsudat-M® wurden mit den HLC54"® Derivaten CaAS25"" oder CaAS24
infiziert. Wie in Abb. IlI-13A zu erkennen, konnten nur die pPCKp-CaTEC1-transformierten
Zellen des Stammes CaAS25"" Hyphen bilden und aus den M® ausbrechen (Abb. I1I-13A;
schwarze Pfeile in a). Die pPCKp-transformierten CaAS24-Zellen waren vergleichbar ihrem
Elternstamm HLC54 nicht in der Lage, Filamente zu entwickeln und akkumulierten nach der
Phagozytose in den M® (Abb. IlI-13A; weilie Pfeile in d).

In einem Parellelversuch wurden die Modellstamme fiir mittlere (CaAS25°") und fir hohe
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CaTEC1-Expressionsniveau (CaAS25"") miteinander verglichen. Es zeigte sich, daR beide
Stamme zur Filamentbildung und zur Evasion aus M® in der Lage waren (Abb. IlI-13B). Da-
bei befanden sich jedoch die CaAS25""-Zellen zu den untersuchten Zeitpunkten in einem we-
sentlich fortgeschritteneren Stadium der hyphenvermittelten Evasion (Abb. 111-13B; schwarzer
Pfeil), als die Zellen des Stammes CaAS25°™ (Abb. 11I-13B; grauer Pfeil).

Diese Ergebnisse zeigen, dal} die Expression von CaTEC1 ausreicht, um Filamente auszu-

bilden, die die Evasion von C. albicans aus M® auch in Abwesenheit von EFG1 und CPH1

ermdglichen.
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Abb. llI-13: C. albicans - M® - Interaktion

Infektion von Peritonealexsudat-M® (MOI 1:8) mit den HLC54“"*-Derivaten CaAS24 (pPCKp-transformiert) und
den pPCKp-CaTEC1-transformierten Phanotypvarianten CaAS25°™ und CaAS25". Die Mikroskopaufnahmen
zeigen reprasentative Pilzzellen nach 8h Inkubation (Mal3stabe entsprechen jeweils 10uM). A. Ergebnisse zwei-
er unabhangiger Experimente (Exp. 1: a und d; Exp. 2 b, c und e, f). Die CaAS25""-Zellen entwickeln lange Fi-
lamente (a - c), die die Evasion aus den M® ermdglichen (schwarze Pfeile in a). Die Zellen des Kontrollstammes
CaAS24 (d - f) akkumulieren hingegen nach der Phagozytose in den M® (weilte Pfeile in d). B. Die CaTEC1-
Uberexprimierenden Stamme CaAS25" und CaAS25°" sind beide zur Filamentbildung und Evasion aus M® in
der Lage. Die CaAS25""-Zellen befinden sich jedoch zu den untersuchten Zeitpunkten in einem wesentlich fort-
geschritteneren Stadium der hyphenvermittelten Evasion (schwarzer Pfeil in a) als die Zellen des Stammes
CaAS25°™ (grauer Pfeil in d).
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111.3.4.3.2. In vivo: Mauseinfektionen

In den vorausgegangenen Versuchen wurde gezeigt, da die CaTEC1-Uberexpression die in
vivo attenuierte Virulenz der efg1/efg1-Mutanten verstarkte (vgl. 111.3.3.3.2.) und der efg1/efg1
cph1/cph1-Doppelmutante die Evasion aus M® in vitro ermdéglichte (vgl. 111.3.4.3.1.). Entspre-
chend sollte die Auswirkung der CaTEC1-Uberexpression in vivo auf die Virulenz der im sys-

temischen Mausmodell avirulenten efg1/efg1 cph1/cph1-Mutante [29] untersucht werden.

[11.3.4.3.3. Vaginalinfektion

Fur die Charakterisierung der HLC54"% -Derivate CaAS24 (transformiert mit pPCKp) und
CaAS25"" (transformiert mit pPCKp-CaTEC1) auf dem vaginalen Epithel wurden Balb/c-
Mause mit diesen Stdmme intravaginal infiziert und anschlieBend das Uberleben bzw. die
Replikation der Pilzzellen im Vaginalkanal kontrolliert. In Abb. 1l1I-14A sind die Auswertungen
von drei unabhangigen Infektionen graphisch dargestellt. Beide Stamme konnten sich auf der
vaginalen Haut etablieren. Jedoch war die Anzahl der lebenden Pilzzellen (CFU), die aus dem
infizierten Vaginalkanal zurliickgewonnen werden konnten, in allen Veruchen sowohl am
Tag 5, als auch am Tag 10 nach der Inokulation, fur den Kontrollstamm CaAS24 (weile
Symbole in Abb. IlI-14A) signifikant hoher (p<0,01) als fur den CaTEC1-Uberexprimierenden
Stamm CaAS25"" (schwarze Symbole in Abb. IlI-4A).

Eine mogliche Erklarung fir dieses unerwartete Ergebnis konnte sein, dal3 die Zellen des
Stammes CaAS25"" durch die CaTEC1-Uberexpression verstarkt in das Vaginalgewebe ein-
dringen und daher mittels Lavage weniger Zellen zurickgewonnen werden kdnnen, als von
dem nichtinvasiven Kontrollstamm CaAS24. Um diese Mdglichkeit abzuklaren, wurden die
CFU aus den Vaginallavagen mit den CFU aus den praparierten Vaginalgeweben verglichen
(Daten nicht gezeigt). Die erhaltenen Werte zeigten jedoch, dal® das Vaginalgewebe jeweils
niedriger mit Pilzzellen beladen war, als die Lavage. Das bedeutete, dall weder Stamm
CaAS24 noch CaAS25" ins vaginale Gewebe einwachst. Folglich repliziert Stamm CaAS24
auf dem vaginalen Epithel starker als Stamm CaAS25"".

In einem Langzeitversuch zeigte sich jedoch, daly CaAS24 trotz initialer Etablierung am Tag
28 nach Inokulation nicht mehr im Vaginalkanal nachweisbar war. CaAS25"" konnte hingegen
wahrend des gesamten Infektionszeitraums im Vaginalkanal Gberleben (Daten nicht gezeigt).

