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Ode to the Lipase
(by Trey Sato; Cold Spring Harbor 2002)

It was just a few months ago,
when I received some great news.
I was accepted for this course,
an opportunity I couldn’t refuse.

The first night of the course,
I met members of my group.
They were smart and interesting people,
much knowledge | knew they’d contribute.

Mary had great experience
in fish and insect physiologies.
While Fernando knew much,
about an important autoimmune disease.

And there was Frank,
who was last but not least.
He also knew many things,
about an irritating yeast.

The next day we met Kostya,
his scientific muscles he did flex.
Don’t you recall him prosecuting Letizia
hoping she’d reveal the structure of compound X?

While we were with Kostya,

we purified proteins in reverse-phase.
This peaked Frank’s curiosity,

he hope it could isolate a lipase.

Next we met Dick,
and isolated sigma in many ways.
Of course Frank had asked,
“Can this be used to purify a lipase?”

Our next module with Al,
was to purify AP-1.

We learned lots of things,
and really, it was fun.

During our module with Al,

A question Frank did raise.
“Why is this method useful,

if it can’t isolate the lipase?”’

Finally we learned from Sue-Hwa,
with data on detergents she did amaze.
But despite all of this,
Frank didn’t ask of their effects on the lipase.

So now the course is finally over,
I have memories of fun-filled days.
I’ve become friends with many of you,
especially Fernando, Mary, Frank, and the lipase.



Inhaltsverzeichnis 1
INHALTSVERZEICHNIS

ABKURZUNGEN

I = || 0 0 1
1.1 Allgemeine EINfURIUNG ....oueiiiiiniiniinniiniinniintinicneennennennecssenneessessessssesses 1
1.2 Pridisponierende FAKLOTreN.........cicivuiieiveriniruncnssencsssnnssseisssanssssanssssssssssssssssssssssssses 3
1.3 ViIrulenZfaKEtoren .......cieeiiiveiinneicnseicssniicssnessssncssssscsssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 4

1.4 Analyse der Virulenzfaktoren von C. albicans mittels der URA-Blaster-

1\ Y 1 1 T N 8

1.5 Die Enzymgruppe der Lipasen (EC 3.1.1.3) cccccccevveinireinssunicssanccssencssesssssesssssses 10
1.5.1 LIPS ..ttt et sttt 10
1.5.2 Lipasen als Virulenzfaktor..........ccccuveiiiieiiiieeiiecieee e 13

| I B 2 71 < 7<) 4 ) s BRSSPSR 13
L.5.2.2 0 PHlZE ot 15

1.5.3 Lipase-Inhibitoren.........cooeiiiriiniiieniceeie s 16
1.54 Die Lipase-Genfamilie von Candida albicans ...................cccoueeevueevecuveeannn. 17
1.6 Ziiel der ATDeIt....uuuciueeiiniiirniiinneicnntncnnticsnnesssnessssnsssssssssssssssssssssssssssssesssssossssses 18
2 MATERIAL UND METHODEN........cccciiiisssssssssssssssssses 19
2.1 1\ Y ) 3 Y R 19
2.1.1 Pilz- und Bakterienstamme ..........ccceeiiuiiiiiiiiiiiiiieceeeeeee e 19
2.1.2 PIASIMIAC ...ttt et 21
2.13 Medien und Chemikalien............coooueiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 21
2.1.4 Nukleotide, Nukleinsduren und DNA-Léngenstandards ..........ccccccceeveeiennnene 24
2.1.5 OLlIgONUKIEOTIAE. ......veeeiiieeiiee ettt e e s s aeeesaeee e 24
2.1.6 Inhibitoren und AKtIVALOreN.........cccueiiiiiiiiiiieeieeeeee e 27
2.1.7 Puffer und LOSUNZEN.......ccoiiiiiieeieeceeeeeee et 28
2.2 Allgemeine Methoden ........eieeineeneennieninennnensennsnenssennsesssecssesssesssssssessssesssses 31
2.2.1 17 STLICO ATDRITEN. ...t 31
222 Herstellung von Kulturmedien und LOsungen...........cccccecevveneiienieneeniennenn 32
223 Methoden zZur DNA-ANALYSE ......cccvveiiieeeiieeeiie ettt 32
2.23.1 DNA-Prézipitation (Sambrook ef al., 1989)........ccccevviiiiiiiiiniiniieieee, 32
2.2.3.2  Gelelektrophorese und Ethidiumbromidfarbung ............ccccceeveiiiniiiennnnn. 32
2.2.3.3 DNA-Isolierung aus Agarose-Gelen...........ccoecuerervenieneniienieneeieneeneens 32
2.24 Enzymatische Modifikation von DNA .........ccccoeriiiiiiiieie e 33
2241 DNA-RESIKHON....coitiiiiiiiieie ettt 33
2.2.4.2  Dephosphorylierung linearisierter Vektor DNA...........cccceevviiviiiieiiieeniiens 33
2.2.4.3  LIZATIOM ettt sttt et sttt ettt st nae et 33
2.2.5 PCR und Klonierung von PCR-Fragmenten............ccccceevvieiniieiiiieeiieecien, 33
2.2.5.1 Amplifikation mit der 7ag-Polymerase ............ccccecereenirieniininnicnienienns 33
2.2.5.2  Amplifikation mit der DeepVent-Polymerase...........ccccceeevveeerveeeeieennnneenns 34
2.2.53 Klonierung der PCR-Produkte...........ccceririiiniiniiiiniiniiieeicecicseeeene 35

2.2.5.4 PCR zur Analyse von E. coli-KIoNen ...........cccccveeviieeiniiieiniieeiiee e 35



Inhaltsverzeichnis 11

2.2.6 Sequenzierung von DINA L.......oooiiiiiiiiie e 36
2.2.7 Mikrobiologische und molekularbiologische Methoden (E. coli)................... 36
2.2.7.1  ANZUCKht VON E. COLI ..ottt 36
2.2.7.2  Transformation von E. coli mittels Elektroporation ...........c.ccccceveeieennnnnns 37
2.2.7.3 Transformation von E. coli mittels Hitzeschock ............ccecoieviiniiininninnn. 37
2.2.7.4 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. COli........cccoeevcueiiniiiiiiieiiiieeiieeeieenns 38
2.2.7.4.1  Isolierung in kleinem MaBstab (,, Miniprep®) .......cccceecerverervenecnnennne. 38
2.2.74.2  Isolierung im mittleren MaBstab (,,Midiprep™)......cccccevvevrverrercrrennnnnne. 38
2.2.74.3  Isolierung im groBen Maflistab (,,Maxiprep®), (Sambrook et al., 1989;
MOAITIZICTE) .eeeeiiieeiiie ettt e e e e eaaeeenanee e 38
2.2.8 Mikrobiologische und molekularbiologische Methoden (Candiday................ 39
2.2.8.1  Anzucht und Bestimmung der Zellzahl von Candida ................................. 39
2.2.8.2  Expressionsstudien von C. albicans Lipase-Genen in verschiedenen
IMIEAIEN <.ttt st 39
2.2.8.3 Expressionsstudien von C. albicans Lipase-Genen in verschiedenen Haut-
Infektionsmodellen ............cooiiiiiiiiinii e 40
2.2.8.3.1  Orale Schleimhaut (,,reconstituted human epithelium“, RHE)............ 40
2.2.8.3.2  Vaginales Schleimhautmodell ..............ccccevviiiiniiiiiieeee e 41
2.2.8.4 Expressionsstudien von C. albicans Lipase-Genen im Mausmodell
einer systemischen CandidoSe ..........ccueeeriieeiiieniiieeiie e 41
2.2.8.5 Expressionsstudien von C. albicans Lipase-Genen in Patientenproben......41
2.2.8.6  Molekularbiologische Unterscheidung von C. albicans und
C. AUDIIRIENISTS ...ttt 42
2.2.8.7 RNA-Isolierung und -Konzentrationsbestimmung.............c.cceecveereveereneenn. 43
2.2.8.8  Expressionsanalyse mittels RT-PCR ........c..ccocooiiiiininiiniiece 44
2.2.8.9 Gezielte Mutagenese VOn C. @lhiCanS.............cccueeecueeeecueeescreeeiieeeeieeeieeenns 45
2.2.89.1  Transformation von C. albicans-Zellen nach Lithiumacetat-
Behandlung .........oooviieiiiieieeee e 45
2.2.89.2  FOA (5-Fluoroorotic acid)-Behandlung von C. albicans-
Transformanden ............cooueoviiiiiiniiii e 46
2.2.8.10  Analyse der C. albicans-Mutanten ...........c..ccoceevereenerrienienensieneenennens 46
2.2.8.10.1 Genomische DNA-Isolierung aus Candida ..................ccceeecueeveunnnnn... 46
2.2.8.10.2  Southern Blot-ANalyse........cccceruiriiniiiiiniinieieeeeeeeseeeee e 46
2.2.8.10.3 Invitro Analyse der C. albicans-Mutanten...............ccceeevveeeeveenerneennne 48
2.2.8.10.4 Adhésions- und ,,Damage“-Versuche mit C. albicans ........................ 49
2.2.8.10.5 Mausinfektionen mit C. albicans-Mutanten ...............ccoeceeveerereennnnnne. 52
2.2.8.11 Wachstumsstudien von C. albicans nach Applikation von Antisense-
OligonuKIEOtIAEN. ....c.veriiiiiiiieieieeeereee e 52
2.2.8.12 Aktivator- und Inhibitor-Studien ..., 53
3 ERGEBNISSE......... s 55
3.1 Analyse der aus LIP[-10 abgeleiteten Proteinsequenzen (Lip1-10).................. 55
3.2 Putative Gene im Genom von C. albicans, die fiir lipolytische Enzyme
L) | 58
3.3  Sequenzanalyse eines putativen Phospholipase A-Gens........coceeveiiseensuecinecnnes 61
34 Southern Blot-Nachweis des PLA-Gens bei C. albicans und anderen Candida-



Inhaltsverzeichnis 111

3.5  Invitro und in vivo Expressionsstudien des PLA-Gens von C. albicans............ 66
3.5.1 Untersuchung der Transkription des PLA-Gens von C. albicans wahrend des
Wachstums in Urea-Medium ..........ccceeiiiiiiienieiiierie et 66

3.5.2 Untersuchung der Transkription des PLA-Gens von C. albicans wéhrend der
Infektion von kiinstlicher oraler und vaginaler Schleimhaut und in

PatienteNPIODEN. ... vii et e e 66
3.6  Expression der Lipase-Genfamilie von C. albicans unter verschiedenen
in Vitro BediNGUNZEN c....uuueierireicnsnicssnnsssanesssnnessssssssssssssasssssasssssasssssassssssssssssssssssses 67
3.6.1 Untersuchung der Transkription der Gene LIP1-10 von C. albicans wahrend
des Wachstums in Urea-Medium............ccoceeviiiiiiiiiniiiniiiieeceeeeeeee, 67
3.6.2 Untersuchung der Transkription der Gene LIP1-10 von C. albicans wahrend
des Wachstums in YNB-OLivenodl..........ccocioiiiiiiiiiiniiiiiieiccceeeeee, 69
3.7  Expression der Lipase-Genfamilie von C. albicans unter verschiedenen
iN ViVo BediNGUNEEN c.....uuueiirrueinnrnicssunncssanesssnnesssnsssssssssssssssasssssasssssassssssssssssssssnssss 70
3.7.1 Zeitlicher Verlauf der in vivo Expression der Lipase-Genfamilie in
intraperitoneal infizierten MEUSEN .........cccuveeiiieiiiiieeieeeee e 70
3.7.2 Vergleich der Lipase-Genexpression einer systemischen Infektion der Leber
und Nieren i MEUSEN .........ooiuiiiiiiiieieeeeeee e e 71
3.73 Infektionsverlauf und Expressionsstudie von C. albicans wahrend der
Infektion verschiedener kiinstlicher Hautmodelle ...............cccccooiiiinnin 72
3.7.3.1  Untersuchung der Transkription der Gene LIP1-10 von C. albicans
wiahrend der Infektion eines kiinstlichen oralen Epithels (RHE)................. 72
3.7.3.2  Untersuchung der Transkription der Gene LIP1-10 von C. albicans
wiahrend der Infektion eines kiinstlichen vaginalen Epithels....................... 75
3.7.4 Lipase-Genexpression in Proben von Patienten mit Candidose...................... 76
3.7.4.1 Molekularbiologische Unterscheidung von C. albicans und
C. AUDIIRIEISTS ...ttt 76
3.7.4.2  Untersuchung der Transkription der Gene LIPI-10 von C. albicans in
Proben von Patienten mit CandidoSe ..........ccceevuerienierienieniniiineeniecieeenne, 78

3.8 Suche nach LIP8-ihnlichen Genen in den Genomen anderer Candida-Arten.79

3.9 Suche nach Lip8-ihnlichen Proteinen in den Proteomen anderer

MiKIOOrganiSINeN....ccueiersercsssercsssnnsssanssssanesssasssssssssasssssasssssasssssassssssssssssssssssssssssses 81
3.10 Gezielte Zerstorung des LIP8-LOCUS.......cuiineensenssrenssenssnenssecsssesssnssssssssassssesssses 82
3.11 Herstellung von /ip8-Knock-down-Mutanten ..........ccceeeeesseresssencssescssassssssssssnns 85

3.12 Herstellung einer LIP8-Uberexpressionsmutante und einer LIP$-
Retransformande .........oeeieeeeicnseicnseicssniicssncnninncssssnsssssscssssssssssssssssssssssesssssessssses 88

3.13 Phiinotypische Analyse der LIP8-Mutanten und -Retransformanden von

C. AIDICANS onnuennnnevonnneionnneiinnencsarsissnisssnssssisssssiessssssssssessssssssssssssssssssssessssssssssssses 90
3.13.1  Wachstum der LIP8-Mutanten in verschiedenen Fliissigmedien .................... 90
3.13.1.1 YPG-MEIUM......ooiiiiiiiiiiiiece ettt 90
3.13.1.2 YNB-TWEEN 40 ...t 91
3.13.1.3  NUTRIflex® Lipid-LOSUNG.........oveoveeeeeeeeereeeeseeeeee e 91
3.13.14 Flockung in YPG ....ooooiiiieeeeeeeeeeeee e 92

3.13.2  Wachstum der L/P8-Mutanten auf verschiedenen Festmedien ....................... 93



Inhaltsverzeichnis 1V

3.13.2.1 pH-Sensitivitét der LIPS-MUtanten..........c.cceeeevveneenienienennieneeneeeeneenne 93
3.13.2.2 Temperatur-Sensitivitdt der LIPS-Mutanten...........ccccveeeveeerieeenveesenneenne 94
3.13.2.3 Myzel- und Chlamydosporenbildung der LIP§-Mutanten....................... 94
3.13.2.4 Analyse des Phianotyps der L/P§-Mutanten auf S4D-Agar ..................... 95
3.13.2.5 EinfluB3 von anderen Kohlenstoff-Quellen als Glucose auf das
Wachstum der LIPS-MUutanten.............coceeeueeneeniienienieenieeieeee e 96
3.13.2.6  Einflull von hohem osmotischen Druck auf das Wachstum der L/PS§-
IMIUBANTRI ...ttt et 97
3.13.2.7  Lipolytische Aktivitéit der LIP§-Mutanten auf Festmedium.................... 98
3.13.3  Lipolytische Aktivitit der L/P§-Mutanten im Kulturiiberstand ...................... 98
3.14 Infektionsverhalten der LIP8-Mutanten.........c.ccuveecsreesserssaenssecsssecssnsssaesssncnne 100
3.14.1  Untersuchung der Adhésion der LIPS-Mutanten............ccccceevveeerveeenneeennnen. 100
3.14.1.1 Untersuchung der Adhésion der LIP§-Mutanten an Gelatine................ 100
3.14.1.2 Untersuchung der Adhésion der L/PS8-Mutanten an humane
Endothelzellen ............cocoiiiiiiiiiiiee e 101
3.14.2 . Damage“-Versuch der LIPE-MUtanten ............ccccceeeeuveerreeenveeenieeenereeennen 101
3.143  Infektionsverlauf und Expressionsstudie von L/P§-Mutanten wihrend der
Infektion verschiedener kiinstlicher Hautmodelle ..............ccoccooiiiiniiniin. 102
3.143.1 Untersuchung der Transkription der Gene LIP1-10 einer KO-Mutante
wiahrend der Infektion eines kiinstlichen oralen Epithels (RHE)........... 103
3.143.2  Untersuchung der Transkription der Gene LIPI-10 einer KO-Mutante
wiahrend der Infektion eines kiinstlichen vaginalen Epithels................. 104
3.14.4  Analyse der LIP§-Mutanten in verschiedenen Maus-Infektionsmodellen .... 105
3.14.4.1 Intraperitoneale Infektion............ccccuvevviieniiieniiie e, 105
3.14.4.2 Intravendse Infektion ...........ccoovuieiiiiiiiiiiii e 106
3.1443 Infektion des OSOPRAZGUS..........cvoveveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 107
3.15 Wachstum von C. albicans in lipidhaltigen Medien und YPG nach Zusatz
von Antisense-OligonukIeotiden..........coeieiveieiseinisnninssenesssenssssensssescsssesssssssoses 108
3.15.1  Wachstum von C. albicans mit Antisense-Oligonukleotiden........................ 108
3.15.2  Wachstum von C. albicans mit degenerierten Antisense-Oligonukleotiden
und Antisense-Phosphothioat-Oligonukleotiden .............cccooveeviniiniincnnne 109
3.16 Wachstum von C. albicans in lipidhaltigen Medien nach Zusatz von Lipase-
Inhibitoren und -AKtIVALOTeN ......cccueiiiveriisiieiierciineiissnnicssnnicsssnessssnessssessssseses 111
3.17 Aktivitiitstests mit Lipase-Inhibitoren und -Aktivatoren .........cccceceeecuercrcuerenne 113
L 115 QU ES 0 117
5 ZUSAMMENFASSUNG .......cccciiiirrsssssssssssssssssssssssssssssssnnnes 142
6 LITERATURVERZEICHNIS .........cccorsssssnns 144
ANHANG
DANKSAGUNG

WISSENSCHAFTLICHER WERDEGANG



Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

A Adenin

Abb. Abbildung

AIDS erworbenes Immunschwéchesyndrom (,, Acquired Immune Deficiency
Syndrome *)

ALS ., Agglutinine-like Sequences Genes *

ALT Alaninaminotransferase

Amp Ampicillin

AS Aminoséure(n)

ASS Acetylsalicylséure

bp Basenpaare

BSA Bovines Serum Albumin

C Cytosin

cAMP (3°,5’-cyclo-Adenosin-monophsphat)

cDNA komplementédre DNA (,, complementary DNA”)

CFU ,,colony forming unit”

CSPD Dinatrium-3-(4-Methoxyspiro{1,2-Dioxethan-3,2’-(5’-Chloro)-tricyclo-
[3.3.1.1*7]decan}-4-yl)-phenylphosphat

Da Dalton

DAG Diacylglycerol

dATP Desoxyadenosintriphosphat

dCTP Desoxycytidintriphosphat

DEPC Diethylpyrocarbonat

dGTP Desoxyguanosintriphosphat

DIG Digoxigenin

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure (,, desoxyribonucleic acid”)

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

ds ., double strand”