Die mikroskopische Aufarbeitung der floureszenzgefarbten Pilzzellen aus der Vaginallavage
zeigte, dald der Kontrollstamm CaAS24 im vaginalen Milieu Filamente entwickelt (Abb. 11I-15;
e-g). Diese waren morphologisch nicht von den des Stammes CaAS25"" gebildeten Filamen-

ten zu unterscheiden.
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[11.3.4.3.4. Systemische Infektionen
Lo und Mitarbeiter konnten zeigen, dal} die efg1/efg1 cph1/cph1-Mutante HLC54 in einem

murinen systemischen Infektionsmodell sogar bei Inokulation von 1x10” Zellen avirulent
ist [29]. Gleiche Ergebnisse wurden erhalten, wenn im Rahmen der hier durchgeflhrten Epi-
stase-Analysen der Kontrollstamm CaAS24 (transformiert mit pPCKp) fur die systemische In-
fektion (Inokulum 1x10” Pilzellen) von Balb/c-Mausen eingesetzt wurde (Abb. 1l-14B, weile
Dreiecke). Im Gegensatz dazu erlagen die mit CaAS25""-Zellen (transformiert mit pPCKp-
CaTEC1) inokulierten Balb/c-Mause in Abhangigkeit von der eingesetzten Dosis (1x10°,
5x106, oder 1x10’ Pilzzellen) innerhalb von 21-24d der Infektion (Abb. 11l-14B, schwarze
Symbole).

Ein Vergleich der Organbeladung infizierter Nieren (Inokulum 1x10° Pilzzellen) zeigte, daR die
CaAS24-Zellen innerhalb von 19d nach Infektion aus dem Organ abgeraumt waren, wahrend
sich der Stamm CaAS25"" im Nierengewebe etablieren konnte (Abb. I1-14C). Im Rahmen
dieses Versuches konnte auch durch Ausplattieren des Homogenisats auf Selektivmedium
ein Verlust der transformierten Vektoren pPCKp und pPCKp-CaTEC1 unter in vivo-Bedingun-
gen ausgeschlossen werden (Abb. [lI-14C).

Der Grad der Virulenzreaktivierung in der efg1/efg1 cph1/cph1-Mutante scheint durch die Ho-
he des plasmidvermittelten CaTEC17-Expressionsniveaus bedingt zu sein. Dies lie sich aus
den Ergebnissen eines weiteren Infektionsversuches schlielen, in dem verschiedene Klone
der Stamme CaAS25"" und CaAS25°™ in gleicher Infektionsdosis (1x10° Zellen) eingesetzt
wurden. Hier war nur CaAS25"" (hohe CaTEC1-Expression) in der Lage, eine tédlichen Kan-
didose zu verursachen (Abb. IlI-14D; schwarze Symbole), wahrend die durch CaAS25°™ (mitt-
lere CaTEC1-Expression) reaktivierte Virulenz nicht bis auf Wildtyp-Niveau ausgepragt war
(Abb. 111-14D; weille Symbole).

Bei der mikroskopischen Untersuchung der aus den infizierten Nieren isolierten Pilzzellen
stellte sich heraus, dal® die als nichtfilamentds beschriebene efg1/efg1 cph1/cph1-Mutante
(HLC54) [29] und entsprechend auch der Kontrollstamm CaAS24 in vivo zur Entwicklung von
Filamenten fahig sind (Abb. 1lI-15; a-d). Diese Filamenbildung ist durch die CaTEC1-UE in
den Stammen CaAS25"" und CaAS25°™ nicht beeintrachtigt.

Zusammenfassend laf3t sich aus diesen Ergebnissen schlie3en, dal® die CaTEC1-Expression
in der avirulenten efg1/efg1 cph1/cph1-Mutante ausreichend ist, um deren Virulenz im syste-

mischen Infektionsmodell zu reaktivieren.
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Abb. lll-14: CaTEC1-Uberexpression in der efg1/efg1 cph1/cph1-Mutante in vivo

Virulenzassays von Balb/c-Mausen, die mit den Stammen CaAS24 (pPCKp-transformiert) und den
pPCKp-CaTEC1-transformierten Phanotypvarianten CaAS25°™ und CaAS25" infiziert wurden. A. Pilzbeladung
(log CFU) von Vaginallavagen infizierter Mause (n=5) am Tag 5 bzw. 10 nach Inokulation mit 5x10* C. albicans-
Zellen. Die Auswertung von drei unabhangigen Experimenten (Quadrate, Kreise und Dreiecke) zeigte, da® der
Kontrollstamm CaAS24 (weil’e Symbole) nach der Etablierung im Vaginalkanal signifikant (p<0,01) besser repli-
zierte als der CaTEC1-l(iberexprimierende Stamm CaAS25" (schwarze Symbole). B. Uberlebenskurven von
Mausen (n=10), die mit 1x10° (schwarze Dreiecke), 5x10° (schwarze Rauten) oder 1x10” (schwarze Quadrate)
CaAS25""- bzw. 1x10" CaAS24-Zellen intravends infiziert wurden. Durch die CaTEC1-Uberexpression (Stamm
CaAS25"", schwarze Symbole) wird die Virulenz der efg1/efg1 cph1/cph1-Mutante (Kontrollstamm CaAS24, wei-
Re Dreiecke) reaktiviert. C. Pilzbeladung (log CFU/mg) von Nieren intravends infizierter Mause (n=3) am Tag 12,
19 bzw. 32 nach Inokulation mit 1x10° C. albicans-Zellen. CaAS25""-Zellen (schwarze Balken) waren im Gegen-
satz zu CaAS24-Zellen (weilRe Balken) zu allen untersuchten Zeitpunkten nachzuweisen. Die CFU-Bestimmung
auf Vollmedium (Voll.; einfarbige Balken) ergab keine signifikanten Unterschiede zu den auf Selektivmedium
(Sel.; gepunktete Balken) erhaltenen Werten. D. Uberlebenskurven von Mausen (n=5), die mit unabhéngigen
Klonen (a und b) der CaTEC1-Uberexprimierenden Stamme CaAS25"" und CaAS25°" intravends infiziert wur-
den. Die Reaktivierung der Virulenz ist in den CaAS25"-Stammen (schwarze Symbole) wesentlich ausgepragter
als in den CaAS25°"-Stammen (weile Symbole).
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Niere |

Abb. 11I-15: Morphologie der Phanotypvarianten in vivo

Floureszenzaufnahmen von Pilzzellen, die aus infizierten Nieren (a-d) und Vaginallavagen (e-g) isoliert wurden.
Die efg1/efg1 cph1/cph1-Mutante HLC54 (a) und der Kontrollstamm CaAS24 (transformiert mit pPCKp) (b und e)
sind in vivo in der Lage, Filamente zu entwickeln. Diese morphologische Entwicklung wird durch die Uberex-
pression von CaTEC1 in den Stammen CaAS25°™ (c und f) und CaAS25" (d und g) nicht beeintrachtigt.

l.3.5. Virulenzverstarkung von C. albicans durch CaTEC1-Uberexpres-
sion

Die postulierte Rolle von CaTEC1 als zentraler Regulator von virulenzaktivierenden Signalen
in C. albicans konnte in den vorausgegangenen Versuchen bestatigt werden. Eine tUber Wild-
typ-Niveau erhdhte Expression eines solchen Regulators mufte in einer verstarkten Expres-
sion von virulenzaktivierenden Faktoren und damit in einer gesteigerten Virulenz resultieren.
Um diese Hypothese fur C. albicans zu Uberprufen, wurden Balb/c-Mause mit dem pPCKp-
transformierten (CaAS34) bzw. dem pPCKp-CaTEC1-transformierten WT-Stamm (CaAS35)
intravends infiziert. Die Auswertung der Uberlebenskurven der systemischen Infektionen
(Abb. 11I-16A und B) ergab, daR sich die mittlere Uberlebenszeit der Mause um 65+2% (Mit-
telwert + Standardabweichung aus zwei unabhangigen Experimenten) verkirzte, wenn sie mit
dem CaTEC1-Uberexprimierenden WT-Stamm (schwarze Kreise in Abb. IlI-16A und B) statt
mit dem Kontrollstamm (weil3e Kreise in Abb. Il1I-16A und B) infiziert wurden.



Ergebnisse 57

Dieses Ergebnis zeigt, dal durch die Uberexpression von CaTEC1 die Virulenz des allgemein
in Laboratorien gebrauchlichen Wildtyp-Stammes CAI-4 gesteigert werden kann und unter-
streicht zusatzlich die Bedeutung von CaTec1p als essentieller Virulenzregulator in der Patho-

genitat von C. albicans.
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Abb. llI-16: CaTEC1-Uberexpression im Wildtyp-Stamm CAI-4 in vivo

Virulenzassays von Balb/c-Mausen, die entweder mit dem pPCKp-tranformierten (weile Kreise) oder dem
CaTEC1-Uberexprimierenden (pPCKp-CaTEC 1-transformierten; schwarze Kreise) Wildtyp-Stamm CAI-4 intrave-
nds infiziert wurden. A. und B. zeigen die Uberlebenskurven der Mause aus zwei unabhéngigen Experimenten
mit gleicher Inokulumgréfle (1x106 Pilzzellen) und unterschiedlicher Anzahl an Versuchstieren
(A: n=8; B: n=10). Die Virulenz des Wildtypstammes wird durch die Uberexpression von CaTEC1 verstarkt.
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V. Diskussion

IV.1. Der C. albicans TEA/ATTS-Transkriptionsfaktor CaTec1p

CaTECT1 ist das vierte in Pilzen identifizierte Mitglied der Familie der TEA/ATTS-Transkrip-
tionsfaktoren neben AbaAp aus Aspergillus nidulans [68], AbaAp aus Penicillium marnef-
fei [100] und Tec1p aus Saccharomyces cerevisiae [65]. CaTec1p komplementiert die Deleti-
on des S. cerevisiae Tec1p in Bezug auf die Aktivierung des FLO77-Gens und die
Filamentbildung [2]. Daraus kann auf eine hohe funktionelle Homologie zwischen Tec1p und
CaTec1p geschlossen werden.

Um die Expression pseudohyphespezifischer Gene und das invasive Wachstum zu induzie-
ren, interagiert Teclp in S. cerevisiae mit dem durch die MAPK-Kaskade aktivierten
Transkriptionsfaktor Ste12p [48, 66]. Ob in C. albicans eine vergleichbare Interaktion zwi-
schen dem durch den MAPK-Signaltransduktionsweg aktivierten Ste12p-Homolog
Cph1p [47] und CaTec1p stattfindet, um die Aktivierung hyphenspezifischer Gene zu ge-
wahrleisten, konnte bisher nicht abschlieRend geklart werden. In den Promotoren der
hyphenspezifischen C. albicans-Gene SAP4, SAP5 und SAP6 befinden sich sowohl Binde-
stellen fur Cph1p (PRE) als auch fur CaTec1p (TCS-Elemente). Im Unterschied zu den FRE-
Elementen in den Promotoren pseudohyphenspezifischer Gene von S. cerevisiae [48] liegen
diese PRE- und TCS-Sequenzen in C. albicans jedoch nicht unmittelbar nebeneinander [1].
Sie bilden also kein typisches FRE-Element, das die Bindung eines putativen
Cph1p/CaTec1p-Komplexes begunstigen wurde. Gegen eine Interaktion von CaTec1p und
Cph1p spricht aullerdem, dal3 (1) die heterologe Expression von CaTEC17 in der
S. cerevisiae tec1/tec1-Mutante keine Aktivierung der Gene initiiert, deren Transkription eine
Interaktion von CaTec1p mit Ste12p voraussetzt [2] und dal® (2) die Deletionen von CPH1
bzw. CaTEC1 sehr unterschiedliche Auswirkungen auf die seruminduzierte Hyphenbildung
und die Virulenz von C. albicans haben. Wahrend die cph1/cph1-Mutante unter diesen Be-
dingungen keinen Phanotyp aufweist [29, 47] ist die catec1/catec1-Mutante nicht mehr in der
Lage, in vitro Hyphen zu entwickeln und ihre Virulenz ist signifikant attenuiert [2]. Die funktio-
nelle Homologie vom C. albicans CaTec1p zum S. cerevisiae Tec1p in S. cerevisiae liegt
demnach darin, dal® beide an der Regulation der morphogenetischen Entwicklung beteiligt
sind, jedoch scheinen die Mechanismen dieser Regulation der beiden TEA/ATTS-
Transkriptionsfaktoren unterschiedlich zu sein.