DTT Dithiothreitol

dTTP Desoxythymidintriphosphat

dUTP Desoxyuraciltriphosphat

EDTA Ethylendiamin-tetraacetat, di-Natriumsalz

ELISA ,, Enzyme-linked immunosorbent assay”

et al. und Mitarbeiter

EtOH Ethanol

FCS ., Fetus Calf Serum *

FFS Freie Fettsduren

FOA ., I-fluoroorotic acid*

Xg Vielfaches der Erdbeschleunigung (g = 9,81 m/s’; ,, gravity )

G Guanin

GPI-Anker Glykosylphosphatidylinositol-Anker

H,O Wasser einer Millipore Aufbereitungsanlage

12-HETE 12-Hydroxyeicosatetraensiure

HIV ,, human immunodeficiency virus”

Hwpl ., Hyphal wall protein “



Abkiirzungsverzeichnis

HWZ Halbwertszeit

IEP Isoelektrischer Punkt

IgG Immunglobulin

IPTG Isopropyl-B-D-thiogalaktosid

Kann Kanamycin

kb Kilobasen(paare)

KD ., knock-down “

KO ., knock-out

LB Luria-Bertani

Lip Lipase-Gen

Lip Lipase (Protein)

LTB, Leukotrien B,

MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase

MCS ., Multiple cloning site”

MOPS 3-(N-Morpholino)-propansulfonsiure

mRNA Boten-RNA (,, messenger RNA ")

Mw Molekulargewicht (,, molecular weight **)

0])] Optische Dichte

ORF Offener Leserahmen (,, open reading frame *)
PAS ., periodic acid-Schiff*

PBS ,, phosphate-buffered saline”

PCR Polymerasekettenreaktion (,, polymerase chain reaction’)
PEG Polyethylenglykol

pH Wasserstoffionen-Konzentration (,, potentia Hydrogenii ‘)
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

(r)ER (rauhes) Endoplasmatisches Retikulum

RHE ,, reconstituted human epithelium”

RNA Ribonukleinsdure (,, ribonucleic acid’)

RNAi RNA-Interferenz

rpm Umdrehungen pro Minute (,, rounds per minute **)
rRNA ribosomale RNA

RT Raumtemperatur

RT-PCR ,, reverse transcriptase-polymerase chain reaction *
SAP Sekretorisches Aspartatprotease-Gen

Sap Sekretorische Aspartatprotease

SD ., synthetic defined

SDS Natriumdodecylsulfat (,, sodiumdodecylsulfate )
Ss ., single strand”

SSC Natriumchlorid und Natriumcitrat (,, sodiumchloride and sodiumcitrate )
T Thymin

Tab. Tabelle

TAG Triacylglycerol

TAE Tris-Acetat-EDTA

TBE Tris-Borat-EDTA

TE Tris-EDTA

Tris Tris-(hydroxymethyl)-ammoniummethan

Tween Polyoxyethylensorbitolmonolaurat



Abkiirzungsverzeichnis VII

U Einheit der Enzymaktivitét (,, unit )

UN iiber Nacht

UTR Nicht translatierter Bereich (,, untranslated region ‘)
Uv Ultraviolett

(v/v) Volumen pro Volumen (,, volume per volume *)
(wW/v) Gewicht pro Volumen (,, weight per volume )

wt Wildtyp

X-Gal 5-Bromo-4-chlor-indolyl--D-galaktosid

Maleineiten werden nach dem Internationalen Einheitensystem (SI = Systéme Inter-

nationale d’Unité) verwendet.



Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Allgemeine Einfiihrung

Candida albicans ist ein opportunistischer Erreger, der fiir die meisten beim Menschen
auftretenden Mykosen verantwortlich ist. Weitere wichtige Erreger der Candida-Gattung
sind Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida parapsilosis und Candida
dubliniensis. C. tropicalis scheint vor allem bei Patienten mit Leuk&mie Mykosen
auszulosen (Kontoyiannis et al., 2001). C. glabrata wird eine wichtige Stellung bei
vaginalen Candidosen eingerdumt (Sobel, 1998). Diese haploide Hefe ist dazu fahig,
schnell eine Resistenz gegen die Antimykotika-Klasse der Azole auszubilden (Warnock et
al., 1988), was die Behandlung dieser Pilzerkrankungen erschwert. C. parapsilosis wird
haufig als Erreger von Haut-Candidosen isoliert. Ein weiteres gravierendes Problem
verursacht dieser Pilz durch Kolonisation von Kathetern (Dorko et al., 1999). Uber den
Katheter kann C. parapsilosis direkt in die Blutbahn des Patienten gelangen und schwere
Mykosen hervorrufen. C. dubliniensis wurde erst 1995 als eigenstindige Candida-Art
identifiziert (Sullivan ef al., 1995). Vorher wurde sie falschlicherweise als C. albicans
diagnostiziert. Erste Uberpriifungen ergaben, dass ein Teil der Bestinde an klinischen
C. albicans-Isolaten in Wirklichkeit Isolate von C. dubliniensis sind. Diese Candida-Art
verursacht vor allem Mykosen bei HIV-Infizierten und AIDS-Patienten (Sullivan et al.,
1995). Wie C. glabrata scheint diese Hefe eine schnelle Resistenzbildung gegeniiber dem
Antimykotikum Fluconazol zu besitzen (Moran ef al., 1998).

Die tiberwiegende Mehrheit der Candida-Infektionen beim Menschen wird jedoch durch
C. albicans verursacht (Richardson & Warnock, 1997). Diese grampositive, kapsellose
Hefe vermehrt sich durch Heranwachsen kleiner Tochterzellen (Sprosszellen) aus der
Mutterzelle (Abb. 1).

Abb. 1: Eine knospende Hefezelle mit Tochterzelle(n),
(http://botit.botany.wisc.edu/toms_fungi/jan99.html).

C. albicans ist diploid und besitzt acht Chromosomen-Paare mit insgesamt 32 Mbp. Die
Chromosomen sind mit abnehmender Grofle von 1 bis 7 durchnumeriert. Das grofite
Chromosom hat die Bezeichnung R, da es die ribosomale DNA beinhaltet. Hinzu kommen
pro Zelle ca. 20 Kopien des mitochondrialen Genoms (1 Mbp). Das Genom des Pilzes ist
mittlerweile vollstdndig sequenziert (http://www-sequence.stanford.edu:8080/contigs-to-
blast6.html).



Einleitung 2

Es gibt erste Schitzungen, dass C. albicans ca. 8000 offene Leserahmen (ORFs) besitzt,
die Proteine mit mindestens 100 Aminosduren kodieren (Calderone, 2002). Wissen-
schaftler sind vor allem daran interessiert, herauszufinden, welche Gene und Genprodukte
es dem Pilz ermdoglichen, zum einen als Kommensal (,,Tischgenosse®) im Menschen zu
persistieren, zum anderen als opportunistischer Pilz, Infektionen im Kd&rper hervorzurufen.
Es gibt Schitzungen, dass mindestens 50 % der Bevolkerung mit C. albicans besiedelt sind
(Brandis & Otte, 1984). Vor allem Haut und Schleimhéute werden von ihm kolonisiert.
Candida-Infektionen sind somit als endogene Infektionen zu betrachten. Dieses Pathogen
scheint ein multipotenter Erreger zu sein, da es in der Lage ist, fast alle Bereiche im men-
schlichen Korper zu befallen. Es kann nicht nur Haut- und Schleimhautinfektionen (ober-
flachliche Mykosen) wie z.B. vaginale Candidosen ausldsen, welche die hdufigsten Pilzin-
fektionen bei Frauen im gebérfahigen Alter sind (Fidel, 1998), sondern auch invasive oder
systemische Mykosen hervorrufen, die todlich enden kénnen (Wenzel, 1995). Wahrend
einer systemischen Candidose disseminiert der Pilz hdmatogen und/oder lymphogen und
befillt innere Organe. Uber 80 % aller invasiven Pilzerkrankungen beim Menschen werden
durch Candida-Spezies verursacht (Riichel, 1993). 90 % dieser Erkrankungen werden
durch C. albicans hervorgerufen (Richardson & Warnock, 1997), was seine herausragende
Rolle als Pathogen unterstreicht.

Erstaunlicherweise zeigt die humanpathogene Hefe C. albicans in vielen Merkmalen eine
enge phylogenetische Verwandtschaft zu der Gattung Saccharomyces, die sich auf der
Ebene der Nukleotidsequenz der 5S-rRNA (Chen et al., 1984) und DNA bemerkbar macht.
Gene von C. albicans konnen deshalb mit Hilfe einer Komplementation von auxotrophen
Saccharomyces cerevisiae-Stimmen gefunden werden (Scherer & Magee, 1990). Ein Pro-
blem stellt jedoch der zum Teil unterschiedliche Codon-Gebrauch dar: C. albicans kodiert
abweichend vom universalen Code ,,CUG" als Serin und nicht als Leucin (Ohama et al.,
1993).

Im Gegensatz zu S. cerevisiae wird C. albicans den Fungi imperfecti zugeordnet. Neueste
Forschungsergebnisse haben aber gezeigt, dass diese Zuteilung iiberarbeitet werden miif3te,
da indirekt ein sexueller Zyklus nachgewiesen werden konnte. C. albicans besitzt einen
»~mating-type Locus® (MTL) (Hull & Johnson, 1999). Dieser Locus zeigt Homologien zum
»~mating-type Locus® von S. cerevisiae (MAT). In C. albicans ist dieser Genort hetero-
zygot, da ein MTL das a-1 homologe Gen besitzt und der andere Locus ol- und a2-
dhnliche Gene aufweist. Aufgrund dieses Zustandes sollte keine Paarung moglich sein, da
beide Genprodukte vorhanden sind. Durch das kiinstliche Ausschalten eines MTL konnte
aber die Paarung ermdglicht werden (Hull ez al., 2000). Inwieweit dieser Zyklus klinisch

relevant ist, bedarf ndherer Klarung.
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1.2 Prédisponierende Faktoren

Normalerweise liegt ein Aquilibrium zwischen Resistenz und Krankheit vor. Bei einer
Anderung der Resistenz- und Immunititslage des Wirtes kann es unter bestimmten
Voraussetzungen zu einer Infektion kommen. In diesem Zustand kann sich das Pathogen
von einem unbedenklichen zu einem gefdhrlichen parasitdren Organismus entwickeln
(Matthews, 1994). Damit der Pilz eine Krankheit auslosen kann, miissen bestimmte Be-
dingungen vorliegen, die sogenannten préadisponierenden Faktoren. Diese Faktoren kdnnen
in vier Gruppen eingeteilt werden (Odds, 1988): natiirliche, erndhrungsspezifische,
mechanische und iatrogene Faktoren. Zu den natiirlichen Faktoren werden mikrobielle
Infektionen, endokrine Fehlfunktionen, wie sie z.B. bei Diabetes mellitus vorliegen,
Defekte der Lymphozyten oder Phagozyten, ein hohes Alter, Schwangerschaft und ein
geringes Geburtsgewicht gezdhlt. Die Sterblichkeitsrate von Frithgeborenen mit Candidose
liegt bei 25-50 % (Weese-Mayer et al., 1987). Die bekannteste Infektion mit Candida ist
der Soorbelag auf der Zunge und Mundschleimhaut bei Sduglingen (Abb. 2A).

Abb. 2A&B: Verschiedene Formen der Candidose.

(A) Séugling mit Soorbelag, verursacht durch C. albicans. Die Aufnahme wurde freundlicherweise
von John H. Rex zur Verfiigung gestellt, (http://www.doctorfungus.org) (B) Candidose der Speise-
réhre, (http://gutl.peds.uiowa.edu/candida_esophagitis.htm).

Das klinische Bild des Mundsoors besteht in weilllichen Beldgen vorwiegend auf der
Zunge, an den Lippen sowie an anderen Stellen der Mund- und Rachenhohle. In den letzen
Jahren sind vor allem Erkrankungen mit Immunmangelsyndromen (AIDS und T-Zellen-
Defekte) gestiegen, wodurch auch die Zahl der Candidosen drastisch zugenommen hat. Die
Candidose der Mundhohle oder der Speiserdhre (Abb. 2B) wird sogar als diagnostisches
Mittel fiir eine AIDS-Erkrankung eingesetzt, da tiber 80 % der Patienten eine solche
Candidose wihrend ihrer Krankheit entwickeln. Eine Besiedlung der Speiserdhre und des
gesamten Gastrointestinaltraktes wird durch die Sé&ureresistenz der Hefen ermoglicht
(Raith, 1994). Die erndhrungsspezifischen Faktoren sind weitgehend unerforscht
geblieben. Es wird angenommen, dass eine kohlenhydratreiche Erndhrung oder ein
Vitaminmangel die Proliferation von C. albicans unterstiitzen konnen (Odds, 1988).

Zu den mechanischen Faktoren gehoren Traumata, Verbrennungen, Wunden und
Zahnprothesen.
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Mit dem medizinischen Fortschritt sind auch zugleich die Infektionen mit dem human-
pathogenen Pilz C. albicans gestiegen, was auf die sogenannten iatrogenen Faktoren
zurlickzufiihren ist. Sie verursachen eine kontinuierliche Zunahme von Pilzerkrankungen.
So unterliegen Patienten, die iiber einen Verweilkatheter erndhrt werden, einem erhShten
Risiko, sich mit diesem Pilz zu infizieren (Edmond et al., 1999). Ein Grund hierfiir konnte
der Einsatz von fettreichen Emulsionen fiir die parenterale Ernéhrung sein, da C. albicans
in diesen Emulsionen wachsen kann (Lewis ef al., 2002). Erschwerend kommt hinzu, dass
diese Losungen und damit der Pilz {iber den Katheter direkt in das Blut des Patienten
gelangen. Somit kann der Pilz die Schutzbarriere Haut direkt {iberwinden und sich iiber das
Blut im ganzen Korper verteilen. Hinzu kommt, dass die Patienten héufig abwehr-
geschwicht sind und daher an sich eine Risikogruppe darstellen. Aus diesem Grund
werden sowohl Medikamente, welche die Immunabwehr beeinflussen, als auch eine Lang-
zeitbehandlung mit Breitband-Antibiotika den iatrogenen Faktoren zugeordnet, da sie die
candidahemmende Mikroflora zerstdren. Ein weiteres Problem stellt die laterale Trans-
mission der Erreger durch kontaminierte Hande von Arzten und Krankenhauspersonal dar
(Bauer et al., 1990).

Diese préadisponierenden Faktoren ermdoglichen es dem Pilz somit, die Lebensqualitét

beeintrdchtigende und sogar lebensbedrohliche Infektionen auszuldsen.

1.3 Virulenzfaktoren

Die Candidose ist ein Zusammenspiel zwischen verminderter Wirtsverteidigung und
Pathogenitdt des Organismus, der die Krankheit verursacht. Der Auspridgungsgrad der
Pathogenitit eines Pilzes wird als Virulenz bezeichnet (Schifer, 1994). Bei C. albicans ist
die Virulenz multifaktoriell, d.h., dass dieser Pilz ein breites Reservoir an sogenannten
Virulenzfaktoren besitzt, die ihm helfen, Infektionen auszuldsen und dem Immunsystem zu
widerstehen. Erst, wenn die beschriebenen pradisponierenden Faktoren vorliegen, kann der
Pilz sein Repertoire an Virulenzfaktoren einsetzen, um eine Infektion zu verursachen. Die
Analyse dieser Faktoren ist unumgénglich, um die Infektion zu verstehen und daraus neue
Strategien zur Bekdmpfung des Pathogens zu entwickeln. Im Gegensatz zu anderen mikro-
biellen Erregern, die auf bestimmte Nischen im Wirt angewiesen sind, hat sich C. albicans
an den Menschen hervorragend angepal3t. Er kann nahezu alle Gewebe befallen und wird
vom Immunsystem offensichtlich nicht vollsténdig eliminiert.

Die Virulenzfaktoren ermdglichen dem opportunistischen Erreger das Uberleben an Kor-
peroberflachen und/oder das Vordringen zu tieferen Geweben und Organen. Dazu zdhlen
Adhisionsfaktoren, die morphologische Flexibilitdt und hydrolytische Enzyme (Odds,
1994). Die Adhésion wird als erster Schritt einer Infektion angesehen. Die Oberfldache des
Pilzes ist so beschaffen, dass er sich iiber hydrophobe Wechselwirkungen (Oberfldachen-
hydrophobizitit) und kovalente Bindungen, z.B. iiber Lektin-Kohlenhydrat-Interaktionen,
an die Wirtszelle heften kann (Calderone & Braun, 1991; Odds, 1994).
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Untersuchungen haben gezeigt, dass besonders hydrophobe Candida-Stamme, die bei
25 °C kultiviert wurden, virulenter waren, als solche, die bei 37 °C kultiviert wurden.
Diese zeigten zudem eine geringere Hydrophobizitdt (Hazen & Hazen, 1987). Eine Reihe
unterschiedlicher Adhésionsfaktoren (Adhésine) verhelfen C. albicans dazu, sich an
Epithelzellen der oralen, gastrointestinalen oder vaginalen Schleimhaut zu heften, wiahrend
andere Faktoren fiir die Adhésion an das Endothelgewebe der Blutgefifie notwendig sind
(Pendrak & Klotz, 1995; Sundstrom, 1999). Die Adhidsine vermitteln hierbei die
Wirtserkennung und Kolonisation. Dazu zéhlen die ,,Agglutinine-like Sequences Genes™
(ALS)-Genfamilie, die Oberflichenglykoproteine kodiert (Hoyer, 2001), sowie das
,Hyphal wall protein“ (Hwpl), welches iiber einen Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-
Anker an das 3-Glukan-Geriist der Zellwand gebunden ist. Der N-Terminus dieses Proteins
fungiert dabei als Substrat der humanen Transglutaminase, einem quervernetzenden
Enzym, welches im Epithel und Endothel vorkommt. Das Enzym vernetzt kleine prolin-
reiche Proteine, wie das Hwpl, mit humanen Proteinen und fiihrt damit zu einer wirts-
vermittelten Adhésion (Staab et al., 1999).

Die unterschiedlichen Gewebearten verlangen eine hohe Anpassung an die damit
verbundenen, unterschiedlichen physiologischen Umgebungen. Ein Merkmal dieser
Anpassung ist die morphologische Flexibilitdit von C. albicans. Der Pilz besitzt drei
Wachstumsformen: Pseudomyzel, echtes Myzel sowie eine Hefeform und ist somit

polymorph (Abb. 3). AuBerdem kann C. albicans Chlamydosporen bilden, wobei deren

o C? -5 8 Pseudohyphen

Hefe o
o> F o/

Hyphen

klinische Relevanz bisher nicht geklért ist.

Abb. 3: Die verschiedenen morphologischen Formen (Hefe, Pseudomyzel und Myzel), die
C. albicans einnehmen kann; modifiziert nach Odds, 1999.