Die Anordnungen von mehreren regulatorischen Elementen, die die Aktivierung eines Gens

durch verschiedene Transkriptionsfaktoren erlaubt, wurde auch in den Promotoren anderer
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hyphenspezifischer Genen von C. albicans identifiziert [101]. Zum Beispiel befinden sich in
den Promotoren von ALS3 und ECE1 Konsensussequenzen flur die Bindung von Efg1p und
CaTec1p und in den Promotoren von HWP1, SAP5 und SAP6 sogar fur Efg1p, CaTec1p und
Cph1p [101]. Dies deutet auf eine differenzielle oder kombinatorische Regulation der hyphen-
spezifischen Gene und Virulenzfaktoren von C. albicans Uber die diversen Signaltransduk-

tionswege und deren terminalen Transkriptionsfaktoren hin.

IV.2. CaTec1p uiibernimmt requlatorische Funktionen bei der Virulenz

von C. albicans

Die Virulenz von C. albicans ist in Abwesenheit von CaTECT signifikant inhibiert. Daraus
kann geschlossen werden, daly CaTec1p eine wichtige regulatorische Funktion bei der Viru-
lenz von C. albicans ubernimmt.

CaTec1p reguliert die Virulenz von C. albicans uber mindestens zwei Mechanismen. Zum ei-
nen Uber die Aktivierung von Virulenzgenen, wie in dieser Arbeit fur die Isogene der Sekre-
tierten Aspartyl Proteinasen SAP4, SAP5 und SAP6 gezeigt wurde. Diese Proteine vermitteln
wichtige Virulenzeigenschaften wie die Adherenz von C. albicans-Zellen an das Wirtsgewe-
be [102] und mittels Degradation von extrazellularer Matrix [103] bei der Invasion in das
Wirtsgewebe [20]. AuRerdem scheinen sie an der Auseinandersetzung von C. albicans mit
Wirtsabwehrmechanismen (Phagozytische Zellen, Immunglobuline [104]) beteiligt zu
sein [21]. Die Triple-Deletion dieser Gene resultiert entsprechend in einer attenuierten Viru-
lenz [22], ebenso wie hier flir die catec1/catec1-Mutante gezeigt, die diese Virulenzfaktoren
nicht mehr exprimiert. Bezlglich dieses Mechanismus der Virulenzregulation ware es auf-
schlufdreich, weitere CaTec1p-regulierte Virulenzfaktoren von C. albicans (z.B. Adhesions-
molekule, hydrolytische Enzyme) zu identifizieren. Fir diesen Zweck wird die im Rahmen
dieser Arbeit speziell generierte catec1/catec1-Mutante und die entsprechende Revertante in
Microarray-Analysen untersucht. Die bis zum gegenwartigen Zeitpunkt identifizierten
CaTec1p-abhangigen hyphenspezifischen Gene HWP1, HYR1, ALA1, ALS1 und ALS3 wer-
den tatsachlich als potentielle Virlenzfaktoren von C. albicans angesehen [33]. Dies ist ein
zusatzlicher Hinweis auf die putative Virulenzregulation von CaTec1p mittels Aktivierung von
Virulenzfaktoren.

Der zweite Mechanismus Uber den CaTEC1 mdglicherweise die Virulenz reguliert, scheint zu
sein, dal es die Evasion von C. albicans-Zellen aus M® gewahrleistet. Diese ist in Abwesen-

heit von CaTECT supprimiert, was durch die defekte Hyphenbildung der catec1/catec1-Mu-
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tante verursacht zu sein scheint, die nach der Aufnahme in die M® lediglich Pseudohyphen
ausbildet. Derselbe Phanotyp wurde fur C. albicans-Stamme mit Mutationen in den Signal-
kaskaden der Hyphenbildung, wie die Deletion von RAS1 oder EFG1 beschrieben.

Auch im systemischen Mausinfektionmodell zeigen sich Parallelen zwischen diesen Mutan-
ten. Ebenso wie in Abwesenheit von RAS7 und EFG1 ist die Virulenz der catec1/catec1-
Mutante signifikant inhibiert. Erstaunlicherweise zeigt sich im Modell der murinen Vaginalin-
fektion ein gegenteiliges Ergebnis. Die catec1/catec1-Mutante ist hier in der Lage, sich auf
der vaginalen Schleimhaut in vergleichbarem Mal3e zu etablieren und zu replizieren, wie in
Anwesenheit von CaTEC1. Die Virulenzunterschiede von C. albicans in diesen beiden Mo-
dellen der Infektion lassen sich nicht durch Defekte in der morphologischen Entwicklung er-
klaren, denn die catec1/catec1-Mutante bildet in vivo sowohl im infizierten Nierengewebe als
auch auf dem vaginalen Epithel Hyphen. Eher denkbar ist, dal} diese Differenzen auftreten,
weil CaTec1p fur die Evasion aus M® notwendig zu sein scheint. M® wurden als die Immun-
zellen beschrieben, die wahrend der initialen Phase einer systemischen Candida-Infektion
hauptsachlich mit den Pilzzellen interagieren [105]. Entsprechend ist zu vermuten, dal} die
meisten der nach intravendser Applikation in der Niere abgelagerten catec1/catec1-Pilzzellen
nach der Phagozytose durch die antifungalen Effektormechanismen in den M® abgetotet
werden. Im Gegensatz dazu treffen die intravaginal verabreichten C. albicans-Zellen auf nur
wenige M® und induzieren auch keine Rekrutierung dieser Phagozyten in den Vaginal-
trakt [106]. Dadurch kénnen sich auch CaTEC1-defiziente C. albicans-Zellen auf dem vagina-
len Epithel etablieren.