Die septierten multizelluldiren Hyphen entstehen durch apikales Wachstum, wobei die
Gesamtheit der Hyphen als Myzel bezeichnet wird. Pseudohyphen sind hingegen
monozelluldr und werden von unipolar sprossenden Zellen gebildet, die sich verldngern
und an der miitterlichen Zelle haften bleiben. Der als Dimorphismus bezeichnete gezielte
Ubergang von der Hefe- zur Myzelform, wurde sehr genau erforscht (Brown & Gow,
1999). Der Wechsel wird durch verschiedene Signaltransduktionswege eingeleitet. Am
Anfang der Signalkette stehen diverse Induktoren, wie z.B. eine Wachstumstemperatur, die
tiber 35°C liegt, ein pH-Wert, der groBer als 6,5 ist, Stickstoff- und/oder Kohlen-
stoffmangel, eine niedrige Sauerstoffkonzentration, N-Acetylglucosamin, Prolin und
Alkohole (Ernst, 2000). Serum gilt als stérkster Induktor (Feng et al., 1999).
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Am Ende der Signalkette stehen unterschiedliche Transkriptionsfaktoren, die jeder Zell-
morphologie ein eigenes Genexpressionsprofil schaffen (Nantel et al., 2002). Die
Induktion wird vor allem tiber zwei Signaltransduktionswege vermittelt, einem mitogen-
aktivierten Proteinkinase (MAPK)-Weg und einem cAMP-vermittelten Weg. Am Ende des
MAPK-Weges steht der Transkriptionsfaktor Cphl. Beim cAMP-Modul endet die Kette
bei Efgl, einem Transkriptionsfaktor mit einem basischen Helix-Loop-Helix-Motiv. Er
bindet an E-Boxen (5’-CANNTG-3"), die in Promotoren von hyphenspezifischen Genen,
wie z.B. HWPI, ALS3 und ALSS, vorkommen. Diese tiber cCAMP und Proteinkinase A
regulierte Kaskade scheint fiir die Ausbildung echter Hyphen in C. albicans von
besonderer Bedeutung zu sein. Im Gegensatz zu cphl-Mutanten sind efg/-Mutanten nicht
in der Lage, in serumhaltigen Medium Keimschlduche auszubilden. Zudem verhielten sich
cphl-efgl-Doppelmutanten im Infektionsmodell avirulent (Lo et al., 1997). Neben diesen
Signalwegen scheinen mindestens noch drei weitere Kaskaden an der Hyphenbildung
beteiligt zu sein (Gow et al., 2002). Der Wechsel von der Hefe- zur Myzelform ermo6glicht
dem Pathogen nicht nur das Gewebe zu penetrieren, sondern auch der zelluldren Immun-
abwehr des Wirtes zu widerstehen. Auflerdem kann die Myzelform besser an Epithelzellen
adhérieren (Odds, 1994). Wahrscheinlich erfiillen jedoch sowohl die Hefe- als auch die
Myzelform bestimmte Aufgaben bei einer Infektion. Beim Ubergang der Zellen von der
Hefe- in die Hyphenform verdndert sich nicht nur die Morphologie des Pilzes, sondern
vermutlich auch die Ausprigung anderer Virulenzmerkmale, wie z.B. die Adhésion oder
die Sekretion hydrolytischer Enzyme. Aus diesem Grund sollten Virulenzdefekte von
Mutanten, die phénotypisch in ihrer Hyphenbildung gestort sind, kritisch beurteilt werden
(Brown & Gow, 1999).

Zusétzlich zum Morphologiewechsel besitzt C. albicans die Fahigkeit zum schnellen und
reversiblen Wechsel des Phénotyps der Hefeform (,,phenotypic switching”). Dies er-
moglicht dem Pilz, die Gestalt der Zellen spontan zu @ndern (Soll, 1992). So kann z.B. der
Stamm WO-1 in der Hefeform zwischen zwei Phénotypen wechseln, einer ,,white*- und
einer ,,opaque“-Form (Slutsky et al., 1987). Die ,,white“-Form bildet die bekannten rund-
lichen Hefezellen (W-Zellen), wobei die ,,opaque“-Form eher stibchenférmige Zellen
ausbildet (O-Zellen). C. albicans ist dadurch offenbar in der Lage, sich an die momentane
Umgebung anzupassen und besser auf das Immunsystem des Wirtes zu reagieren. Dieser
Wechsel erfordert eine hohe genetische Flexibilitdt, die sich auch durch héaufige
Chromosomen-Translokationen auszeichnet (Slutsky ef al., 1987). Es zeigte sich, dass
einige der pathogeneren Stamme den Phénotyp im Durchschnitt hdufiger wechselten als
weniger pathogene Stimme (Soll, 1992).

Diese Eigenschaften verdeutlichen die Flexibilitdt des komplexen Organismus, der auf
verdnderte Umgebungsreize mit einer verdnderten Genexpression antwortet. C. albicans
mul} somit befdhigt sein, spezifische Virulenzfaktoren, die fiir ganz bestimmte Infektions-

schritte oder Infektionsformen nétig sind, gezielt einzusetzen.
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Diese notwendige Adaptation an unterschiedliche Stadien einer Infektion kénnte auch der
Grund dafiir sein, dass der Pilz fiir extrazelluldre hydrolytische Enzyme nicht nur einzelne
Gene, sondern ganze Genfamilien besitzt (Stehr et al., 2000). Sowohl sekretorische
Aspartat-Proteasen (Saps), als auch sekretorische Lipasen (Lips) werden bei C. albicans
von mindestens zehn verschiedenen Genen kodiert (Hube et al., 2000; Hube & Naglik,
2001). Diese hohe Anzahl dhnlicher Gene ist moglicherweise dafiir notwendig, dass bei
jedem Infektionsschritt eine jeweils optimierte Gruppe von Hydrolasen sezerniert werden
kann. Als weitere wichtige hydrolytische Enzyme sind die Phospholipasen zu nennen
(Ibrahim et al., 1995; McLain & Dolan, 1997; Sugiyama et al., 1999). Bei C. albicans
wurden extrazelluldre Phospholipase A-, B-, C- und D-Aktivitdten nachgewiesen, zum Teil
konnten schon die entsprechenden Gene identifiziert und charakterisiert werden. Phospho-
lipasen sind normalerweise bei der Umsetzung von Nihrstoffen oder bei der Signal-
transduktion beteiligt. Die phosphoinositol-spezifische Phospholipase C spielt u.a. eine
wichtige Rolle beim Hefe-Myzel-Ubergang (Ibrahim et al., 1995; Bennett et al., 1998).
Diese Enzyme konnen aber auch direkt die Wirtszellmembran schédigen.

Sehr gut untersuchte Virulenzfaktoren sind die sekretierten Aspartat-Proteasen von
C. albicans (Hube & Naglik, 2001). Die kodierenden Sequenzen der S4P-Gene haben eine
Lange von 1173 bp (S4P1I) bis 1764 bp (SAP7). Innerhalb der S4P-Genfamilie sind drei
Gruppen mit sehr dhnlichen Genen (SAPI-3, SAP4-6 und SAP9-10) zu unterscheiden,
wihrend die Gene SAP7 und SAPS8 geringere Ahnlichkeiten mit anderen Mitgliedern der
Genfamilie aufweisen. Alle Sap-Proteine haben jedoch gemeinsame Strukturmerkmale. Sie
besitzen ein N-terminales Signalpeptid, haben dariiber hinaus ein Propeptid mit Lys-Arg-
Schnittstellen filir die Prozessierung durch Kex2-Proteasen und weisen im reifen Protein
konservierte Cysteinreste auf. Dies konnte auf eine konservierte dreidimensionale Struktur
deuten. Bei den erst kiirzlich identifizierten Genen SAP9 und SAP10 fillt als Besonderheit
auf, dass die abgeleiteten Proteine ungefdhr 50 Aminosduren lédnger sind als die anderen
Saps (Monod et al., 1998; Felk, 2002). Diese Verldngerungen bestehen aus einer C-ter-
minalen hydrophoben sowie serin- und threoninreichen Region, wie sie bei GPI-ver-
ankerten Proteinen typisch sind. Auch andere Kriterien deuten auf eine solche Ver-
ankerung hin, weswegen angenommen wird, dass Sap9 und Sap10 mit der Zelloberfldche
assoziiert sind. Innerhalb dieser Genfamilie herrscht eine hohe Komplexitit. Einzelne
Mitglieder der SAP-Genfamilie werden differentiell reguliert und zu verschiedenen
Infektionsstadien und in unterschiedlichen klinischen Formen der Candidose in vivo
exprimiert (Naglik ef al., 1999). Diese Gene kodieren fiir hydrolytische Enzyme, welche an
der Adhédsion an Epithelzellen, bei der Invasion des Pilzes in tiefere Gewebe und bei der
Zerstorung von Immunglobulinen sowie anderen Abwehrproteinen beteiligt sein konnten
(Hube, 1996). Bestimmte Protease-Gene ermoglichen es C. albicans auch, nach einer
Phagozytose durch Makrophagen vereinzelt zu tiberleben (Borg-von Zepelin et al., 1998).
Hydrolytische Enzyme zerstoren wahrscheinlich durch ihre Katalyse Wirtsgewebe und

bieten so dem Pilz die Gelegenheit, in tiefere Gewebe zu penetrieren.
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AuBlerdem konnten sie Modifikationen auf der Oberflache des Pilzes verursachen und
somit zum Nichterkennen durch das Immunsystem beitragen. Des weiteren erschlieen die
hydrolytischen Enzyme C. albicans moglicherweise Nahrstoffquellen durch den Abbau
von Makromolekiilen des Wirtes (Salyers & Whitt, 1994).

Die Rolle der sekretierten Lipasen von C. albicans ist bisher weitgehend ungeklart.
Obwohl es sich hierbei ebenfalls um eine Genfamilie handelt, wurden diese Lipasen

bislang wenig erforscht.

1.4 Analyse der Virulenzfaktoren von C. albicans mittels der
URA-Blaster-Methode

Als mogliche Angriffspunkte fiir eine Therapie gegen Candidosen werden die Virulenz-
faktoren diskutiert. Um sie zu analysieren, wurden verschiedene Strategien zur Genaus-
schaltung entwickelt. Die Gendisruption und Herstellung permanenter C. albicans-
Mutanten soll die Rolle des jeweiligen Genproduktes wihrend einer Infektion aufkldren.
Die géngigste Methode zur Genzerstorung ist die URA-Blaster-Methode.

Eine gezielte Gendisruption in C. albicans wird dadurch erschwert, dass Selektionsmarker
wegen des bisher angenommenen asexuellen Lebenszyklus von C. albicans nicht durch
eine Riickkreuzung aus dem Gen eliminiert und zum Ausschalten eines weiteren Gens
angewendet werden konnen. Die Grundlage fiir die gezielte Genausschaltung wurde durch
Fonzi & Irwin geschaffen (1993). Sie generierten den auxotrophen ura3-Stamm CAI-4
von C. albicans. Als Ausgangswildtyp-Stamm diente das klinische Isolat SC5314 (Gillum
et al., 1984). Durch das Ausschalten des URA3-Gens wurde ein Defekt im letzten Schritt
der de novo Pyrimidin-Biosynthese verursacht und die Mutanten konnen nur bei der
Anwesenheit von Uridin im Medium existieren. URA3 kodiert fiir die Orotidin-5-
Monophosphat (OMP)-Decarboxylase, welche die Umsetzung von OMP in Uridin-5’-
Monophosphat katalysiert.

Der Stamm CAI-4 bildete den Ausgangspunkt fiir viele Candida-Mutanten, die mit der
URA-Blaster-Methode hergestellt wurden. Dieser Blaster setzt sich aus dem URA3-Gen
und zwei flankierenden, direkten Wiederholungen vom hisG-Gen des Enterobakteriums
Salmonella typhimurium zusammen. Die Methode beruht auf einer mehrfachen Ver-
wendung des Marker-Gens URA3 in dem ura3 -auxotrophen Rezeptorstamm CAI-4. Durch
Rekombination der homologen candidafremden hisG-Sequenzen kann nach erfolgreicher
Transformation und Integration der Disruptionskassette in ein Allel des gewiinschten

Genortes der ura3 -auxotrophe Zustand wiederhergestellt werden (Abb. 4).
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Abb. 4: Genzerstorung bei C. albicans mittels URA-Blaster-Methode.

Die Disruptionskassette besteht aus dem URA3-Gen, flankiert von zwei hisG-Sequenzen aus
S. typhimurium. Um die homologe Rekombination der Kassette in den Ziellocus zu gewihrleisten,
werden stromaufwiérts und stromabwérts der Kassette homologe Sequenzabschnitte des Zielgens
kloniert. Nach erfolgreicher Transformation wird der Selektionsmarker durch eine 5-Fluoroorotat
(FOA)-Behandlung zuriickgewonnen. Ein Teil des Zielgens wird durch die Insertion der Dis-
ruptionskassette deletiert. Modifiziert nach Fonzi & Irwin (1993).

Hierflir wird ein Medium mit 5-Fluoroorotat (FOA)-Zusatz eingesetzt. Das FOA stellt ein
toxisches Substrathomolog zum Uridin dar. Es wird somit nach Klonen selektiert, welche
durch eine cis-Rekombination zwischen den beiden hisG-Sequenzen das URA3-Gen und
eine Kopie der hisG-Sequenzen deletiert haben (Boeke ef al., 1984). Danach konnen das

zweite Allel und nach erneuter Rekombination weitere Gene ausgeschaltet werden.
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1.5 Die Enzymgruppe der Lipasen (EC 3.1.1.3)
1.5.1 Lipasen

Lipasen sind Triacylglycerolester-Hydrolasen, die neben anderen lipolytischen Enzymen
an der Umsetzung von Lipiden beteiligt sind. Sie katalysieren die Hydrolyse von
Triacylglycerolen (TAG) zu Di- und Monoacylglycerolen, Glycerol und freien Fettsduren
(FFS) (Brockerhoff & Jensen, 1974), wobei sie auch die Riickreaktion, also die Synthese

von Esterbindungen, katalysieren kénnen (Abb. 5).

TAG 0} Glycerol
Il
CHy==O=— C —R, CH,—OH
I |
Ry=— C=—0O=—CH OH=—CH
I |
|l

CH=0=—C —R, CH,—OH

Lipase

>
+
< 0
3 H,0 Il
30— C=~—R,, 3H'

+

FFS

Abb. 5: Triacylglycerol (TAG)-Hydrolyse bzw. -Synthese katalysiert durch eine Lipase.

Die Endprodukte der Hydrolyse sind freie Fettsduren (FFS) und Glycerol.

Des weiteren konnen Lipasen zum einen Esterbindungen synthetischer Substrate spalten,
wie z.B. die sekunddrer Alkohole, zum anderen katalysieren sie aber auch deren
Veresterungs- und Umesterungsreaktionen.

Lipasen werden von Mikroorganismen, Pflanzen und Tieren produziert (Commenil ef al.,
1995). Bei Bakterien wurde die Lipasebildung bereits am Anfang des Jahrhunderts durch
Eijkman (1901) beschrieben. Die Adipocyten der Sédugetiere und die keimenden Samen
von Pflanzen enthalten Lipasen, die gespeicherte Triacylglycerole abbauen, wobei
Fettsduren fiir die Ausfuhr in andere Gewebe freigesetzt werden (Lehninger et al., 1998).
Bei der Verdauung von zuvor emulgierten Nahrungsfetten spielen Lipasen aus dem
Pankreassekret eine wichtige Rolle. Sie bewirken an der Wasser-Lipid-Grenzflache der
Mizellen den Beginn der Hydrolyse und ermdglichen somit die Absorption der Nahrungs-
fette im Darm (Koolman & Rohm, 1994).

Zur Klassifizierung eines hydrolytischen Enzyms als Lipase wurde lange Zeit die
Erfillung zweier Kriterien vorausgesetzt: die Grenzflichenaktivierung (Sarda &
Desnuelle, 1958) und das Vorhandensein eines ,,Deckels™ (Derewenda et al., 1992).
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Sobald Substrate der Lipasen monomere Schichten, Mizellen oder Emulsionen, d.h.
Grenzflachen ausbilden, steigt die Aktivitét einer Lipase stark an. Dieses Phdnomen wird
auch als Grenzflachenaktivierung bezeichnet. Die Aktivitdt von Lipasen ist unabhingig
von der Substratkonzentration und ist daher nicht nach dem Michaelis-Menten-Modell
beschreibbar. Dafiir konnte eine Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit von Lipasen
aufgrund der Beschaffenheit der Grenzflaiche, welche von der Spannung und Viskositét
abhéngt, festgestellt werden. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist nur von der Ausdehnung
der Grenzflache abhingig. Aullerhalb der Grenzflache nimmt die Aktivitdt sehr schnell ab.
Dieses Phanomen wurde von Sarda & Desnuelle (1958) fiir eine pankreatische Lipase be-
schrieben. Aulerdem wurde dieses Kriterium frither zur Unterscheidung von Esterasen und
Lipasen herangezogen, muflte aber spiter relativiert werden, da Lipasen ohne
Grenzflachenaktivierung entdeckt wurden. Hierzu zdhlen Lipasen von Pseudomonas
aeruginosa (Jager et al., 1994), Bacillus subtilis (Lesuisse et al., 1993) und des Pankreas
vom Meerschweinchen (Hjorth ef al., 1993).

Der Zugang zum aktiven Zentrum der Lipasen wird durch ein als ,,Deckel* bezeichnetes
a-helikales Segment - bestehend aus ein bis zwei a-Helices - abgeschirmt, welches sich an
der Proteinoberfldache befindet. Falls es zu einer Aktivierung an der Grenzfliche kommt,
wird dieser ,.Deckel durch eine Konformationsdnderung des Enzyms gedffnet (van
Tilbeurgh et al., 1993), wodurch das aktive Zentrum fiir das Substrat frei zugénglich wird.
Durch diese Konformationsdnderung erscheinen hydrophobe Aminosduren an der Enzym-
oberfliche, welche mit dem Substrat interagieren. Zusidtzlich wird die sogenannte
Oxianionen-Bindungstasche geschaffen bzw. richtig positioniert (van Tilbeurgh et al.,
1993), welche das wihrend der Hydrolyse entstehende tetraedrische Intermediat iiber
Wasserstoffbriicken stabilisiert (Derewenda, 1994). Normalerweise erfolgt die molekulare
Erkennung eines Substrats durch ein Enzym {iber spezifische Wasserstoffbriicken zu
polaren Gruppen. Diese polaren Gruppen fehlen jedoch bei Fettsduren, weshalb die
Interaktion zwischen Substrat und Lipasen vor allem auf unspezifischen hydrophoben
Wechselwirkungen beruht (Derewanda, 1994).

Es ist daher nicht iiberraschend, dass einige Lipasen, wie die menschliche hepatische
Lipase und die pankreatische Lipase des Meerschweinchens, ein erweitertes Substrat-
spektrum zeigen (Derewenda & Sharp, 1993; Anthonson ef al., 1995). Sie kdnnen neben
Neutralfetten auch Phospholipide und andere organische Komponenten, die Ester-
bindungen besitzen, hydrolysieren. Fiir die Lipase des Pilzes Rhizopus arrhizus wurde
nachgewiesen, dass sogar Digalaktosyldiglycerole, Sulpholipide und an Hexosen ge-
bundene Acylgruppen hydrolysiert werden (Fischer ef al., 1973). Des weiteren wurde auch
eine Lipase entdeckt, die einen ,Deckel aufweist und dennoch keine Interphasen-
aktivierung zeigt (Thirstrup et al., 1994). Eine direkte Schluf(folgerung von einem

,Deckel” auf eine Grenzfldchenaktivierung ist daher nicht zuldssig.
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Lipasen werden heute iibergeordnet als Carboxylesterasen bezeichnet, welche die Hydro-
lyse langkettiger Acylglycerolester mit einer Kettenldnge von mindestens 10 Kohlenstoft-
atomen katalysieren (Derewenda & Sharp, 1993). Lipolytische Enzyme, die kiirzere Acyl-
glycerolester spalten, werden als Esterasen bezeichnet. Es liegt aber keine Allgemein-
giiltigkeit vor, da die meisten Lipasen auch die kurzkettigen Substrate der Esterasen hydro-
lysieren konnen (Jager et al., 1999).

Ein wichtiges Strukturmerkmal der Lipasen ist die sogenannte ,katalytische Triade®, die
von den Aminosduren Serin, Histidin und Aspartat oder Glutamat gebildet wird. Sie wurde
bei allen Serin-Hydrolasen nachgewiesen (Kok ez al., 1995). Das nukleophile Serin be-
findet sich in dem hochkonservierten Motiv Gly-X;-Ser-X,-Gly (GXSXG), das allen
Lipasen gemeinsam ist. Das Motiv ist ein Teil der Lipid-Bindungsregion. Eine Ausnahme
bilden die Lipasen aus Bacillus-Arten (Dartois et al., 1992). Ebenso weicht die Lipase/
Acyltransferase aus Aeromonas hydrophila (Robertson ef al., 1994) von dieser Konsensus-
sequenz leicht ab. Das nukleophile Serin liegt hier in dem Motiv GXSXS vor, welches z.B.
auch die Thioesterase von E. coli besitzt (Upton & Buckley, 1995).

Im Jahr 1990 wurden von der humanen Pankreas-Lipase und der Lipase des Pilzes
Rhizomucor miehei (Winkler et al., 1990) die ersten dreidimensionalen Lipase-Strukturen
bestimmt. Seitdem wurden zahlreiche weitere Strukturen aufgel6st, u.a. auch die Struktur

von der Lipase des Erregers Pseudomonas aeruginosa (Abb. 6).

Abb. 6: Dreidimensionale Struktur der Lipase
von P. aeruginosa (Nardini ef al., 2000),
(http://biotech.unf.dk/labdag].php).

Alle Lipasen weisen die typische o/3-Faltung mit einem zentralen (-Faltblatt auf, das von
maximal acht Stringen, welche mit maximal sechs a-Helices untereinander verbunden
sind, gebildet wird. Am C-terminalen Ende von (35 liegt die konservierte GXSXG-
Sequenz, welche das charakteristische ,,3-Turn-a-Motiv®, den sogenannten ,,nukleophilen
Ellbogen®, bildet. Die abgewinkelte Struktur mit der nukleophilen Aminoséure im Zentrum
fihrt zu einer optimalen Ausrichtung des Nukleophils, welches somit sowohl fiir das
katalytische Histidin als auch fiir das Substrat frei zugénglich ist. Zudem wird der inter-
mediér gebildete tetrahedrale Zustand, ein ionisches Intermediat der Hydrolyse, optimal

durch Aminosduren der Oxianionen-Bindungstasche stabilisiert.
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Die meisten gereinigten Lipasen sind saure Proteine mit einem Molekulargewicht
zwischen 20 und 60 kDa. Sie sind hdufig sehr temperatur- und detergenzstabil, sowie
resistent gegeniiber Proteasen. Durch die erwdhnten Eigenschaften der Lipasen bietet diese
Enzymklasse eine Vielzahl industrieller Anwendungsmoglichkeiten (Corzo & Revah,
1999). Sehr genau untersucht wurden die Lipasen von Rhizopus delemar (Haas et al.,
1992), Aspergillus oryzae (Toida et al., 1995), Aspergillus niger (Iwai & Tsujisaka, 1984),
Galactomyces geotrichum (Schrag et al., 1991), sowie von Mucor-Arten (Brady et al.,
1990) und mehreren nicht-pathogenen Candida-Arten (Anthonson et al, 1995). Die
Kombination aus hédufig geringer Substratspezifitit, hoher Stereo- und Regioselektivitat -
auch gegeniiber synthetischen Substraten - sowie hoher Enzymstabilitidt in organischen
Losungsmitteln, machen Lipasen zu einem &duferst niitzlichen Werkzeug in der orga-
nischen Synthese (Jager & Reetz, 1998). Die lipasekatalysierten Biotransformationen
finden heute deshalb sowohl in der Herstellung optisch reiner Wirkstoffe und synthetischer
Intermediate als auch im Gebiet der Schutzgruppenchemie und der Modifikation natiir-

licher Lipide Anwendung.

1.5.2 Lipasen als Virulenzfaktor

Bei Vertebraten besitzen Lipasen Aufgaben in der Verdauung, der Absorption von Néhr-
stoffen, dem Fett-Metabolismus und dem Lipoprotein-Stoffwechsel (Derewanda, 1994).
Lipasen scheinen aulerdem iiber ein hohes Virulenzpotential zu verfiigen. So kdnnen z.B.
bei der Pankreatitis des Menschen freigesetzte wirtseigene Lipasen erhebliche Gewebe-
schidden verursachen (Lang, 1987). Die Fehlfunktion von lipolytischen Enzymen im Men-
schen wird auch mit Atherosklerose in Verbindung gebracht (Derewanda & Sharp, 1993).

Es gibt immer mehr Hinweise, dass extrazelluldre mikrobielle Lipasen neben den indus-
triellen Anwendungen auch wichtige Virulenzfaktoren darstellen, wobei der Forschungs-
schwerpunkt bisher vor allem bei humanpathogenen Bakterien lag (Jéger et al., 1994). Im
Gegensatz dazu wurden Lipasen von pathogenen Pilzen als potentielle Virulenzfaktoren

bisher nur wenig erforscht.

1.5.2.1 Bakterien

Die menschliche Haut ist die natiirliche Umgebung vieler verschiedener Bakterien und
Pilze. Unter diesen Mikroorganismen kommen einige opportunistische Pathogene vor, die
Krankheiten auslosen, wenn die natlirliche Verteidigung bzw. das Immunsystem des
Wirtes geschwicht ist. Einer dieser Mikroorganismen ist Staphylococcus epidermidis,
welcher als menschlicher Haut-Kommensal beschrieben ist (Noble, 1978). Dieses
Bakterium ist dazu fahig, sich in einen opportunistischen Erreger zu verwandeln, sobald
bestimmte pradisponierende Faktoren vorliegen, wie z.B. der Einsatz von Venenkathetern
(Sitges-Serra et al., 1980). Wihrend der Infektion spielen wahrscheinlich zwei sekretierte
Lipasen eine wichtige Rolle, indem sie die Kolonisation und das Wachstum durch die

Spaltung von Talg-Triacylglycerolen fordern (Longshaw et al., 2000).
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Klinische Isolate von Staphylococcus aureus, welche aus tiefen Infektionsherden isoliert
wurden, zeigten eine hohere Lipase-Aktivitdit als Isolate von oberfldchlichen
Lokalisationen (Rollof ef al., 1987). Dies deutet darauf hin, dass die lipolytische Aktivitét
wahrscheinlich wichtig fiir die Né&hrstoffbeschaffung und/oder die Ausbreitung der
Bakterien ist. Dariiber hinaus koénnen Lipasen auch eine direkte Rolle in der Virulenz
spielen. Es wurde postuliert, dass lipolytische Enzyme einen Einflul auf die Pathogenese
von Hautinfektionen mit Staphylococcen ausiiben. In vitro Versuche haben gezeigt, dass
die aufgereinigte Lipase von S. aureus die Funktionen von verschiedenen humanen
Immunzellen, wie z.B. die Chemotaxis von Neutrophilen (Tyski et al., 1987) und Granu-
lozyten (Rollof et al., 1988), beeinfluBit. Zusitzlich zeigten diese mit Lipase behandelten
Granulozyten eine verringerte Phagozytose von Bakterien. Ein moglicher Grund dafiir
konnte sein, dass das mikrobielle Enzym Oberfldchenstrukturen der Immunzellen ange-
griffen hat. Ein deutlicher Hinweis, dass sekretierte Lipasen an der Pathogenese beteiligt
sind, ist der Nachweis von Anti-Lipase Immunglobulin G (IgG)-Antikdrpern in Seren von
Patienten, die an S. aureus-Infektionen litten (Ryding ef al., 1992).

Neben Staphylococcus besitzen auch andere bakterielle Spezies Lipasen in ihrem patho-
genen Repertoire. Ein weiterer Hautbewohner ist das Propionibacterium acnes, welches
die Acne vulgaris verursacht. Dieses Bakterium produziert eine Reihe an extrazelluldren
Enzymen, einschlieBlich einer Lipase, welche an der mikrobiellen Kolonisation der
menschlichen Haut beteiligt sein konnte. Durch die Lipolyse werden Fettséuren freigesetzt,
welche die bakterielle Adhdsion und somit die Kolonisation des Haarfollikels, der natiir-
lichen Umgebung von P. acnes, unterstiitzen (Miskin ef al., 1997). In schwerwiegenderen
Féllen bakterieller Infektionen konnen bestimmte Bakterien invasive und sogar
systemische Infektionen hervorrufen. Pseudomonas aeruginosa ist dazu in der Lage,
immungeschwichte Patienten zu befallen. Dieses Pathogen besitzt ein komplexes lipo-
lytisches System mit mindestens zwei Phospholipasen C (Plc), einer Esterase, die an die
duflere Membran gebunden ist, und einer sekretierten Lipase (Wilhelm ef al., 1999). Fiir
die Lipase von P. aeruginosa konnte in vitro ein besonderes Phdnomen gezeigt werden: Im
Zusammenspiel mit der bakteriellen Plc inhibierte sie die Chemotaxis von Monozyten.
Weiterhin wurde dargestellt, dass diese Kombination zur Freisetzung immunreaktiver
Substanzen, der 12-Hydroxyeicosatetraensdure (12-HETE) aus Thrombozyten sowie des
Leukotrien B4 (LTB4) aus Neutrophilen, flihrte (Jager ef al., 1992). Diese Reaktionen
konnten moglicherweise eine hyperaktive oder eine supprimierte Immunantwort im Wirt
hervorrufen und dadurch verschiedenen Geweben schaden und Entziindungsprozesse
fordern.

Ebenfalls gezeigt wurde, dass beide Enzyme einen synergistischen Effekt auf die Spaltung
von Dipalmitoylphosphatidylcholin haben, dem Hauptoberfldachenlipid der Lunge (Jager &
Wohlfarth, 1993). Es liegt eine Korrelation zwischen einer P. aeruginosa-Besiedlung von

Patienten mit zystischer Fibrose und einer verstdrkten Zerstdrung der Lunge vor.
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Da Patienten mit zystischer Fibrose IgG-Antikorper gegen die Lipase und die Plc besitzen,

sind wihrend der Infektion wahrscheinlich beide Enzyme zugegen.

1.5.2.2 Pilze

Es sind mehr als 300 Pilzspezies bekannt, die Lipasen produzieren. Bei pflanzen-
pathogenen Pilzen besteht hiufig ein ,,genetischer UberfluB“ an degradativen Enzymen.
Vor allem lipolytische Enzyme werden hier als potentielle Virulenzfaktoren diskutiert
(Schifer, 1994). Speziell die Cutinasen sind vermutlich am hydrolytischen Abbau des
ersten Schutzwalles der Pflanze, der wachshaltigen Cuticula, beteiligt (Koller, 1991). Diese
Enzyme nehmen eine Stellung zwischen Lipasen und Esterasen ein (Martinez et al., 1992).
Einerseits sind sie in der Lage, die unlosliche Cutinschicht der Cuticula anzugreifen,
andererseits werden sie nicht an Grenzflichen aktiviert und besitzen keinen ,,.Deckel®
(Zandonella et al., 1995). Interessanterweise besitzen sowohl Lipasen als auch Cutinasen
die oben erwihnte katalytische Triade und gehoren beide der Familie der Serinhydrolasen
an. Aus diesem Grund konnte die verwandte Enzymklasse der Lipasen auch beim Abbau

der Cuticula eine Rolle spielen.

Extrazelluldre Lipasen werden bei Pilzinfektionen des Menschen ebenfalls als Virulenz-
faktoren diskutiert. Die Malassezia-Arten werden sowohl als opportunistische Erreger
angesehen als auch zur kommensalen Mikroflora des Menschen gezdhlt. Bisher wurden
sieben verschiedene Malassezia-Arten entdeckt (Gupta et al., 2000), welche vor allem in
den Talgdriisen der menschlichen Haut vorkommen. Prédisponierende Faktoren wie
Kortikosteroid-Behandlung und Immunschwéchen kénnen den Wechsel vom Kommensal
zum Pathogen induzieren. Dies fiihrt hdufig zu Hauterkrankungen, wie z.B. Tinea
versicolor und seborrhoischer Dermatitis, und manchmal sogar zu einer systemischen
Infektion (Kwon-Chung & Bennett, 1992). Sechs der sieben Malassezia-Arten sind
lipophil und brauchen exogene Lipide zum Wachstum, wobei sie langkettige Fettsduren
(FS) bevorzugen. Sekretierte Lipasen sind somit fiir diese Pilze notwendig zum Uberleben,
denn nur so kénnen sie Kohlenstoff (C)-Quellen in Form von Neutralfetten oder Fettsduren
nutzen (Catteral ef al., 1978). Das pH-Optimum der lipolytischen Aktivitit von Malassezia
furfur liegt im sauren Bereich, dhnlich dem pH-Bereich der Haut (Ran et al., 1993). Neben
der Nahrstoffbeschaffung scheinen extrazelluldre Lipasen auch die Adhésion zu fordern.
Fiir die Hefe Hortea werneckii, welche morphologisch und pathophysiologisch dem Pilz
M. furfur nahesteht, wurde gezeigt, dass deren Zelloberflache sehr hydrophob ist und somit
dem Pilz erm6glicht, an die Haut des Wirtes zu adhérieren. Zelloberflachenhydrophobizitét
und lipolytische Aktivitét sind anscheinend essentiell fiir die Pathogenese von Tinea nigra,

einer auf die Epidermis beschrénkte Dermatomykose (Géttlich e al., 1995).
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1.5.3 Lipase-Inhibitoren

Zum jetzigen Zeitpunkt gibt es nur wenige wirkungsvolle Medikamente ohne starke
Nebenwirkungen gegen invasive oder systemische C. albicans-Infektionen. Durch die
Zunahme der Risikopatienten wird die Situation weiter verschérft.

Dartiber hinaus nimmt die Zahl resistenter Pilze, wegen der haufigen und prophylaktischen
Anwendung der wenigen Medikamente, stark zu. Die bisher gegen Candida-Infektionen
eingesetzten Medikamente basieren auf der Hemmung der Ergosterolsynthese (Azole), der
Komplexierung des Ergosterols (Amphothericin B®) und der Inhibition der DNA-/RNA-
Synthese (Flucytosin). Viele dieser Medikamente sind auch fiir die Wirtszellen toxisch und
haben daher oft starke Nebenwirkungen. Darum ist es wichtig, neue pilzspezifische An-
griffspunkte zu finden. Einige Verdffentlichungen beschreiben, dass der Einsatz von
Lipase-Inhibitoren bei der Medikamentation bakterieller Infektionen aussichtsreich sein
konnte. Fiir Pilzinfektionen wurden jedoch noch keine Daten veroffentlicht.

So konnen z.B. die Makrolid-Antibiotika Roxithromycin, Erythromycin und Tetrazyklin
die Lipase-Produktion und die extrazelluldre Lipase-Aktivitit von Propionibacterium
acnes hemmen (Webster et al., 1981; Lee et al., 1982; Akamatsu et al., 2002). Dieses
humanpathogene Bakterium kann durch die Produktion freier Fettsduren (FFS) Ent-
zlindungsreaktionen auf der Haut verursachen. Tetrazyklin kann weiterhin die Lipasen von
Staphylococcus aureus (Mates, 1973) und Candida rugosa (Grippa et al., 1999) inhibieren.
AuBerdem kann die Lipase von C.rugosa auch durch die Alkaloide Berberin sowie
Sanguinarin gehemmt werden (Grippa ef al., 1999). Der Reaktionsmechanismus der
Makrolid-Antibiotika und der Alkaloide ist bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht geklart.
Im Allgemeinen besteht ein Lipase-Inhibitor aus zwei Komponenten: einer chemisch reak-
tiven Einheit, die mit dem katalytischen Zentrum des Enzyms reagiert, und einer Einheit,
die fiir spezifische Interaktionen und die richtige Orientierung in der Enzymbindungstasche
zustédndig ist.

Unter den Lipase-Inhibitoren, welche direkt gegen das aktive Zentrum gerichtet sind, ist
die Gruppe der Inhibitoren mit einem (3-Lacton im Molekiilgeriist von groBer Bedeutung.
Beispiele hierfiir sind Tetrahydrolipstatin (Orlistat™), Esterastin (Umezawa et al., 1978)
und Valilacton (Kitahara ef al., 1987). Orlistat” ist durch seinen Einsatz zur Fettreduktion
von iibergewichtigen Menschen bekannt geworden (Ballinger & Peikin, 2002). Es ist ein
Derivat des Lipstatins, welches aus Streptomyces toxytricini isoliert wurde. Dieser Lipase-
Inhibitor ist dazu in der Lage, die humane Lipoprotein-Lipase (Lookene et al., 1994), die
pankreatische Lipase (Hadvary ef al., 1988), die Lipase des Magens und die gallensalz-
stimulierte Lipase (Borgstrom, 1988) zu hemmen.

Der Inhibitor selbst dient als Pseudosubstrat fiir die Lipasen und erméglicht die
Ausbildung eines Enzym-Inhibitor-Komplexes. Das tiber eine Esterbindung an das aktive

Serin gebundene Orlistat® wird langsam von der Lipase abgebaut (Liithi-Peng e al., 1992).
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Ein anderer Inhibitor, das Hexadecansulfonylfluorid, hat gegentiiber Orlistat® den Vorteil,
durch die Lipasen nicht verbraucht zu werden und hat daher die Moglichkeit, die Enzyme
irreversibel zu hemmen (Skottova et al., 1995). Die kurzkettige Variante des Hexadecan-
sulfonylfluorid, das Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), inhibiert sowohl Lipasen
(Somma-Delpero et al., 1995; Mamputu et al., 1997, Moriyama et al., 1999) als auch
Serin-Proteasen, was auch auf das Diisopropylfluorophosphat (Somma-Delpero et al.,
1995; Moriyama et al., 1999) zutrifft. Serin-Protease-Inhibitoren besitzen hdufig eine
reaktive Carbonyl-Gruppe, die mit dem Serin reagiert. Die nukleophile OH-Gruppe des
Serins greift die elektrophile Carbonylgruppe des Inhibitors an, wodurch ein metastabiles
Hemiacetal entsteht. Um diesen Mechanismus fiir Lipase-Inhibitoren zu nutzen, wurde die
Oxo-Gruppe in ein lipophiles Alkohol-Riickgrat (Chiou et al., 2000) oder ein TAG-Gertist
(Kokotos et al., 2000) eingebaut. Es wurde bereits gezeigt, dass diese Art von Inhibitor, die
Pankreas- und Magen-Lipasen hemmen (Kokotos ez al., 2000).