Nichtflamentose C. albicans Mutanten wurden als avirulent beschrieben [29]. Der
TEA/ATTS-Transkriptionsfaktor CaTEC1 reguliert die seruminduzierte Hyphenbildung in vi-
tro. Flr diese morphologische Entwicklung in vivo ist CaTEC1 jedoch offensichtlich nicht es-
sentiell, denn die catec1/catec1-Mutante bildet in den infizierten Geweben Hyphen aus.
Trotzdem ist C. albicans in Abwesenheit von CaTEC1 annahernd avirulent. Ein mdgliche Er-
klarung fur dieses Phanomen ist, dal’ die Hefe-Hyphe-Transition in vivo CaTEC1-unabhangig
reguliert ist, dal® aber die flr die Virulenz essentielle Aktivierung von Virulenzfaktoren in Ab-
wesenheit von CaTECT nicht stattfindet.

Ein der catec1/catec1-Mutante analoger Phanotyp wurde fur die efg1/efg1-Mutante beschrie-
ben. In Abwesenheit von EFG1 ist C. albicans nicht mehr in der Lage, in vitro Hyphen zu bil-
den [29, 31] und aus M® auszubrechen [29]. Die Virulenz der efg1/efg1-Mutante ist im sys-
temischen Infektionsmodell ebenfalls attenuiert [29], obwohl sie in vivo keine Defizienzen in

der morphologischen Entwicklung aufweist, wie im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden
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konnte. Diese Daten deuteten bereits darauf hin, dal® CaTec1p entweder (1) unabhangig von
Efg1p an der morphogenetischen Regulation und der Virulenz von C. albicans beteiligt ist,
oder (2) in demselben Signaltransduktionsweg liegt, wie Efg1p. Die Ergebnisse der durchge-
fuhrten EFG1-Expressionanalyse erharteten diese Hypothese. Die EFG7-Transkriptions-
niveau sind im Vergleich zum Wildtyp in der catec1/catec1-Mutante unverandert. Angewen-
det auf Punkt (2) der Hypothese wirde dieses Resultat bedeuten, dal CaTec1p im cAMP-
Signaltransduktionsweg unterhalb von Efg1p agiert. Die Kenntnis Uber die Position von
CaTec1p in den Signalkaskaden der Hyphenbildung kdnnte weiterfUhrend dazu beitragen,
die Bedeutung dieses TEA/ATTS-Transkriptionsfaktors fur die Regulation der Hyphenbildung
und Virulenz von C. albicans besser beurteilen zu kénnen. Daher wurden im Rahmen dieser

Arbeit entsprechende Versuche durchgefuhrt.

IV.3. Die morphogenetischen Signaltransduktionswege von

C. albicans konvergieren auf CaTec1p

Die Vermittlung hypheninduzierender Signale Uber Ras1p, Uber die MAPK-Kaskade auf
Cph1p und Uber den cAMP-Signaltransduktionsweg auf Efg1p fuhrt zur Aktivierung der mor-
phogenetischen Entwicklung und zur Expression von Virulenzgenen in C. albicans. Dies
scheint ein essentieller Prozeld fur die Pathogenitat von C. albicans zu sein [29-31, 59]. Im
zweiten Teil dieser Arbeit wurde die Rolle des TEA/ATTS-Transkriptionsfaktors CaTec1p, der
offensichtlich regulatorische Funktionen bei der Hyphenbildung und Virulenz von C. albicans
Ubernimmt, in diesem Prozel bestimmt werden. Zu diesem Zweck wurden CaTEC1-Expres-
sions- und Epistaseanalysen durchgeflhrt.

Aufgrund der unveranderten EFG171-Expression in der catec1/catec1-Mutante wurde bereits
postuliert, day CaTec1p in den Signalkaskaden der Hyphenbildung entweder unabhangig
oder unterhalb von Efg1p in der cAMP-Signalkaskade agiert (vgl. IV.2). Die zweite Hypothe-
se (CaTec1p unterhalb von Efg1p) konnte dadurch bestatigt werden, dal} (1) die serumindu-
zierte Aktivierung der CaTEC1-Expression in Abwesenheit von EFG1 sehr stark reduziert ist,
(2) die Uberexpression von CaTEC1 in der efg1/efg1-Mutante die Defekte der Hyphenbildung
und die der Virulenz dieser Mutante kompensiert und (3) die Uberexpression von EFG1 den
Phanotyp der catec1/catec1-Mutante nicht revertiert.

Weitere Ergebnisse bestarkten jedoch auch die Hypothese, dald CaTec1p in einen Efg1p-un-
abhangigen Signaltranduktionsweg eingeordnet werden kann. Neben Efg1p nimmt, wenn

auch in geringerem Malde, Ras1p EinfluR auf die CaTECT-Expression. Zwar erreicht die
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CaTEC1-Transkription in der ras1/ras1-Mutante letztendlich Wildtyp-Niveau, jedoch ist die
Aktivierung der CaTEC1-Expression in Abwesenheit von Ras1p deutlich verzdgert. Auler-
dem werden die morphogenetischen Defekte der ras?/ras7-Mutante durch die Uberexpressi-
on von CaTEC1 kompensiert, wodurch CaTec1p eine Position unterhalb von Ras1p
zugesprochen werden kann.

Durch die Uberexpression von HST7, einer Komponente der MAPK-Kaskade, in der
ras1/ras1-Mutante wurde die Verzogerung der CaTEC17-Aktivierung wieder supprimiert. Dies
zeigt, dald auch Signale, die Uber die MAPK-Kaskade vermittelt werden, auf CaTECT eine
Auswirkung haben. Die Deletion von CPH1 (terminaler Transkriptionsfaktor des MAPK-
Signaltransduktionsweges) beeintrachtigt die Aktivierung der CaTECT1-Transkription an sich
nicht und auch der catec1/catec1-Phanotyp kann durch die Uberexpression von CPH1 nicht
revertiert werden. Trotzdem ist ein EinfluR von Cph1p auf CaTECT nicht ausgeschlossen.
Zum einen ist der charakteristische Abfall des CaTEC1-Expressionsniveaus 90min nach der
Seruminduktion in der cph1/cph1-Mutante nicht mehr detektierbar. Vor allem aber fuhrt erst
die zusatzliche Deletion von CPH1 in der efg1/efg1-Mutante zur vollstandigen Abschaltung
der CaTEC1-Aktivierung.

Diese Ergebnisse zeigen, dal® die verschiedenen hypheninduzierenden Signale, die uUber
Ras1p, die MAPK-Kaskade oder den cAMP-Signaltransduktionsweg Ubermittelt werden, ter-
minal in CaTec1p konvergieren, um die Expression hyphenspezifischer Gene zu aktivieren.
Parallel zu dieser Arbeit wurden ahnliche Ergebnisse in Bezug auf die Ubermittlung hyphe-
ninduzierender Signale unter serumfreien Bedingungen gewonnen [101]. Lane und Mitarbei-
ter konnten zeigen, dal} auch nahrstoffbedingte Signale, wie z.B. Stickstoffmangel, Gber den
MAPK- und den cAMP-Signaltransduktionsweg terminal auf CaTec1p vermittelt werden. Wei-
terhin wurde von dieser Arbeitsgruppe ein neuer, Efg1- und Cph1p-unabhangiger Signal-
transduktionsweg in C. albicans beschrieben, der ebenfalls hypheninduzierende Signale un-
ter serumfreien Bedingungen Uber den Transkriptionsfaktor Cph2p auf CaTEC1 Ubertragen
soll [107]. Allerdings scheint dieser Transkriptionsfaktor bei der stringenten seruminduzierten
Hyphenbildung irrelevant zu sein. Dies deutet darauf hin, dal® Cph2p auch keinen Einfluf® auf
die Virulenz von C. albicans nimmt.

Die morphogenetische Entwicklung und die Virulenz unter physiologisch relevanten Bedin-
gungen in vitro (Anwesenheit von Serum, 37°C) und unter Wirtsbedingungen in vivo sind die
Schwerpunkte, fur die die Rolle von CaTec1p im Rahmen der hier durchgefuhrten Arbeit un-
tersucht wurde. Bisher galten die terminalen Transkriptionsfaktoren Cph1p und Efg1p als

wichtigste Regulatoren der Hyphenbildung und Virulenz von C. albicans, denn die efg1/efg1
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cph1/cph1-Mutante wurde als nichtfilamentés und avirulent beschrieben [29]. In der hier vor-
legten Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dal} CaTec1p einen zentralen Knotenpunkt am
Ende dieser Signaltransduktionswege darstellt. Die definitive Bedeutung dieses TEA/ATTS-
Transkriptionsfaktors fur die morphologische Entwicklung von C. albicans in vitro wurde je-
doch erst dadurch richtig deutlich, daB durch die Uberexpression von CaTEC1 die Unterbre-
chung der Signaltransduktion in der efg1/efg1 cph1/cph1-Mutante aufgehoben wurde und in-
folgedessen diese nichtfilamentose Mutante wieder Hyphen entwickelte. Die Auspragung der
wiederhergestellten Filamentation war dabei vom CaTEC7-Expressionsniveau abhangig,
denn nur im Stamm CaAS25"" (hohe CaTEC7-Expression) erfolgte eine vollendete Ausbil-
dung echter Hyphen infolge Seruminduktion, wahrend der Stamm CaAS25°" (mittlere
CaTEC1-Expression) lediglich Pseudohyphen entwickelte. Dessen ungeachtet wurde in Ab-
wesenheit von EFG1 und CPH1 durch die CaTEC17-Uberexpression sogar unter hefe-

favorisierenden Bedingungen Hyphenbildung induziert.

IV.4. CaTEC1 reaktiviert die Virulenz der efg1/efq1 cph1/cph1-Mutante

Wie bereits beschrieben ist ein wichtiger Aspekt der Wirtsabwehr von Saugetieren gegen
C. albicans die Prasenz von professionellen phagozytischen Zellen wie Makrophagen und
deren antifungale Aktivitat (vgl. IV.2). Die Depletion der M® flhrt in einem murinen Infek-
tionsmodell zu einem verstarkten klinischen Verlauf der gesetzten systemischen Kandido-
se [105]. C. albicans-Zellen die Defekte in der Hyphenbildung aufweisen, sind wesentlich an-
falliger gegentiber der Phagozytose durch M® und kénnen meist nicht mehr aus diesen aus-
brechen [108]. Diese Mutanten sind daher in systemischen Infektionsmodellen oftmals weni-
ger virulent. Die durch CaTEC1 induzierte Hyphenbildung in der efg1/efg1 cphi/cph1-
Mutante befahigt diese, nach der Phagozytose in vitro wieder zur Evasion aus den M®. Folg-
lich wird auch dieser wichtige Mechanismus der C. albicans-Pathogenitat Cph1p- und Efg1p-
unabhangig durch CaTec1p reguliert.

Die efg1/efg1 cph1/cph1-Mutante ist im systemischen Mausinfektionsmodell avirulent [29].
Die Charakterisierung der catec1/catec1-Mutante zeigte bereits, dald CaTec1p eine essenti-
elle Funktion bei der Virulenz von C. albicans ausubt (vgl. IV.2). Die Ergebnisse der Epista-
se-Analysen von CaTECT in der nichtfilamentésen efg1/efg1 cph1/cph1-Mutante in vivo, un-
terstreichen dessen wichtige Rolle fir die Pathogenitat von C. albicans noch dartberhinaus.
Denn CaTec1p aktiviert, ungeachtet der Blockade beider morphogenetischer Signaltransduk-

tionswege durch Deletion von EFG1 und CPH1, die Virulenz von C. albicans im systemi-
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schen Mausinfektionsmodell. Dies bedeutet, dal der TEA/ATTS-Transkriptionsfaktors
CaTec1p einzig und allein fur die Expression der Virulenz von C. albicans gegenuber seinem
Wirt ausreichend ist.

Die Aktivierung der Virulenz durch CaTec1p war in den durchgefuhrten Infektionen vom
CaTEC1-Expressionsniveau abhangig. Denn die systemische Infektion mit CaAS25"" (hohe
Expression) resultierte in einer starkeren Reduktion der Uberlebenszeit infizierter Mause, als
die systemische Infektion mit CaAS25°" (mittlere Expression). Nach der intravaginalen Inoku-
lation replizierte der Stamm CaAS25"" zwar langsamer, war aber im Gegensatz zum Stamm
CaAS25°™ wesentlich langer im Vaginalkanal nachweisbar. Dies deutet darauf hin, daR
CaTec1p auller im systemischen auch im vaginalen Infektionsmodell Einflul auf die Virulenz
nimmt. Diese Situation wurde bisher nur selten in Studien mit diesen Infektionsmodelle be-
schrieben und zeigt, dal} es sinnvoll ist, Mutanten- und Wildtypstamme in verschiedenen In-

fektionsmodellen zu untersuchen.