1.5.4 Die Lipase-Genfamilie von Candida albicans

Zusitzlich zu den Dermatophyten sind ebenfalls opportunistische Pilze wie die Candida-
Spezies dafiir bekannt, extrazelluldre Lipasen zu sekretieren. Fiir den humanpathogenen
Pilz C. albicans wurde erstmals 1966 eine lipolytische Aktivitdt beschrieben (Werner,
1966). Werner zeigte, dass dieser Pilz mit verschiedenen Polyoxyethylensorbitanfett-
sduren (Tweens) als einziger Kohlenstoff-Quelle wachsen konnte. 1996 wurden die ersten
Daten tiiber eine mogliche Esterase von Tsuboi und Mitarbeitern geliefert. Identifizierung
und Klonierung eines Esterase-Gens blieben dennoch erfolglos. Das Gebiet der lipo-
lytischen Enzyme wurde daher wenig erforscht. Erst 1997 wurde die erste Sequenz eines
Lipase-Gens (LIP1) von C. albicans publiziert (Fu ef al., 1997). Anféngliche Expressions-
analysen ergaben, dass LIPI sowohl bei 30 °C als auch bei 37 °C transkribiert wird.
Weiterhin konnten Transkripte nach Wachstum in verschiedenen Tween-Medien nach-
gewiesen werden. Im Gegensatz dazu konnte weder in einem Komplex-Medium noch in
einem definierten Aminosdure-Medium (Lee’s Medium), welches zur Induktion des Hefe-
Myzel-Ubergangs genutzt wird, LIPI-mRNA detektiert werden. Das Enzym wies keine
phospholipolytische Aktivitit gegeniiber Phosphatidylcholin oder Lysophosphatidylcholin
auf. Es handelt sich also um eine ,,reine* Lipase. Eine erste Southern Blot-Analyse, die in
diesem Zusammenhang durchgefiihrt wurde, wies darauf hin, dass in C. albicans eine
ganze Lipase-Genfamilie existieren konnte (Fu et al., 1997).

Durch Hybridisierungen von Fosmidbanken mit dem bereits publizierten Lipase-Gen LIP1
wurden drei weitere Lipase-Gene, LIP2, LIP3 und LIP4, isoliert und kloniert (Bossenz,
1998). Durch Sequenzierungen, und unter Verwendung der Sequenzdaten aus dem
Candida-Genomprojekt, wurden die vollstindigen Sequenzen von LIP2-4 erhalten. Es
konnte weiterhin gezeigt werden, dass die bereits publizierte Lipl-Sequenz unvollstéindig

war und um 117 Aminosduren ldanger ist.
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Die identifizierten offenen Leserahmen der Gene LIPI-4 wurden mit den Sequenzdaten
des Genomprojektes verglichen. Dabei konnten sechs weitere Gene der Lipase-Genfamilie
von C. albicans mit vollstindigen offenen Leserahmen identifiziert werden (LIP35-10)
(Stehr, 1999). Die ORFs der zehn Lipase-Gene sind zwischen 1281 bp (LIP7) und 1416 bp
(LIP3) groB3. Sie kodieren fiir putative sekretierte Lipasen.

In vitro Expressionsstudien, welche mittels Northern Blots und RT-PCR-Analysen durch-
gefiihrt wurden, haben gezeigt, dass die Lipase-Genfamilie differentiell reguliert wird
(Stehr, 1999). Einige Lipase-Gene wurden unter allen getesteten Bedingungen konstitutiv
exprimiert, wiahrend andere nur in speziellen Medien induzierbar waren (Hube et al.,
2000).

1.6 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Dissertation ist es, die Bedeutung sekretierter lipolytischer Enzyme,
speziell der Lipase-Genfamilie, bei der Besiedlung und Infektion von C. albicans
aufzukldren. Das Projekt soll mogliche Funktionen der Lipasen zeigen und darlegen, wie
bedeutend diese Enzyme fiir den Verlauf unterschiedlicher Infektionsarten in
verschiedenen Infektionsstadien sind.

Mit mehreren Maus- und Hautinfektionsmodellen werden diverse Krankheitsformen der
Candidose nachgestellt. Wihrend experimenteller Infektionen sowie in Patientenmaterial
soll das Transkriptionsprofil der Lipase-Genfamilie in Abhéngigkeit von Ort und Zeit mit
Hilfe der RT-PCR-Technik erstellt werden. Dadurch konnen Riickschliisse auf die
Regulation gezogen und mogliche Rollen der Genfamilie in der Pathogenese beschrieben
werden.

Gerade die Analyse des Expressionsprofils der Lipase-Genfamilie von Patientenproben ist
essentiell, um klinisch relevante Angriffspunkte zu identifizieren. Die Bedeutsamkeit eines
Virulenzgens fiir die Pathogenitdt eines Erregers kann durch den Nachweis seiner
Expression wéhrend der Infektion festgestellt werden. In vivo induzierte Gene stellen
mogliche Kandidaten fiir eine gezielte Gendisruption dar. Parallel sollen neue molekular-
biologische Strategien entwickelt werden, um mehrere Gene gleichzeitig zu hemmen. Fiir
anschlieende Versuche sollen isogene /ip-Mutanten isoliert und charakterisiert werden.
Die phénotypischen Analysen der Mutanten konnten erste Riickschliisse auf die Aufgaben
der Lipasen zulassen. Schwerpunkte werden in der Untersuchung des Wachstums, der
Morphologie, des Switching und der hydrolytischen Aktivitdt sowie der Adhésions-
eigenschaften liegen. Vor allem der Einsatz generierter Lipase-Mutanten in experimen-
tellen Infektionen soll zur Aufkldrung beitragen, welchen EinfluB3 die ausgewéhlten LIP-
Gene auf die Pathogenese von Candidosen besitzen. Zusétzlich zur Analyse der Lipase-
Genfamilie sollen neue lipolytische Enzyme identifiziert und die extrazelluldre lipolytische
Aktivitdt charakterisiert werden. Durch den Einsatz von Lipase-Inhibitoren sollen neue

Therapieansétze zur Bekdmpfung von Candidosen geschatfen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Pilz- und Bakterienstimme

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mehrere klinische Pilzisolate, charakterisierte Candida-
Arten und -Stdmme (Tab. 1) sowie der Saccharomyces cerevisiae Stamm JRYa (freund-
licherweise von Frau Prof. Pratje zur Verfiigung gestellt) eingesetzt. Im folgenden wird das
klinische C. albicans Isolat SC5314 als Wildtyp (wt) bezeichnet.

Tab. 1: Verwendete Candida-Arten mit Isolatbezeichnung und Herkunft.

Candida-Arten Isolatbezeichnung Quelle
Candida albicans SC5314 (wt) Gillum et al., 1984
WO-1 Slutsky et al., 1987
Candida dubliniensis CBS 7987 Centraalbureau of Schimmel-
CBS 8501 cultures, Delft, NL
Candida glabrata 332
Candida krusei 1900 Von Herrn Prof. Riichel
Candida parapsilosis 4237 freundlicherweise zur
Candida tropicalis C8 Verfiigung gestellt
C31

Des weiteren wurde mit den C. albicans-Mutanten CAI-2 (dura3.:imm434/URA3) und
CAI-4 (dura3::imm434/Aura3.:imm434) (Fonzi & Irvin, 1993) gearbeitet. Fiir die in
dieser Arbeit generierten C. albicans-Mutanten (Tab. 2) diente CAI-4 als Ausgangsstamm.

Tab. 2: Generierte Mutanten von C. albicans mit Angabe des Genotyps.

C. albicans Mutanten-Stamm URA3-Status Genotyp
(Ausgangsstamm)
Alip8-Mutanten
KO2 URA3" Aura3::imm434/Aura3: :imm434
(CAI-4) LIPS/ Alip8: :hisG-URA3-hisG
KOS5 (CAI-4)
KO2nFOA ura3’ Aura3::imm434/Aura3.:imm434
(KO2) LIPS/ Alip8: :hisG
KO5nFOA (KO5)
2/3/3 URA3" Aura3::imm434/Aura3::imm434
(KO2nFOA) Alip8: . hisG/Alip8: : hisG-URA3-hisG

5/7/5 (KO5nFOA)
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C. albicans Mutanten-Stamm URA3-Status Genotyp
(Ausgangsstamm)
2/3/3/4 ura3’ Aura3::imm434/Aura3: :imm434
(2/3/3) Alip8: . hisG/Alip8: : hisG
5771517 (577/5)
LIP8-Retransformanden
2/3/R2 URA3" Aura3::imm434/Aura3. :;imm434
(KO2nFOA) LIPS/ Alip8: :hisG
pClp10-ACT-Promotor-LIP8
5/7/R1 (KO5nFOA)
2/3/3/4/R1 URA3" Aura3::imm434/Aura3: :imm434
(2/3/3/4) Alip8: :hisG/Alip8: - hisG
pClp10-ACT-Promotor-LIPS
5/7/5/7a (5/7/5/7)
LIP8-Knock-down-Mutanten
AS2 URA3" Aura3::imm434/Aura3. :;imm434
(CAI-4) LIPS/ Alip8: : TEF3-Promotor-
hisG-URA3-hisG
AS4 (CAI-4)
RNAil URA3" Aura3::.imm434/Aura3. :;imm434
(CAI-4) LIPS/ Alip8: : LIPS-sense-LIPS-
antisense-LIP8-Terminator-hisG-
URA3-hisG
RNAi5 (CAI-4)
LIP8-Uberexpressionsmutanten
U12 URA3" Aura3::imm434/Aura3. :imm434
(CAI4) pClp10-ACT-Promotor-LIP8
U15 (CAI-4)

Fir molekulargenetische

Klonierungsarbeiten wurden die

Escherichia coli-Stamme eingesetzt.

Tab. 3: E. coli-Stamme fiir molekulargenetische Arbeiten unter Angabe ihres Genotyps.

in Tab.3 aufgefiihrten

E. coli-Stamm Genotyp Hersteller

DH5a Fgyrd96 (Nal') recAl relAl endAl thi-1 hsdR17 (rgmg ) Fermentas
ginV44 deoR A(lacZYA-argF)U169 [®80dA(lacZ)M1 5] (St. Leon-Rot)

DHI10B F" mcrA A(mrr-hsdRMS.merBC) ®80d lacZAM15 AlacX74 Gibco BRL

endAl recAl deoR A(ara, leu)7697 araD139 galU galK

nupG rpsL

(Karlsruhe)
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E. coli-Stamm Genotyp Hersteller

GM2163 F dam-13::Tn9 (Cam") dem-6 hsdR2 (r¢ mg ') leuB6 hisG4 ~ Fermentas
thi-1 araCl4 lacY1 galK2 galT22 xylA5 mtl-1 rpsL 136 (St. Leon-Rot)
(Str') fhuAd31 tsx-78 ginV44 merA mcrBI

SURE el4 (McrA™) A(mcrCB-hsdSMR-mrr) 171 endAl supE44 Stratagene
thi-1 recAl lac recB recl sbcC umuC::Tn5 (Kan") uvrC (Amsterdam, NL)
[F’ proAB lacl’ZAM15 Tnl0 (Tet") Amy Cam']

Topl0 F" mcrA A(mrr-hsdRMS.mcrBC) ®80d lacZAM15 AlacX74 Invitrogen
deoR recAl araD139 A(ara- leu)7697 galU galK rpsL (Groningen, NL)
(Str®) endA1 nupG

XL1-Blue recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdRI7 supE44 relAl lac Stratagene
[F’ pro AB lacl’ZAM15 Tn 10 (Tet")]* (Amsterdam, NL)

2.1.2 Plasmide

Als Klonierungsvektoren wurden die Plasmide pCR-Bluntll-TOPO (Invitrogen,
Groningen, NL) und pGEM®-T (Promega, Mannheim) genutzt. Die in dieser Arbeit

generierten Plasmide sind im Anhang 1 aufgefiihrt.

2.1.3 Medien und Chemikalien

Medien und Laborchemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von folgenden
Firmen bezogen: Difco (Michigan, USA), Duchefa (Haarlem, NL), Fluka (Neu-Ulm),
Gibco BRL (Karlsruhe), Invitrogen (Groningen, NL), MBI Fermentas (St. Leon-Rot),
Merck AG (Darmstadt), Roche (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Serva Feinbiochemica
(Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen).

Das zum Ansatz von Stammldsungen und Medien verwendete Wasser entstammte einer
Millipore Aufbereitungsanlage und wird im folgenden als H,O bezeichnet.

Die zur Kultur und phéanotypischen Analyse von C. albicans benétigten Medien sind in
Tab. 4 aufgelistet.
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Tab. 4: C. albicans Medien.

Medium

Zusammensetzung

FCS (Fetus Calf Serum)-Agar

5 % (v/v) fotales Kélberserum (Sigma, Deisenhofen),
sterilfiltriert; 1 % (w/v) Agar

Reisextrakt-Agar

Reisextrakt-Agar (Difco)

S4D-Agar

0,17 % (w/v) YNB (ohne Aminosduren und
(NH4),S0Oy), 0,5 % (w/v) (NH4),SOy4, 4 % (W/v)
Glucose, 2 % (w/v) Agar; 5 ng/ml Phloxine B
(2°,4°,5°,7’-Tetrabromo-4,5,6,7-tetrachlorofluorescein

disodium salt; Sigma, Deisenhofen); sterilfiltriert
(Andersen & Soll, 1987)

SD (Synthetic defined)-Minimalmedium
SD-Agar

SD-Glycerol/Galactose
SD-Glycerol/K-Ac

SD-7-Sorbitol

SD-FOA (5-fluoroorotic acid)-Uridin-

Selektionsagar

0,67 % (w/v) YNB ohne Aminoséuren,
2 % (w/v) Glucose

SD-Minimalmedium, 1 % (w/v) Agar

SD-Agar, 3 % (w/v) Glycerol, 2 % (w/v) Galactose
SD-Agar, 3 % (w/v) Glycerol, 2 % (w/v) Kaliumacetat
SD-Agar, 7 % (w/v) Sorbitol

SD-Medium, 2 % (w/v) Agar; 0,1 % (w/v) FOA
(Duchefa, Haarlem, NL), 2,5 % (w/v) Uridin;
sterilfiltriert (Boeke et al., 1984)

Spider

1 % (w/v) Mannitol, 1 % (w/v) Nutrient Broth, 0,2 %
(w/v) KbHPO,, 1,5 % (w/v) Agar (Liu et al., 1994)

Tween 20-Agar

Tween 40-Agar

Tween 60-Agar

1 % (w/v) Bacto-Pepton (BD Biosciences, Heidelberg),
0,5 % (w/v) NaCl, 0,01 % (w/v) CaCl,,

1,5 % (w/v) Agar;

0,5 % (v/v) Tween 20 (Polyoxyethylensorbitanmono-

laurat); sterilfiltriert

1 % (w/v) Bacto-Pepton (0,5 % (w/v) NaCl,

0,01 % (w/v) CaCl,, 1,5 % (w/v) Agar;

0,5 % (v/v) Tween 40 (Polyoxyethylensorbitanmono-
palmitat); sterilfiltriert

1 % (w/v) Bacto-Pepton, 0,5 % (w/v) NaCl,
0,01 % (w/v) CaCly, 1,5 % (w/v) Agar;
0,5 % (v/v) Tween 60 (Polyoxyethylensorbitanmono-

stearat); sterilfiltriert
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Medium Zusammensetzung

1 % (w/v) Bacto-Pepton, 0,5 % (w/v) NaCl,
0,01 % (w/v) CaCl,, 1,5 % (w/v) Agar;

Tween 80-Agar .
0,5 % (v/v) Tween 80 (Polyoxyethylensorbitan-

monooleat); sterilfiltriert

50 mM NacCl, 30 mM (NH,4),HPO,4, 50 mM KClI,
1 mM MgSQO,, 0,001 % Biotin, 5 mM Glucose,
. 0,4 M Harnstoff; mit konzentrierter Salzsdure auf einen
Urea-Medium . . ] .
pH-Wert von 5,0 eingestellt; sterilfiltriert (personliche
Mitteilung Frau Prof. M. Hostetter; Yale University,

New Haven, USA)

0,17 % (w/v) YNB (Yeast Nitrogen Base) ohne
YNB-Minimalmedium Aminosduren und (NH,),SOy, 0,5 % (w/v) (NH4)»SO,,
2 % (w/v) Glucose

0,7 % (w/v) YNB (ohne Aminosduren, mit 0,5 % (w/v)
(NH4),S0y); 2,5 % (v/v) Olivendl; sterilfiltriert

YNB-Olivensl

0,7 % (w/v) YNB (ohne Aminosduren, mit 0,5 % (w/v)
(NH4)»S0y); 2,5 % (v/v) Tween 40; sterilfiltriert

YNB-Tween 40

. 1 % (w/v) Hefeextrakt, 1 % (w/v) Pepton,
YPG (Yeast Peptone Glucose)-Medium
2 % (w/v) Glucose
YPG-Medium, 2 % (w/v) Agar; pH-Werte 4, 7 und 10
YPG-Agar . .
wurden mit HCI bzw. NaOH eingestellt

YPG-7-Glycerol YPG-Agar, 7 % (w/v) Glycerol

Feste und fliissige Kulturmedien sowie Selektionsmedien von E. coli sind in Tab. 5
aufgefiihrt.

Tab. 5: Medien zur Kultivierung von . coli.

Medium Zusammensetzung

1 % (w/v) Trypton, 1 % (w/v) Hefeextrakt,

LB (Luria-Bertani)-Vollmedium
0,5 % (w/v) NaCl, pH 7,5; (Sambrook et al., 1989)

LB-Agar LB-Vollmedium, 1,5 % (w/v) Agar

LB-Amp LB-Vollmedium, 100 pg/ml Ampicillin
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Medium Zusammensetzung

LB-Amp-Agar LB-Amp, 1,5 % (w/v) Agar

LB-Agar, 100 ug/ml Ampicillin, 0,5 mM IPTG
LB-Amp-IPTG-X-Gal-Agar (Isopropyl-B-D-Thiogalactopyranosid), 80 pg/ml X-Gal
(5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-pB-D-galactopyranosid)

LB-Kan LB-Vollmedium, 50 pg/ml Kanamycin
LB-Kan-Agar LB-Kan, 1,5 % (w/v) Agar

2 % (w/v) Bacto-Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt,
SOC-Medium 10 mM NacCl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO,,

20 mM Glucose

2.1.4 Nukleotide, Nukleinsiuren und DNA-Lingenstandards

Folgende Nukleotide, Nukleinsduren und DNA-Marker wurden in dieser Arbeit verwendet:

dNTP Mix (10 mM); MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Oligo (dT);2-15-Primer (500 ng/ul); Invitrogen, Groningen, NL

SMART-Marker; Eurogentec, Seraing, B

GeneRuler ™ DNA Ladder Mix; MBI Fermentas, St. Leon-Rot
DNA-Liangenstandard VII, Digoxigenin-markiert; Roche, Mannheim

Herring Testes Carrier DNA (10 mg/ml); Clontech, Heidelberg

DIG-11-dUTP (Digoxigenin-11-2’-desoxy-uridin-5’-triphosphat) (1 mM); Roche,

Mannheim

2.1.5 Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden von den Firmen Eurogentec (Seraing, B), MWG (Ebersberg) und
Roth (Karlsruhe) bezogen. Antisense-Oligomere sind in Tab. 6 und 7 aufgefiihrt. Primer
fir Klonierungen, Sequenzierreaktionen und Expressionsstudien sind in Tab. 8 zusammen-
gefalit.

Tab. 6: Antisense-Oligomere (d=a, g, t;r=a,g; w=a,t; y=c,t).

Bezeichnung der Oligomere Sequenz (5° — 3°)

FSdgal TTdGGWCCyTCATAATCWGG
FSdga2 CCWCCAGAITAyCCCCAyA
FStl AATCCACCTAAGGCAGC
FSt2 ATAACAGTAGTGACAAT

FSt3 GGAGCACAATCAGCTTTAGCTGCAT
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Tab. 7: Antisense-Oligomere mit Phosphothioat-Bindungen
(mit Kleinbuchstaben gekennzeichnet) an den 5°- und 3’-Enden.