IV.5. Morphogenese und Virulenz

Die Fahigkeit, Hyphen zu bilden, wird als wichtige Voraussetzung fur die Virulenz von
C. albicans angesehen. Mutanten die in vitro Defekte in dieser morphogenetischen Entwick-
lung aufweisen, zeigen oftmals auch Virulenz-Defizienzen. Beispiele hierfir sind Stamme mit
Mutationen in den Signalkaskaden der Hyphenbildung, wie die ras/ras1-[30, 59], die
efg1/efg1[29, 31] und die catec1/catec1-Mutante (vgl. 11l.2), die alle in ihrer Virulenz attenu-
iert sind. Am deutlichsten wurde dieser Zusammenhang allerdings anhand der in vitro nichtfi-
lamentésen efg1/efg1 cph1/cph1-Mutante beschrieben, die sich in systemischen Mausinfek-
tionsmodellen als ganzlich avirulent darstellte [31]. Im Rahmen der hier vorgelegten Arbeit
konnte gezeigt werden, dal® die catec1/catec1-, die efgi/efg1-Mutante und sogar die
efg1/efg1 cph1/cph1-Mutante wahrend einer Mausinfektion in vivo durchaus zur Bildung von
Hyphen imstande sind. Durch diese Daten werden ahnliche Ergebnisse erganzt, die in vivo in
einem ,Piglets“-Zungeninfektionsmodell ebenfalls Filamentbildung der efg1/efg1 cph1/cph1-
Mutante zeigen [109].

Die Differenzen in der morphologische Entwicklung von C. albicans-Mutanten in vitro und in
vivo kdnnen hoéchstwahrscheinlich dadurch erklart werden, dal C. albicans in vivo im Wirts-
organismus deutlich starkeren und komplexeren Signalen ausgesetzt ist, als unter den artifi-
ziellen in vitro Kulturbedingungen. Des weiteren ist es wahrscheinlich, dal3 diese Signale in
vivo alternativ Uber Efg1p- und Cph1-unabhangige Transduktionswege weitergeleitet werden

kénnen, um den fur die Etablierung im Wirt essentiellen Prozel der Filamentbildung sicher
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zu gewabhrleisten. Entsprechend scheint es unbedingt erforderlich, den Zusammenhang zwi-
schen der Hyphenbildung in vitro und der Virulenz in vivo von C. albicans neu zu beurteilen.
Denn auch wenn die Entwicklung von Filamenten fur die Virulenz von C. albicans effektiv
notwendig ist, ist sie offensichtlich alleine nicht ausreichend fur eine erfolgreiche Infektion.
Diese erfordert unbedingt die zusatzliche Expression von Virulenzfaktoren. Die Aktivierung
von Virulenzfaktoren erfolgt nach Weiterleitung induzierender Signale tber die morphogene-
tischen Signaltransduktionswege durch Efg1p und Cph1p. Entsprechend sind efg1/efg1

cph1/cph1-Mutanten avirulent, obwohl sie in vivo Filamente bilden.

IV.6. Die Rolle des TEA/ATTS-Transkriptionsfaktors CaTec1p bei der

Hyphenbildung und Virulenz von C. albicans

Durch induzierte Expression von CaTEC1 wird in C. albicans sogar in Abwesenheit der Uber-
geordneten Signaltransduktionskomponenten Efg1p und Cph1p Virulenz aktiviert. Dies impli-
ziert, dal® die Efg1p/Cph1p-abhangige Hyphenbildung deshalb so auf3erordentlich wichtig far
die Virulenz von C. albicans ist, weil wahrend dieses Prozesses CaTECT exprimiert wird.
Entsprechend ware die Avirulenz der efgi/efg1 cph1/cph1-Mutante aus dem Fehlen der
CaTEC1-Expression ableitbar, denn in dieser Mutante kénnen einige fur die Virulenz essen-
tielle CaTec1p-abhangige Prozesse nicht mehr aktiviert werden. Die wichtigste Funktion von
CaTec1p ist dabei anscheinend die Aktivierung von CaTec1p-responsiven Promotoren und
damit die Expression der notwendigen Virulenzgene. AuRerdem kdnnte das synthetisierten
CaTEC1-Produkts nach Freisetzung ins Zytoplasma weitere regulatorische oder stabilisie-
rende Funktionen in Stoffwechsel- oder SignalUbertragungsprozessen uUbernehmen, die
C. albicans zu einem optimierten Widerstand gegen die Abwehreaktionenen des Wirtes ver-
helfen.

Auf jeden Fall ist die Aktivitat von CaTec1p nicht nur absolut ausreichend, um in einigen un-
abhangigen C. albicans-Mutanten die Virulenz zu restaurieren, sondern verstarkt auflerdem
die Virulenz eines allgemein etablierten C. albicans Wildtyp-Laborstammes. Dies konnte
noch fur kein anderes Genprodukt von C. albicans beschrieben werden. Bemerkenswerter-
weise erfullt CaTEC1 mit diesen Eigenschaften die Bedingungen der molekularen
Koch'schen Postulate [18]. Diese wurden aufgestellt, um die Bedeutung eines Gens, bzw.
dessen Produkt, fur die Pathogenese infolge der Infektion mit dem gentragenden Organis-
mus zu untersuchen. Darauf bezogen ist CaTec1p die am weitesten terminal lokalisierte

Komponente eines Signaltransduktionsweges in C. albicans, der fur die Expression von Viru-
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lenz in seinem Saugetier-Wirt unbedingt notwendig ist.