Bezeichnung der Oligomere Sequenz (5’ — 37)

LIP1-anti-pro ccTCTCATTATTGTTGGTGATGGtgg
LIP2-anti-pro ccTTTCATTGAGGAAATATATATtge
LIP3-anti-pro ttTTCATGTCTGTTATGAAATTgtt
LIP4-anti-pro aaCAACATTTTCTTACTGATGTgga
LIP5-anti-pro aaATACAACATTTTTCTTGATTgga
LIP6-anti-pro ctCTCATTTGTAAAATAATTTAatc
LIP7-anti-pro caAACATTTGATTTGCATCTGTTaag
LIP8-anti-pro aaACAACATTTGTTATTAATGTgga
LIP9-anti-pro tTTCTTGATTGGATAAGTAAAcat
LIP10-anti-pro ttTTCATGAACTGAGATATTGAAacg

Tab. 8: Nukleotidsequenz und Annealing-Temperatur (T,) der Klonierungs-, Sequenzierungs- und
PCR-Primer mit den erwarteten Groflen der PCR-Amplifikate. Erkennungssequenzen von
Restriktionsenzymen sind durch Kleinbuchstaben gekennzeichnet.

Bezeichnung der Produktgrofie
) Sequenz (5’ — 37) Ta

Primer (bp)

EFBla ATTGAACGAATTCTTGGCTGAC 55°C cDNA: 554

EFBI1b CATCTTCTTCAACAGCAGCTTG DNA: 919

LIPla ACAAATTCACTGGGATCAAGAG 55°C 545

LIP1b ATAAGTGACATGGACGTTACTG

LIP2al TTTCCGACTTTGCTGTTCCAG 55°C 588

LIP2bl ATAATACTGCTTACAAGACCAAG

LIP3a2 AGCTTTACAACAGGGGACTC 59 °C 511

LIP3b2 ACCAGGTCCCAATTGTGAGG

LIP3b AGAAAATCAACTGTCGTCGTAG 55°C 1425

LIP3c CATAGAATTCTCGCCCTTAAG

LIP4a TGATCAATTATATTGGTAAGCAC 61°C 455

LIP4b TCCTTTTTGGATGAGTATATTC

LIP5a2 ACGGTGTGCTCAACTATATCGG 61 °C 455

LIP5a-4 CACCTGAATTAGGTGGTAAC 55°C 674

LIP5b2 ATGGAGAACAACATCCATTGCTG

LIP6a TTAAACCTGGTGCCAAAGCTG 59 °C 441

LIP6b TCGATGCCCTGGTGGTGAAC

LIP6pa TTGTTTTGAGTAATCCCCAGTTC 55°C 1815

LIP6pb TAGGCTGTTGTGTGTTTAGCAG
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Bezeichnung der Produktgrofie
. Sequenz (5° — 3°) A

Primer (bp)

LIP7a TTCCATCATTCGAGACATTTCAG 55°C 878

LIP7a2 TGGATGTTTATTTCCCATTTGCAG 61°C 424

LIP7b ACGGAAGTACTGACTGAGAAATG

LIP7pa AGATTTACTAATAAACAATACTACATC 55°C 1765

LIP7pb ATCAAATGGCTCATTGGACGCC

LIP8a AGAGTGATACAGACAAAAAATCAG 59 °C 521

LIP8a-3 TGAATTTGATAGTCATTGTTTAGC 55°C 490

LIP8a-4 CACCTGAATTGAGTAGCAG 55°C 683

LIP8b AAGACCATTCAGCATCATGGTG

LIP9a TTTATAAAGTATGTGGGAGCTAG 63 °C 466

LIP9b TAGGACCAAGCCCTTGTTGTG

LIP9pa TTTATCGTTGTCTTTGTTTACATC 55°C 1826

LIP9pb TCTCGCAACCACAATGAAACC

LIP10a2 TTAAGCTCAGTGCTAGATCTAC 59 °C 530

LIP10b2 TCCCGATCCTAAGTTAACCC

LIP10pa2 AGGTAGAAACTTTTCAGCGATAC 55°C 1915

LIP10pb AGTAATTGTAGTTTCATAAATTGCG

PHRIf ATGTATTCATTAATCAAATCA 50 °C 1644

PHRIr ATTTAAAAAACAACGGACAT

CdActlf GTATTTGTCGTTCCCCTTTC 58 °C 288

CdActlr GTGGTTGTGTGCACTAACGTC

Unif GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG 58 °C 614

Unir GGTCCGTGTTTCAAGACG

KO-3-5' ATATTTTTAATATCCACACTGGC 55°C 354

KO-3-3' AACATCTTTGCTATATTTAGGTG

M13forw GTAAAACGACGGCCAG 55°C

M13rev CAGGAAACAGCTATGAC

PLAI AAGTCCAATCGTGAAATTGACC 55°C 627

PLA2 TTTGAACATACCAACTGGAGAC

PLAexpl GTCggatccACATAATGAAAGTTCTATTAGCCAC 55 °C 2259

PLAexp2

CCTctcgagATACTACTTTGATGTAACAGTAG
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Bezeichnung der Produktgrofie
] Sequenz (5° —> 3°) Ta

Primer (bp)

LIP8-5'-Kpnl GgtaccAATTCCGGATACTCATTAGC 55°C 816

LIP8-5'-Kpnl-2 GgtaccTTGATAAACTAATCCATTATCTTC 1005

LIP8-5'-Sacl GagctcAGTTGTATTCATTTCTATCCAC

LIP8-3'-Sall GtcgacCAACATGATAAAAGATTAAGTAAC 56 °C 382

LIP8-3'-Pstl CtgcagTACTAGACACTTACAATTTACA

TEF3-Kpnl-2 GgtaccAAGCACTTCAACCAATCTTG 55°C 1037

TEF3-Kpnl ggtaccACTAGCAGCAGACATTTTCC

LIP8anti-Bglll Gagatct AGTTGTATTCATTTCTATCCAC 55°C 816

LIP8anti-Kpnl getaccTTTGAATTCCGGATACTCATTAG

PolyA-5'-Bglll GagatctTAAGCTGTTGACGCGGTCAC 55°C 216
PolyA-3'-Bglll GagatctT TACTAGACACTTACAATTTACATTC

Actin-5'-Kpnl getaccATGTCTTTAGAGCCTTCAGG 55°C 1455
Actin-3"-Kpnl ggtaccCATACCAGAACCGTTATCG

LIP8-Re-5"-Kpnl  ggtaccATGTTGTTTTTATTATTCTTATTAATTAC 60 °C 1803
LIP8-Re-3'-Ncol  ccatggATAGATAAGAAAATCCGGCTCAAC

Actin-5"-3-Sacl gagctcATGTCTTTAGAGCCTTCAGG 55°C 3252
LIP8-Re-3'-3-Sacl gagctcATAGATAAGAAAATCCG

2.1.6 Inhibitoren und Aktivatoren

Zur Untersuchung von Wachstum und lipolytischer Aktivitdt von C. albicans wurden

Stammlosungen folgender Lipase-Inhibitoren und -Aktivatoren eingesetzt:

Acetylsalicylsdure (ASS; Sigma, Deisenhofen) 200 mg/ml in EtOH; Lagerung bei RT

Ebelacton A (Sigma, Deisenhofen) 2 mg/ml in EtOH; Lagerung bei 4 °C
Ebelacton B (Sigma, Deisenhofen) 1 mg/ml in EtOH; Lagerung bei 4 °C
Glykogen (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) 1 mg/ml in H,O; Lagerung bei 4 °C
Natriumtaurocholat (Sigma, Deisenhofen) 20 % (w/v); Lagerung bei RT

Orlistat” (von Dr. P. Hadvary, Pharma 20 mg/ml in DMSO; Lagerung bei 4 °C

Preclinical Research, Hoffmann-La Roche AG
zur Verfligung gestellt)
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Quinidin Hydrochlorid Monohydrat

20 mg/ml in EtOH; Lagerung bei 4 °C

(Quinidin; Sigma, Deisenhofen)

Quinin Hydrochlorid

20 mg/ml in EtOH; Lagerung bei 4 °C

(Quinin; Sigma, Deisenhofen)

2.1.7 Puffer und Losungen

In der folgenden Auflistung sind die in dieser Arbeit verwendeten Puffer und Losungen

aufgefiihrt.

Gelelektrophorese
TAE:

TBE:

40 mM Tris-Acetat (pH 8,0), 0,1 mM EDTA (Ethylendiamin-

tetraacetat)

90 mM Tris-Borat, 2 mM EDTA (pH 8,0)

Hitzeschock-Transformation (E. coli)

RF1-Puffer:

RF2-Puffer:

»Maxiprep“
Losung I:

Losung II:
Losung I1I:
TE:

Haut-Infektionsmodelle

Formalin:

Maintenance Medium:
(SkinEthic, Nizza, F)

PBS:

RNA-Isolierung
DEPC:

100 mM RbCl, 30 mM K-Ac, 10 mM CaCl,, 50 mM MnCl,,
15 % (v/v) Glycerol; pH 5,8

10 mM MOPS (3-(N-Morpholino)-propansulfonséure),
10 mM RbCl, 75 mM CaCl,, 15 % (v/v) Glycerol; pH 6,8

50 mM Glucose, 25 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM EDTA
(pH 8,0); sterilfiltriert

0,2 N NaOH, 1 % (w/v) SDS
3 M K-Acetat (pH 4,8)

10 mM Tris-HCI (pH 7,4), | mM EDTA (pH 8,0)

10 % (v/v) Formalin (4 % Formaldehyd)

chemisch definiertes Medium MCDB 153, 5 pg/ml Insulin,
1,5 mM CaCl,, ohne Antibiotika (Boyce & Ham, 1983)

phosphate-buffered saline (Invitrogen, Groningen, NL)

0,1 % (w/v) Diethylpyrocarbonat in H,O
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DNA-Isolierung aus Candida

Lysispufter:

Southern Blot-Analyse
Antikorperlosung:

B1-Puffer:

B2:

B3-Losung:

Blot-Puffer:

CSPD-Losung:

Denaturierungslosung;:

Neutralisierungslosung:

,Nicking“-Losung:

Préhybridisierungspuffer:

LStrip“-Losung:
W1-hoch:
W2-hoch:

W -niedrig:
W2-niedrig:

WP-L6sung;:

100 mM Tris (pH 8,0), 50 mM EDTA, 1 % (w/v) SDS

Anti-Digoxigenin-Antikorper, an dem eine alkalische
Phosphatase gekoppelt ist, 1:10000 in B2 verdiinnt;
mit 1,2 um-Filter sterilfiltriert

100 mM Maleinséure, 150 mM NaCl (pH 7,5)

1 % (w/v) Blockierungsreagenz (Roche, Mannheim) im
B1-Puffer

100 mM NacCl, 100 mM Tris-HCI (pH 9,5)

20 x SSC-Puffer (,,Sodiumchloride and Sodiumcitrate):
0,3 M Na-Citrat, 3 M NaCl; pH 7,0

Dinatrium-3-(4-Methoxyspiro{ 1,2-Dioxethan-3,2’-(5’-
Chloro)-tricyclo-[3.3.1. 13’7]decan} -4-yl)-phenyl-phosphat
(CSPD), 1:100 in B3-Puffer

1,5 M Na(Cl, 0,5 M NaOH
1,5 M NaCl, 0,5 M Tris-HCI (pH 7,5)
0,25 M HCI

5x SSC, 0,1 % (w/v) N-Lauroylsarcosin,
2 % (w/v) Blockierungsreagenz, 0,2 % (w/v) SDS

0,2 M NaOH, 0,1 % (w/v) SDS
2x SSC, 0,1 % (w/v) SDS

0,2 x SSC, 0,1 (w/v) % SDS
5x SSC, 0,1 % (w/v) SDS

2x SSC, 0,1 % (w/v) SDS

0,3 % (v/v) Tween 20 in B1-Puffer
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Adhiisions- und ,,Damage“-Versuche

EF-PBS: Dulbeccos’s Phosphate Buffered Saline Solution
w/o Ca*" + Mg™
Fibronectin: 1 mg/ml Fibronectin (Collaborative Biomedical Products,

Mass., USA) in EF-(Endotoxin-freiem) H,O (Baxter, IL,
USA); mit HBSS 1:100 verdiinnt; sterilfiltriert

Gelatine: 0,2 % (v/v) Gelatine Typ B von Rinder-Haut
(Sigma, Deisenhofen); sterilfiltriert

HBSS: Hanks’ balanced salt solution ohne Phenolrot
(Gibco-BRL, Karlsruhe)

Kollagenase-Losung: 162,5 U Kollagenase in 1 ml RPMI 1640-Medium
(Roswell Park Memorial Institute-1640 definiertes Medium);
sterilfiltriert

M199: 9,9 mg/ml M199 Salz (Gibco BRL, Karlsruhe), 2,2 mg/ml EF-

Natrium-Bicarbonat EF-H,0, 1 % (v/v) L-Glutamin-
Penicillin/Streptomycin Losung (Irvine Scientific, USA),
10 % (v/v) fotales Rinderserum (Irvine Scientific, USA),
9 % (v/v) definiertes Kélberserum (Hyclone, Logan, Utah,
USA); sterilfiltriert; Lagerung bei 4 °C

RPMI 1640: RPMI 1640-Medium ohne L-Glutamin
(Gibco BRL, Karlsruhe)
1 x Trypsin-EDTA: 0,05 % Trypsin-EDTA in EF-PBS

Lipolytischer Aktivititstest
Fast Violet B-Losung: 1 % (w/v) Fast Violet B (Sigma, Deisenhofen) in HO
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2.2 Allgemeine Methoden

2.2.1 Insilico Arbeiten

Um die Daten von DNA-Sequenzierungen mit bestehenden Datenbanken zu vergleichen,
wurden in silico Arbeiten durchgefiihrt. Analysen der Nukleinsduresequenzen sowie die
,Simulierte” Translation in eine Aminosduresequenz wurden mit dem Programm Prophet
5.0 (BBN Systems and Technologies, 1996) durchgefiihrt.

Da viele Candida-Arten, u.a. auch C. albicans, das Standard-Leucin-CUG-Codon
abweichend vom universalen genetischen Code als Serin translatieren (Santos et al., 1993;
Ohama et al., 1993), wurden in dieser Arbeit CTG-Codons in Serin iibersetzt.
Homologievergleiche von Nukleinsdure- und Aminosduresequenzen wurden tiiber das
Programm ,,Standard protein-protein BLAST®“ des Servers des ,National Center for
Biotechnology Information® (http://www.ncbi.nlm.nhi.gov; Altschul ef al., 1997) und der
,»GenBank® des NCBI online durchgefiihrt. Daten tiber Hydrolasen wurden aus der
ESTHER Database (http://bioweb.ensam.inra.fr/ESTHER/general?what=index) gewonnen.
Die ,Microbial Genomes Blast Databases (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Microb_blast/
unfinishedgenome.html)*, die vom Stanford DNA Sequencing and Technology Center'
erstellt wurden, dienten als Datenquellen, um Sequenzen von putativen C. albicans-Lipase-
Genen zu vergleichen. AuBlerdem wurde die Genomdatenbank der Stanford University
(http://www-sequence.stanford.edu:8080/contigs-to-blast6.html) nach weiteren lipoly-
tischen Enzymen untersucht. Die Datenbank beinhaltet u.a. eine Zusammenstellung aller
moglichen ORFs und deren abgeleiteten Proteine. Des weiteren werden Proteine anderer
Spezien angegeben, die Homologien zum jeweiligen C. albicans-Protein aufweisen.
AuBlerdem kann ein interner ,.Blast Search® verwandte ORFs/Proteine im C. albicans-
Genom aufzeigen. Sequenzen bereits bekannter lipolytischer Enzyme wurden genutzt, um
weitere nicht-charakterisierte lipolytische Enzyme im C. albicans-Genom zu identifizieren.
Diese Sequenzen wurden v.a. auf das Lipase-Motiv ,,GXSXG* hin untersucht.

Multiple Alignments der Nukleinsduren und der daraus abgeleiteten Proteinsequenzen
wurden iiber die Programme ClustalW (http://dot.imgen.bcm.tmc.edu:9331/multi-align/
Options/clustalw.html) und MultAlin (http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html)
(Corpet, 1988) erstellt und mit dem Programm GeneDoc 2.1. (Nicholas & Nicholas, 1997)
weiter bearbeitet.

Mit dem Programm ,,Webcutter 2.0 wurden Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme
innerhalb der Candida- und Vektorsequenzen ermittelt (http://www.firstmarket.com/cutter/
cut2.html).

1Sequenzdaten fur Candida albicans wurden am Stanford DNA Sequencing and Technology Center mit
Unterstiitzung der NIDR und des Burroughs Welcome Fund generiert.
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2.2.2 Herstellung von Kulturmedien und Lésungen

Die zu autoklavierenden Puffer, Losungen, Medien, Gefdlle und Pipettenspitzen wurden
fiir 20 min bei 120 °C und 2 x 10° Pa sterilisiert. Nicht-hitzebestindige Chemikalien
wurden sterilfiltiriert und dem autoklavierten Medium oder Puffer nach dem Erkalten unter

sterilen Bedingungen zugesetzt.

2.2.3 Methoden zur DNA-Analyse

2.2.3.1 DNA-Prizipitation (Sambrook et al., 1989)

DNA-Fillungen wurden zur Konzentration und Reinigung der DNA aus Restriktions- oder
PCR-Ansétzen durchgefiihrt. Die DNA-L6sung wurde hierfiir mit 0,1 Volumenteil 3 M
Natriumacetat (pH 5,4) und 2 Volumen 96 %igem Ethanol (EtOH) oder 1 Volumen Iso-
propanol versetzt und 10 min auf Eis inkubiert. Die gefillte DNA wurde 30 min bei maxi-
maler Umdrehungszahl einer Tischzentrifuge und 4 °C pelletiert. Das DNA-Pellet wurde
anschlieBend mit 70 %igem EtOH gewaschen, bei RT getrocknet und in H,O auf-

genommen.

2.2.3.2 Gelelektrophorese und Ethidiumbromidfirbung

Die analytische Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in 0,8 bzw. 1,6 % (w/v) TBE-
oder TAE-Agarose-Gelen in Horizontalelektrophorese-Kammern. Die Elektrophorese
wurde bei einer angelegten Spannung von 100-150 V durchgefiihrt. Als Laufpuffer wurden
1 x TBE bzw. 1 x TAE eingesetzt.

Vor dem Beladen des Gels wurden die DNA-Proben im Verhéltnis 6:1 mit dem Proben-
puffer der Firma MBI Fermentas (St. Leon-Rot) versetzt. Als Kontrolle fiir die Qualitét der
elektrophoretischen Auftrennung der DNA und zur Ermittlung der Konzentration und
Lénge der DNA-Fragmente dienten der SMART-Marker (Eurogentec, Seraing, B) oder der
GeneRuler'™ DNA Ladder Mix (MBI Fermentas, St. Leon-Rot), welche parallel zu den
Proben ebenfalls auf das Gel aufgetragen wurden.

Die Agarose-Gele wurden anschlieend in einer Ethidiumbromidlosung (2 pg/ml) 10 min
gefarbt und kurz mit H,O gewaschen. Die angefdrbten DNA-Banden wurden unter UV-

Licht sichtbar gemacht und gegebenenfalls mit einem Videoprintsystem dokumentiert.