Virulenz ist einer von diversen Wegen, sich an spezifische Umweltbedingung anzupassen
und zu Uberleben. Solche Anpassungen werden in Pilzen, wie auch in hoheren Eukaryonten
durch Transkriptionsfaktoren kontrolliert. Im Falle von C. albicans entwickelte sich die
CaTEC1-abhangige Virulenz auf der Basis der Genregulation durch TEA/ATTS-Transkrip-
tionsfaktoren. Diese wurde wahrscheinlich im Rahmen der Phylogenie deshalb konserviert,
weil sie besonders erfolgreich war. In C. albicans Ubernimmt der TEA/ATTS-Transkriptions-
faktor CaTec1p nach seiner Aktivierung in der frihen Phase der Hyphenbildung anscheinend
eine zentrale Rolle. Seine Funktion ist offenbar, spezifische Signale, die Uber die verschiede-
nen morphogenetischen Signaltransduktionswege vermittelt werden, zu integrieren und zu
verstarken. Dadurch wird die Expression CaTec1-responsiver Gene kontrolliert, die entweder
die morphogenetische Entwicklung in vitro bestimmen, oder wahrend einer systemischen
C. albicans-Infektion in vivo fur die Evasion aus M® und die Virulenz entscheidend sind (Abb.
V-1).

Die hier gezeigten Daten weisen dem TEA/ATTS-Transkriptionsfaktor CaTec1p eine we-
sentliche Rolle in der Pathogenese von C. albicans zu und geben damit neuen Aufschluf®
Uber die molekularen Mechanismen der Virulenzregulation eines bedeutenden humanpatho-
genen Pilzes. Die sorgfaltige molekulare und funktionelle Charakterisierung von CaTec1p auf
Proteinebene und ein detailliertes Verstandnis der Regulation des CaTEC7-Gens sind neben
der ldentifizierung weiterer, bis jetzt noch unbekannter CaTec1p-regulierter Gene die wich-
tigsten Ziele, um ein genaues Bild der CaTec1p-vermittelten Virulenzregulation zu erhalten.
Die Aufklarung dieses Mechanismus ware nicht nur als Angriffspunkt fur die Entwicklung
neuer Antimycotica gegen C. albicans interessant, es konnten auch neue Einblicke in die Vi-
rulenzmechanismen anderer humanpathogener Pilze gewonnen werden, die ebenfalls
TEA/ATTS-Transkriptionsfaktoren exprimieren, wie z.B. Asperqillus fumigatus oder Penicilli-

um marneffei.
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Abb. IV-1: Rolle von CaTECT1 fiir die Hyphenbildung und Virulenz von C. albicans

Hypheninduzierende Signale werden in C. albicans Uber Ras1p, den Cph1p-abhiangigen MAPK-Signaltrans-
duktionsweg und den Efg1p-abhangigen cAMP-Weg vermittelt (griine Pfeile). CaTec1p nimmt eine terminale
Position in diesen beiden Signaltransduktionswegen ein. Das bedeutet, die beiden Signaltransduktionswege
konvergieren in CaTec1p (rote Pfeile). Die verschiedenen hypheninduzierenden Signale missen erst auf
CaTec1p ubertragen werden, um die Aktivierung der Expression (blauer Pfeil) hyphenspezifischer Gene und
Virulenzfaktoren zu gewahrleisten (gelber Pfeil). Damit Gbernimmt CaTec1p eine integrale Rolle bei der Regu-
lation der Hyphenbildung und Virulenz von C. albicans.
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ADHp
Amp
Amp'

ARS

AS

bp

BSA

C. albicans
cDNA

CFU

Ci

cpm
CSM-URA
dATP
dCTP
DEPC
dGTP

DNA

dNTP

DTT

dTTP

E. coli
EDTA

EK

EtBr

EV

FCS

FRE

FOA
g
gDNA
H20dd
IPTG
kb

ADH (alcohol dehydrogenase promoter)-Promotor
Ampicillin

Ampicillinresistenz

autonomously replicating sequence
Aminosaure, -n

Basenpaar, -e

Rinderserumalbumin (bovine serumalbumine)
Candida albicans

Komplementare DNA (complementary DNA)
Koloniebildende Einheiten (colony forming units)
Curie

Ereignisse pro Minute (counts per minute)
complete supplement mixture w/o uridine
2-Desoxy-Adenosin-5-Triphosphat
2-Desoxy-Cytidin-5-Triphosphat
Diethyl-pyrocarbonat
2-Desoxy-Guanosin-5-Triphosphat
Desoxyribonukleinsaure (desoxyribonucleic acid)
2-Desoxy-Nukleosid-5-Triphosphat

Dithiothreitol

2-Desoxy-Thymidin-5-Triphosphat

Escherichia coli

Ethylendiamintetraessigsaure

Endkonzentation

Ethidiumbromid

Endvolumen

Fotales Kalberserum (fetal calf serum)
filamentation and invasion response element

1,2,3,6-Tetrahydrogen-2,6-Dioxi-5-Flour-4-Pyrimidinkarboxylsaure
(5-fluoroorotic acid)

Erdbeschleunigung

Genomische DNA

doppelt destilliertes Wasser
Isopropyl-R-D-thiogalaktopyranosid

Kilobasenpaar, -e



LB Luria Broth

Mo Makrophagen

MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase, -n

MOI Infektionsverhaltnis (multiplicity of infection)

MOPS 3-N-Morpholinopropansulfonsaure

ORF Offener Leserahmen (open reading frame)

PBS phosphate buffered saline

PCKp PCK (phosphoenolpyruvate carboxykinase)- Promotor
PCR Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
PEG Polyethylenglykol

RNA Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)

PRE pheromone response element

RNase A Ribonuklease A
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SCAA Medium supplementiert mit Casamino Sauren (casamino acids)
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SRE Ste12p response element

TCS TEA/ATTS Konsensus Sequenz

TE Tris-EDTA

TEA/ATTS TEF-1, Tec1p, AbaAp/AbaAp, TEF-1, Tec1p, scalloped
Tm Schmelztemperatur

U Einheit,-en (unit,-s)

UE Uberexpression

UEV Uberexpressionsvektor

UN Uber Nacht

UNK Ubernachtkultur

URAS3 Oritidin 5-phosphatdekarboxylase

UTR Nichttranslatierte Gensequenz (untranslated region)
uv Ultraviolett

viv Volumenprozent

wiv Gewichtsprozent

WT Wildtyp

X-Gal 5-Chlor-4-Brom-3-Indolyl-R-D-Galaktosid

YNB yeast nitrogen base

Z Zelle,-n
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