2.2.3.3 DNA-Isolierung aus Agarose-Gelen
Die DNA-Isolierung von verdauten Vektoren oder PCR-Fragmenten aus TBE-Agarose-
Gelen wurde mit dem Nucleospin-Extract-Kit der Firma Macherey und Nagel (Diiren)

nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.



Material und Methoden 33

2.2.4 Enzymatische Modifikation von DNA

2.2.4.1 DNA-Restriktion

Die Restriktion von DNA erfolgte in Reaktionsansédtzen mit einem Mindestvolumen von
10 ul. Diese setzten sich aus der DNA, einem Puffer (ggf. mit BSA) nach Empfehlung des
Enzymherstellers und dem jeweiligen Enzym zusammen.

In der Regel wurde fiir einen vollstdndigen Verdau ca. 1 U Enzym pro ug DNA eingesetzt.
Die Reaktionsbedingungen wurden nach den Angaben des Herstellers gewéhlt. Die Voll-
standigkeit der Restriktion wurde gelelektrophoretisch tiberpriift.

Alle verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden, soweit nicht anders angegeben, von
den Firmen Roche (Mannheim), Promega (Mannheim), MBI Fermentas (St. Leon-Rot) und
New England Biolabs (Schwalbach) bezogen.

2.2.4.2 Dephosphorylierung linearisierter Vektor DNA

Um bei der Ligation eine unerwiinschte Religation restringierter Vektor-DNA zu
verhindern, wurden deren endstindigen 5’-Phosphatgruppen entfernt. Die Dephos-
phorylierung erfolgte mit der alkalischen Phosphatase TsAP (Gibco BRL, Karlsruhe) nach

Herstellerangaben.

2.2.4.3 Ligation

Zur Klonierung von Restriktionsfragmenten wurden die Fragmente in einem priparativen
Agarose-Gel aufgetrennt und die gewiinschten DNA-Fragmente ausgeschnitten. An-
schlieBend wurde die DNA extrahiert. Die DNA-Mengen wurden nach der elektro-
phoretischen Auftrennung anhand des DNA-Léngenstandards abgeschétzt. Die Ligation
der Restriktionsfragmente in linearisierte Vektoren erfolgte im nachfolgend angefiihrten
Reaktionsansatz mit T4 DNA-Ligase (Fermentas, St. Leon-Rot). Die Inkubation erfolgte
tiber Nacht (UN) auf auftauendem Eis.

o [-12ul DNA Vektor (50 ng - 0,4 pg)
o 1-12ul DNA Fragment (0,1 pg - 1 pg)
o 2ul 10 x Ligationspuffer
e 0,5 ul fuir ,,sticky ends* T4 DNA-Ligase (4 U)

1 pl fiir ,,blunt ends*
e ad20pul H,O

2.2.5 PCR und Klonierung von PCR-Fragmenten

2.2.5.1 Amplifikation mit der Taq-Polymerase

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde zur Amplifikation bestimmter DNA-
Fragmente verwendet. Hierfiir wurde die thermostabile DNA-abhédngige DNA-Polymerase
aus Thermophilus aquaticus (Tag-Polymerase; Invitrogen, Groningen, NL) verwendet. Die

Reaktion erfolgte in einem 0,5 ml-PCR-Reaktionsgefdll.
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Die Zusammensetzung sah wie folgt aus:

e 25ul 10 x PCR-Puffer ohne MgCl, (Invitrogen, Groningen, NL)
o 1,25l 50 mM MgCl,(Invitrogen, Groningen, NL)

o 125ul 1 % W-1 (Detergenz; Invitrogen, Groningen, NL)

o 0,625ul 10 mM dNTP-Mix (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)

e je0,5ul 100 pmol/ul Primer

o 0,1l Tag-Polymerase (5 U/ul)

e 0,5-2pnl Template-DNA

e ad25,0ul H>,O

Fiir préparative PCRs wurde ein Ansatz mit doppeltem Volumen gewihlt.

Fir die spezifische Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde ein Standard PCR-
Programm (Tab. 9) verwendet, welches in der Temperatur fiir die Primeranlagerung
variierte. Diese Temperatur wurde fiir jedes Primer-Paar mit Hilfe eines Gradienten-PCR-
Cyclers (PCRExpress, Hybaid, Heidelberg) ermittelt. Der PCR-Block (PCRSprint, Hybaid,
Heidelberg) wurde zunichst ohne Proben auf 95 °C vorgeheizt.

Tab. 9: Standard PCR-Programm.

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Denaturierung 95 °C 3 min 1
Denaturierung 95 °C 30s
Primeranlagerung siehe Tab. 8 30s 30-35
Strangverldngerung 72 °C 1 min/1 kb
Strangverldngerung 72 °C 10 min 1
Programmende 4°C endlos

2.2.5.2 Amplifikation mit der DeepVent-Polymerase
Bei der DeepVent-DNA-Polymerase (New England Biolabs, Schwalbach) handelt es sich

um ein sogenanntes ,,proofreading enzyme®. Neben der Fehlerkorrektur erzeugt diese

Polymerase glatte Enden (,,blunt ends*) bei den polymerisierten DNA-Fragmenten.
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Es wurden 50 pl-Ansédtze in 0,5 ml-Reaktionsgefidlen verwendet. Ein Standard-PCR-

Ansatz mit der DeepVent-Polymerase setzte sich folgendermallen zusammen:

e 100 ng-500 ng Template DNA

o Sul 10 x Reaktionspuffer

e 3ul 10 mM dNTP-Mix

e jeluyl 100 pmol/pul Primer

e 2yl 100 mM MgSO4

e 0,5ul DeepVent-Polymerase (2 U/ul)
e ads50upl H,O

Da die DeepVent-Polymerase eine geringere Prozessivitét als die 7ag-Polymerase besitzt,

wurden in den PCR-Programmen die Zeiten fiir die Strangverldngerung verdoppelt.

2.2.5.3 Klonierung der PCR-Produkte

Bei der Klonierung von PCR-Fragmenten, die mit der 7ag-Polymerase hergestellt wurden,
wurde das pGEM®-T Vektor System der Firma Promega gewihlt.

Auf Eis wurden in ein 0,5 ml-PCR-Reaktionsgefal folgende Losungen pipettiert:

o Sul 2 x Rapid Ligationspuffer

e 05l pGEM®-T Vektor (27 ng)

o 1-35ul aufgereinigtes PCR-Produkt (molares Verhéltnis zum Vektor 3:1)
o T4 DNA Ligase (3 U/ul)

ad 10 pl H,O

Der Ansatz wurde UN in einem mit Eis gefiillten GefiB inkubiert, um einen Temperatur-
gradienten fiir die Ligation zu durchlaufen.

PCR-Fragmente, welche mit der DeepVent-Polymerase hergestellt wurden, wurden in den
Vektor pCR-Blunt II-TOPO (Invitrogen, Groningen, NL) kloniert. Fiir die Ligation wurden
4 pl des PCR-Produktes, das vorher in einem Gel aufgereinigt wurde, mit 1 pl pCR-Blunt
II-TOPO Vektor versetzt und leicht gemischt. Nach 5 min Inkubation bei RT wurde die
Reaktion mit 1 pl 6 x TOPO Cloning Stop Solution gestoppt und bis zur Transformation
auf Eis gehalten. Die Selektion erfolgte auf kanamycinhaltigen LB-Platten (LB-Kan-Agar).

2.2.5.4 PCR zur Analyse von E. coli-Klonen

Zur PCR-Analyse von transformierten E. coli-Klonen wurde mit der Zusammensetzung
der Ansédtze wie unter 2.2.5.1 verfahren. Es wurde Plasmid-DNA (100-500 ng) als DNA-
Vorlage eingesetzt oder die PCR wurde direkt aus E. coli-Kolonien ohne vorhergehenden
Zellaufschluss durchgefiihrt. Bei der direkten Analyse aus Bakterienkolonien wurde eine
Kolonie mit einer Pipettenspitze von der Agarplatte abgenommen und in ein leeres
Reaktionsgefal3 tiberfiihrt. Der Reaktionsansatz wurde hinzugefiigt und die PCR, wie in
Tab. 9 beschrieben, durchgefiihrt.
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2.2.6 Sequenzierung von DNA
Zur Sequenzierungen von Plasmid-DNA wurde das Big Dye-Kit sowie das ABI-
Sequenzierungssystem von Applied Biosystems (Foster City, USA) benutzt.

Ein Sequenzierungsansatz setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen:

o 2ul Big Dye-Reaktionslosung

o Oyl Verdiinnungspuffer (2,5x)

e [5pmol Primer

e 100 ng/250 zu Plasmid (séulengereinigt mit dem NucleoSpin® Plus
sequenzierende bp Kit der Firma Macherey und Nagel, Diiren)

e ad20pul H,O

Die Sequenzierung erfolgte nach der Kettenabbruch-Methode unter Verwendung von Di-
desoxynukleotiden (Sanger et al.,1977). Hierfiir wurden 2°,3’-Didesoxynukleotide, die mit
Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind, eingesetzt. Das zugehorige PCR-Programm ist in
Tab. 10 dargestellt. Die 2 ul Big Dye-Reaktionslosung wurden erst nach der Erstde-
naturierung zugegeben. Die Didesoxynukleotide der Reaktionslosung fithren zu einem
statistischen Abbruch der DNA-Amplifikation.

Tab. 10: Programm zur Sequenzierung aus Plasmiden.

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Denaturierung 95 °C 5 min 1
Denaturierung 95 °C 30s
Primeranlagerung 50 °C 15s 25
Strangverldngerung 60 °C 4 min
Programmende 4°C endlos

Nach der Sequenzierreaktion wurden die Ansétze mit EtOH gefillt, nicht gewaschen und
die Pellets bei RT getrocknet. Die Auftrennung auf dem Sequenzierungsgel sowie die
fluorometrische Detektion wurde im Sequenzierlabor des Universitdtsklinikums Eppendorf
(Hamburg) durchgefiihrt. Des weiteren wurden {iber Sdulen gereinigte Plasmide zur

Sequenzierung direkt an die Firma MWG (Ebersberg) versandt.
2.2.7 Mikrobiologische und molekularbiologische Methoden (E. coli)

2.2.7.1 Anzucht von E. coli

Die Kultivierung von E. coli erfolgte in LB-Medium oder auf LB-Agar. Die Anzucht von
UN-Fliissigkulturen erfolgte bei 37 °C mit 180 rpm fiir 14 bis 18 h. Sollte eine Selektion
erfolgen, wurde dem Medium ein entsprechendes Antibiotikum hinzugefiigt. Kurzfristig
wurden die Bakterienstimme auf Platten bei 4 °C gelagert. Fiir die langfristige Lagerung
wurden die Kulturen mit Glycerol (Endkonzentration 40 %) versetzt und bei -70 °C

kryokonserviert.
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2.2.7.2 Transformation von E. coli mittels Elektroporation

Die Elektroporation ist eine schnelle Transformationsmethode, in der die bakterielle Zell-
membran durch einen elektrischen Impuls kurz destabilisiert wird, um Fremd-DNA in die
Zelle einzuschleusen.

Die Herstellung kompetenter Zellen und die Transformation erfolgte nach Ausubel et al.
(1994). 5 ml LB-Medium wurden mit einer Einzelkolonie von E. coli beimpft und UN bei
37 °C geschiittelt. Es wurden 200 ul der Startkultur in 100 ml LB-Medium in einen 500 ml
Erlenmeyerkolben tiberfiihrt und weiter bei 37 °C geschiittelt. Hatte die Kultur eine ODgg
zwischen 0,5 und 0,7 erreicht, wurden die Bakterien zunichst 10 min in einem Eisbad
abgekiihlt und anschlieBend fiir 10 min bei 2 °C und 3000 x g pelletiert. Die Pellets wurden
dreimal mit eiskaltem H,O gewaschen (20 min, 3000 x g, 2 °C) und zum Schluf} in 500 pl
H,0O aufgenommen. Die Zellen wurden direkt fiir eine Transformation eingesetzt oder bei
-20 °C gelagert.

Vor der Elektroporation wurde der Ligationsansatz mittels Ethanolprazipitation entsalzt.
Hierfiir wurde der Ansatz zundchst auf 200 pl aufgefiillt. AnschlieBend wurden 3 pl
Glykogen, 100 pul 10 M Ammoniumacetat und 700 pl 96 %iger EtOH hinzugefiigt und
intensiv gemischt. Dann wurde die DNA bei -20 °C fiir 1 h ausgefillt und mittels Zentri-
fugation (30 min, 4 °C, 12000 x g) sedimentiert. Das Pellet wurde dreimal mit 70 %igem
EtOH gewaschen und abschlieBend in 10 pl H>O aufgenommen.

Zur Transformation wurden die elektrokompetenten E. coli-Zellen frisch eingesetzt bzw.
auf Eis aufgetaut. Zu je 100 ul Zellen wurden 2-4 pl des entsalzten Ligationsansatzes
gegeben. Diese Losung wurde in eine vorgekiihlte Elektroporationskiivette pipettiert.
Danach erfolgte die Elektroporation nach der Vorschrift des Herstellers (EasyJect). Nach
dem elektrischen Puls wurden die Zellen sofort in 700 ul SOC-Medium tuberfiihrt. Es
folgte eine einstiindige Inkubation bei 37 °C im Schiittler. Die transformierten Zellen
wurden anschlieBend in Aliquots auf Selektionsplatten ausgestrichen, auf denen sie UN bei

37 °C im Brutschrank inkubiert wurden.

2.2.7.3 Transformation von E. coli mittels Hitzeschock

Es wurden fertig praparierte chemisch kompetente E. coli-Zellen (OneShot Topl10 Zellen;
Invitrogen, Groningen, NL) eingesetzt. Ligations- und Hitzeschockbedingungen wurden
nach Angaben des Herstellers tibernommen. Nach dem Hitzeschock wurden die Zellen auf
Eis abgekiihlt und mit 250 pl vorgewarmtem SOC-Medium versetzt und fiir 1 h bei 37 °C
geschiittelt. Zum SchluB wurden die Zellen auf Selektionsplatten ausplattiert und UN
inkubiert.

Des weiteren wurden kompetente E. coli-Zellen nach der sogenannten Rubidiumchlorid-
Methode (Hanahan, 1985) hergestellt, welche in Hitzeschock-Transformationen zum Ein-
satz kamen. Zuerst wurden 50 ml LB-Medium mit einer UN-Kultur von E. coli angeimpft
und bis zu einer ODggo von 0,5-0,7 bei 37 °C geschiittelt.
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Danach wurde die Kultur auf zwei Zentrifugenréhrchen aufgeteilt und fiir 10 min auf Eis
inkubiert. Nach der anschliefenden Zentrifugation (10 min, 4 °C, 1100 x g) wurden die
Pellets in jeweils 7 ml vorgekiihltem RF1-Puffer resuspendiert. Fiir 15 min wurde dann auf
Eis inkubiert und erneut bei 4 °C fiir 10 min mit 1100 x g zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde in 1,6 ml vorgekiihltem RF2-Puffer aufgenommen und weitere 15 min auf Eis
inkubiert. Die Zellen wurden in 200 pl Einheiten in 1,5 ml-Reaktionsgefdfe aliquotiert.
Die so behandelten Zellen konnten entweder sofort fiir die Transformation eingesetzt oder
bei -70 °C gelagert werden. Zu einem Aliquot kompetenter Zellen wurden 4 pl des
Ligationsansatzes gegeben und fiir 20-30 min auf Eis inkubiert. Anschliefend wurden die
Zellen fiir 1 min bei 42 °C im Wasserbad einem Hitzeschock ausgesetzt und dann fiir
2 min auf Eis abgekiihlt. Danach wurde der Ansatz zur Regeneration der Zellen mit 500 ul
SOC-Medium versetzt. Es folgte eine einstiindige Inkubation bei 37 °C im Schiittler mit
180 rpm. Die transformierten Zellen wurden zum Schluf3 in Aliquots auf selektiven LB-

Agarplatten ausgestrichen, auf denen sie UN bei 37 °C im Brutschrank wuchsen.

2.2.7.4 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

2.2.7.4.1 Isolierung in kleinem MafBstab (,,Miniprep*)

Die Isolierung der Plasmide aus E. coli-Zellen erfolgte mit dem NucleoSpin® Plus Kit der
Firma Macherey und Nagel (Diiren) oder mit dem Mo Bio UltraClean™ 6 Minute Mini
Plasmid Prep Kit der Firma MO BIO Laboratories (CA, USA) nach den Anweisungen der

Hersteller.

2.2.7.4.2 Isolierung im mittleren MaBstab (,,Midiprep*)
Fiir die Isolierung von Plasmiden im mittleren Mafstab wurde das Produkt ,,NucleoBond
Plasmid Midi“ der Firma Clontech (Heidelberg) unter Einhaltung der Hersteller-Protokolle

verwendet.

2.2.7.4.3 Isolierung im grofen Malstab (,Maxiprep™), (Sambrook et al, 1989;
modifiziert)

Eine 250 ml-UN-Kultur von E. coli wurde in einem 500 ml Nalgene-Zentrifugenbecher fiir
20 min bei 2900 x g und 4 °C im Rotor A6.9 (Kontron-Hermle Zentrifuge) pelletiert. Das
Zellpellet wurde in 5 ml Losung I und 300 pl 50 mg/ml Lysozym (in TE) gel6st und
anschliefend fiir 10 min auf Eis inkubiert. Dann wurden zur Denaturierung 10 ml der
frisch angesetzten Losung Il zugegeben. Nach weiteren 10 min Inkubation auf Eis wurde
zur Neutralisierung 7,5 ml Losung III hinzupipettiert und die gesamte Losung in ein 30 ml-
Nalgene-Rohrchen tiberfiihrt. Es wurde fiir 10 min auf Eis inkubiert. Dann folgte eine
30miniitige Zentrifugation im Rotor A8.24 (48300 x g, 4 °C). Der Uberstand wurde an-
schlieBend mit 0,6 Vol Isopropanol versetzt und fiir 15 min bei RT inkubiert. Nach einem
weiteren Zentrifugationsschritt im Rotor A8.24 (10 min, 24200 x g, 4 °C) wurde das Pellet
getrocknet und in 8§ ml TE geldst.



Material und Methoden 39

Mitgeschleppte RNA wurde mit 8 ml 5 M LiCl fiir 15 min auf Eis geféllt und mit einer
1 5miniitigen Zentrifugation (23700 x g, 4 °C) pelletiert. Der Uberstand wurde ein weiteres
Mal mit Isopropanol (1 Vol) fiir 10 min auf Eis behandelt und zentrifugiert (10 min,
23700 x g, 4 °C). Das Pellet wurde in 5 ml TE und 5 pl 10 mg/ml RNase A-Losung
(Sigma) aufgenommen und 1 h bei 37 °C inkubiert. Diese Losung wurde danach in 10 ml-
Rohrchen iiberfiihrt und mit 5 ml Phenol/Chloroform ausgeschiittelt und zentrifugiert
(Hereaus Sephatech Omnifuge 2.0RS; 5 min, 1100 x g, 4 °C), um Proteine zu denaturieren.
Die obere Phase wurde erneut mit Phenol/Chloroform behandelt und zentrifugiert. Die
neue obere Phase wurde mit 10 ml Chloroform-Isoamylalkohol (24:1, v/v) versetzt, ge-
schiittelt und zentrifugiert (5 min, 1100 x g, 4 °C), um das restliche Phenol zu extrahieren.
Anschliefend wurde zu der oberen Phase 1/10 Vol 3 M Na-Acetat und 1 Vol Isopropanol
gegeben und mindestens flir 1 h auf Eis inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation fiir 5 min
bei 24200 x g und 4 °C im Rotor A8.24. Das Pellet wurde mit 10 ml 70 %igem EtOH

gewaschen und in TE aufgenommen.

2.2.8 Mikrobiologische und molekularbiologische Methoden (Candida)

2.2.8.1 Anzucht und Bestimmung der Zellzahl von Candida
Zur Anzucht wurden Pilz-Stimme auf YPG-Agarplatten bei 25-37 °C kultiviert, bei 4 °C

gelagert und monatlich auf frisches Medium {iberimpft. Zum Absichern von Isolaten und
hergestellten Mutanten-Staimmen (Tab. 2) wurden YPG-UN-Kulturen mit Glycerol ver-
setzt (Endkonzentration 40 %) und bei -70 °C kryokonserviert.

Fiir die Bestimmung der Zellzahl wurde ein Aliquot aus einer Candida-Suspension ent-
nommen. Durch Zugabe von 10 % SDS wurde zusammenhaftendes Pilzmyzel getrennt.
Falls erforderlich wurde mit H,O weiter verdiinnt. Danach erfolgte mikroskopisch die Zell-

zahlbestimmung in einer Neubauer-Zihlkammer (Roth, Karlsruhe).

2.2.8.2 Expressionsstudien von C. albicans Lipase-Genen in verschiedenen Medien

Fiir Expressionsstudien wurde die erste Vorkultur (5 ml-YPG) des zu untersuchenden
Candida-Stammes UN bei 30 °C oder 37 °C und 150 rpm geschiittelt. Am nzchsten Tag
wurde eine zweite YPG-Vorkultur mit einem Aliquot aus der ersten Vorkultur angeimpft
und erneut UN geschiittelt. Dadurch sollte sichergestellt werden, dass sich die Zellen in
einer moglichst gleichen Wachstumsphase befanden (Semisynchronisation). Nach
einer Zellzahlbestimmung der zweiten Vorkultur und einmaligem Waschen mit dem
jeweils neuen Medium der Hauptkultur oder H,O wurde anschlieBend die Hauptkultur auf
die benétigte Zellkonzentration eingestellt. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Aliquots
entnommen und die Zellen pelletiert. Nach dem Entfernen des Uberstandes wurden die
Pellets sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur RNA-Isolierung bei
-70 °C gelagert.
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2.2.8.3 Expressionsstudien von C. albicans Lipase-Genen in verschiedenen Haut-
Infektionsmodellen

Um das Expressionsprofil wéhrend eines Infektionsverlaufs an verschiedenen Hautarten
(orale und vaginale Schleimhaut) zu erstellen, wurden kiinstliche Hautmodelle kontrolliert

infiziert.

2.2.8.3.1 Orale Schleimhaut (,,reconstituted human epithelium*, RHE)

Fiir ein in vitro Modell einer oralen Candidose (Schaller ef al., 1998) wurde kiinstliches
humanes Epithel ohne Stratum corneum (RHE) von der Firma SkinEthic Laboratory
(Nizza, F) bezogen. Dieses Epithel wird aus der Tumorzelllinie TR146 geziichtet. Hierbei
handelt es sich um transformierte humane Keratinozyten. Die Zellen werden auf Poly-
carbonat-Filtern kultiviert. Das Epithel ist nicht mit Antibiotika und Antimykotika be-
handelt worden, und die Ndhrmedien enthielten ebenfalls keinen dieser Zusétze. Vor der
eigentlichen Infektion wurden die Wells (3,5 cm?) einer 6-Well-Platte mit je 1 ml des
gelieferten ,,Maintenance Mediums* befiillt. AnschlieBend wurden die Filter mit der Haut
in die entsprechenden Wells plaziert. Das Maintenance Medium benetzt dabei die
kiinstliche Haut von unten und ernéhrt sie (Abb. 7).

Zellkultur-Einsatz
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Abb. 7: Skizze eines Einsatzes mit kiinstlicher Haut (http://www.skinethic.com/), der in einem
Well plaziert wurde. Die Haut wird von unten von ,Maintenance Medium* (Kulturmedium)
benetzt. Die préparierte Haut kann anschlieBend z.B. mit C. albicans-Zellen inokuliert werden.

Die Proben wurden UN kultiviert und am folgenden Tag infiziert. Uber die gesamte
Versuchsdauer wurden alle 24 h 500-1000 pl des Maintenance Mediums hinzugegeben.
Fiir die Infektion wurden UN bei 25 °C gewachsene wt- bzw. Mutanten-Zellen zweimal
mit PBS gewaschen und anschlieend in PBS resuspendiert. Jede Hautprobe wurde mit
2x 10° Candida-Zellen in 50 ul PBS infiziert. Eine Probe wurde nur mit PBS versetzt
(Negativ-Kontrolle). Die Proben wurden fiir 12, 36 und 48 h bei 37 °C unter einer 5 %igen
CO»-Atmosphére inkubiert. Nach den entsprechenden Zeiten wurden die Hautstlicke mit
dem Polycarbonat-Filter und den anhaftenden Candida-Zellen mit einem Skalpell aus ihrer
Plastikfassung geschnitten und geteilt. Eine Hélfte wurde direkt in ein 2 ml-Reaktionsgefil}
mit 500 pl RNAPure tiberfiihrt. Diese Probe wurde dann in fliissigem Stickstoft schock-
gefroren und bis zur RNA-Isolierung bei -70 °C gelagert.

Die andere Hiélfte wurde in 10 % (v/v) Formalin eingelegt und zur Durchfiihrung von

histologischen Untersuchungen zu SkinEthic geschickt.
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2.2.8.3.2 Vaginales Schleimhautmodell

Es wurden ebenfalls Infektionsstudien an einem vaginalen Schleimhautmodell (SkinEthic,
Nizza, F) vorgenommen. Die Zellen entstammten der humanen Zelllinie A431, die von
einem humanen vaginalen Epidermoidcarcinom abgeleitet wurden. Diese Zellen besitzen
kein Stratum corneum. Wihrend des Infektionsverlaufs wurden nach 12, 24 und 48 h

Proben genommen. Ansonsten erfolgte die Durchfiihrung analog zum RHE-Modell
(2.2.8.3.1).

2.2.8.4 Expressionsstudien von C. albicans Lipase-Genen im Mausmodell einer
systemischen Candidose

Um die zeitliche Regulation der LI/P-Expression wihrend einer systemischen Candida-
Infektion zu ermitteln, wurden zu verschiedenen Zeitpunkten Leber und Nieren von
infizierten Méusen entnommen. Zusitzlich konnte somit iiberpriift werden, ob die Ex-

pression der Lipase-Gene vom Infektionsort abhing.

Die Infektion von Méusen erfolgte im Labor von Frau Dr. M. Kretschmar (Institut fiir
Medizinische Mikrobiologie und Hygiene, Klinikum Mannheim). Balb/c-Mause wurden
mit 1x 10® Zellen des klinischen Isolates SC5314 intraperitoneal infiziert. Fiir dieses
bereits etablierte Modell einer systemischen C. albicans-Infektion (Kretschmar et al.,
1999) wurde eine UN-Kultur der wt-Zellen in Sabouraud-Broth-Medium (Difco,
Michigan, USA) angeimpft. Am néchsten Tag wurden die Zellen dreimal mit PBS
gewaschen und anschliefend in die Bauchhohle der Méuse injiziert. Nach 4 h und 72 h
wurden von infizierten Méusen die Leber sowie die Nieren entnommen.

Die Organproben wurden sofort in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur RNA-
Isolierung (2.2.8.7) gelagert. Es wurden mindestens sechs Organe mit anhaftenden

Candida-Zellen pro Zeitpunkt untersucht.

2.2.8.5 Expressionsstudien von C. albicans Lipase-Genen in Patientenproben

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Neuber (Klinik fiir Derma-
tologie und Venerologie, Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf) wurden Proben von
Patienten mit moglichen Candidose-Befunden untersucht. Hierfiir wurden Proben von
verschiedenen Infektionsorten, wie Zeh-Zwischenraum, Vagina, Stuhl und vor allem
Mundhohle und Zunge genommen (durchgefiihrt von Frau B. MahnB, Klinik fiir Derma-
tologie und Venerologie, Universitdtsklinikum Hamburg-Eppendorf).

Es wurden jeweils zwei Proben von einem Patienten genommen. Eine Probe, um den
Erreger zu bestimmen und eine zweite, um das Lipase-Genexpressionsprofil zu ermitteln.
Die phanotypische Erregerbestimmung wurde von der Hautklinik durchgefiihrt. Die zweite
Patienten-Probe wurde mit einer Plastikdse sofort in ein Reaktionsgefdl mit 500 pl
peqGOLD RNAPure™ (Peqlab, Erlangen) iiberfiihrt. Diese Probe wurde bis zur RNA-
Isolierung in fliissigem Stickstoff gelagert. Zum Zeitpunkt der Probennahme waren die

Patienten noch nicht mit Antimykotika behandelt worden.
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2.2.8.6 Molekularbiologische Unterscheidung von C. albicans und C. dubliniensis

Um C. albicans und C. dubliniensis molekularbiologisch zu differenzieren, wurden zwei
PCR-Strategien miteinander kombiniert (Tab. 11 und 12). Zum einen wurde eine PCR mit
Primern gegen das Intron des Actin-Gens durchgefiihrt, da gezeigt wurde, dass sich die
beiden Candida-Arten beziiglich dieses Introns unterscheiden (Donnelly et al., 1999). Die
eingesetzten Primer sind spezifisch fiir das Actin-Intron von C. dubliniensis. Ein zweites
Primer-Paar (Unif und Unir) wurde als interne Positiv-Kontrolle verwendet. Hierbei
handelt es sich um universelle Hefe-Primer, die ein ca. 610 bp groBes Fragment der
pilzlichen grofen Untereinheit des rRNA Gens amplifizieren (Fell, 1993). Zum anderen
wurde eine weitere PCR durchgefiihrt, die C. albicans-spezifisch den gesamten ORF vom
PHRI (pH-regulated)-Gen amplifiziert (Kurzai ef al., 1999).

Tab. 11: PCR-Programm fiir die Actin-Intron-PCR.

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Denaturierung 95 °C 6 min 1
Denaturierung 95 °C 30s
Primeranlagerung 58 °C 30s 30
Strangverldngerung 72 °C 30s
Strangverldngerung 72 °C 10 min 1
Programmende 4 °C endlos

Tab. 12: PCR-Programm fiir die PHRI-PCR.

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Denaturierung 95 °C 5 min 1
Denaturierung 95 °C 30s
Primeranlagerung 50 °C 1 min 30
Strangverldngerung 72 °C 1 min 30 s
Strangverldngerung 72 °C 10 min 1

Programmende 4 °C endlos
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2.2.8.7 RNA-Isolierung und -Konzentrationsbestimmung

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus Candida-Zellkulturen, infizierten Mause-Organen,
Proben von verschiedenen Hautmodellen und Patientenproben erfolgte nach dem
peqGOLD RNAPure™ Protokoll der Firma PeqLab. Diese Methode basiert auf einer
einstufigen Fliissigphasentrennung. Das verwendete Reagenz enthilt Phenol und Guanidin-
isothiocyanat in einphasiger Losung. Nach Zugabe von Chloroform und anschlieBender
Zentrifugation trennt sich das Homogenat in drei Phasen auf, wobei sich die RNA in der
wifrigen Phase befindet.

Die gefrorenen Proben wurden zundchst mit 500 pl des oben genannten Reagenzes ver-
setzt, falls sie nicht bereits darin gelagert wurden, und sofort fiir 20 min nach Zugabe von
300 ul mit Salzsdure gewaschenen Glasperlen (Sigma, Deisenhofen) unter Vortexen auf-

geschlossen.

Nach einer Sminiitigen Inkubation bei RT wurde der Uberstand fiir weitere 5 min bei
21000 x g und 4 °C zentrifugiert, um unldsliche Bestandteile wie Proteoglycane und Poly-
saccharide zu entfernen. Zum neuen Uberstand wurden 250 pl Chloroform pipettiert.
Danach wurde fiir 15 s gevortext. Nach 10 min Inkubation bei RT erfolgte eine erneute
Zentrifugation (10 min, 21000 x g, 4 °C). Wéhrend die obere, wélirige Phase zum gréften
Teil RNA enthielt, waren die untere, gelbe Phenol-Chloroform-Phase und die Interphase
tiberwiegend mit DNA und Proteinen angereichert. Falls es eine ausgeprégte Interphase
gab, wurde zur Sicherheit die wélrige Phase nochmals mit 250 ul RNAPure und 50 pl
Chloroform behandelt, um etwaige Proteinverunreinigungen zu vermeiden. Die wélrige
Phase wurde in ein neues Reaktionsgefdl tiberfiihrt. Nach Zugabe von 2 ul Glykogen
(20 pg/pl) als Féllungshilfe und 500-700 pl Isopropanol wurden die Gefélle geschwenkt
und UN bei -20 °C inkubiert, um eine groBtmogliche RNA-Ausbeute zu erzielen. Der
folgenden Zentrifugation (30 min, 21000 x g, 4 °C) schloB sich ein Waschschritt mit 1 ml
70 %igem EtOH an (10 min, 21000 x g, 4 °C).

Nach dem Entfernen des EtOH wurde das RNA-Pellet anschlieend an der Luft ange-
trocknet. Danach wurde das Pellet in DEPC-behandelten H,O (DEPC-H,0O) aufgenommen
und fiir 5-10 min bei 55 °C im Thermomixer unter leichtem Schiitteln geldst. Die RNA-
Losung wurde bei -70 °C gelagert.

Fiir die RNA-Konzentrationsbestimmung wurde 1 pl der RNA-L&sung mit 99 ul DEPC-
H,O versetzt. Die RNA-Proben wurden anschlieend in einer Quarzkiivette im Spektral-
photometer bei 260 und 280 nm vermessen. Das Photometer wurde vorher gegen DEPC-

H,O geeicht. Fiir die Mengenbestimmung galt: 1 OD,gp = 40 pug RNA.
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2.2.8.8 Expressionsanalyse mittels RT-PCR

Mit Hilfe eines DNase-Verdaus wurden die zu untersuchenden RNA-Proben von
eventuellen DNA-Kontaminationen befreit. Hierfir wurde das Enzym (Deoxy-
ribonuclease I, Amplification Grade 1 U/ul; Invitrogen, Groningen, NL) verwendet. Die

Reaktionen erfolgten in 0,5 pl-PCR-ReaktionsgefdBBen. Die RNA wurde mit DEPC-H,O
auf 1 ng/6 pl eingestellt, bei Organproben von Méausen bis maximal 10 pg/6 pl.

Folgende Pipettierschritte wurden durchgefiihrt:
e max.6pul RNA (1-10 pg)

o lul 10 x DNase-Reaktionspuffer

o lul RNaseOUT™ Ribonuclease Inhibitor (40 U/ul);
(Invitrogen, Groningen, NL)

o 2ul DNase I (1 U/ul)

e adl0Opl DEPC-H,O

Der DNase-Verdau wurde UN bei RT durchgefiihrt. Die Reaktion wurde mit 1 pl 25 mM
EDTA gestoppt. AnschlieBend wurde der Ansatz zur vollstindigen Inaktivierung der
DNase fiir 10 min bei 65 °C inkubiert. Danach wurde die Probe sofort mit Eis gekiihlt, um

eine mogliche Bildung von Sekundérstrukturen der RNA zu verhindern.

Die RT-PCR wurde durchgefiihrt, um reproduzierbare Transkriptionsprofile der Lipase-
Gene wihrend verschiedener in vitro Bedingungen und Infektionen zu erhalten. Die
Gesamtreaktion der RT-PCR besteht aus zwei Schritten, der Reversen Transkription, in der
die mRNA in eine komplementire DNA (cDNA) umgeschrieben wird, und der
Amplifikation der gebildeten cDNA.

Die Synthese der cDNA erfolgte mit Reagenzien der Firma Invitrogen (Groningen, NL)
nach Angaben des Herstellers. Dazu wurden die Losungen der DNase verdauten RNA mit

folgendem Gemisch versetzt:

o 1yl Oligo (dT)i2-13 -Primer (500 pg/ml)

o 4ul 5 x Erststrang-Puffer

o 2ul 0, MDTT

o lul 10 mM dNTPs

o ul RNaseOUT ™ Ribonuclease Inhibitor (40 U/ul)

Daran schlof} sich eine zweiminiitige Inkubation der Proben bei 42 °C an. Es folgte die
Zugabe von 1 pl SUpERSCRIpTTM I RNase H Reverse Transcriptase (200 U/ul). Die
Ansidtze wurden fiir 60 min erneut bei 42 °C inkubiert. Die Reaktion endete mit der
Denaturierung der Proben fiir 15 min bei 70 °C und anschlieBender Abkiihlung auf 4 °C.
Die gesamte cDNA-Synthese wurde in einem zyklischen Thermoblock der Firma Hybaid
(PCRSprint, Heidelberg) durchgefiihrt.
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Zur Uberpriifung der RT-PCR-Reaktion wurde die Expression des Gens EFBI des
Elongationsfaktors EF-13 (Maneu et al., 1996) von C. albicans uberpriift. Dieses Gen,
welches ein Intron von 365 bp enthélt, wird konstitutiv exprimiert. Der Nachweis der
Genexpression von EFBI erméglicht somit die Abschidtzung der cDNA-Qualitdt. Die
Anwesenheit des Introns wurde zur Priifung von eventuellen Kontaminationen durch
genomische DNA der Proben herangezogen. Die Primer EF5° und EF3° ergeben bei
Vorhandensein des Introns (genomische DNA) ein PCR-Fragment von 919 bp-Lénge. Bei
Abwesenheit des Introns (¢cDNA) wird ein kiirzeres Fragment von 554 bp erwartet.

Zur Amplifikation von EFBI-Fragmenten wurde folgendes PCR-Programm gewéhlt
(Tab. 13).

Tab. 13: Das PCR-Programm fiir die EF-PCR.

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Denaturierung 95 °C 3 min
Primeranlagerung 55°C 3 min 1
Strangverldngerung 72 °C 3 min
Denaturierung 95 °C 30s
Primeranlagerung 55°C 30s 35
Strangverldngerung 72 °C 1,5 min
Strangverldngerung 72 °C 10 min 1
Programmende 4°C endlos

2.2.8.9 Gezielte Mutagenese von C. albicans

2.2.8.9.1 Transformation von C. albicans-Zellen nach Lithiumacetat-Behandlung

Die Transformationsmethode basiert auf einem Protokoll fiir S. cerevisiae (Gietz &
Schiestl, www.umanitoba.ca/faculties/medicine/biochem/gietz/method.html; geéndert fiir
C. albicans).

45 ml YPG mit 0,8 mg/ml Uridin wurden mit einer 5 ml UN-Kultur eines auxotrophen,
ura3-C. albicans-Stammes angeimpft. Nach 3-5h Inkubation bei 30 °C und 150 rpm
wurden die Zellen fiir 5 min bei 3000 x g pelletiert. AnschlieBend wurden die Zellen
einmal mit H,O gewaschen. Danach wurde das Pellet in 1 ml 100 mM LiAc aufgenommen
und in ein 1,5 ml-Reaktionsgefd3 iiberfiihrt. Es folgte eine kurze Zentrifugation mit
maximaler Geschwindigkeit. Nach dem Entfernen des Uberstandes wurden erneut,
100 mM LiAc bis zu einem Endvolumen von ca. 500 pl hinzugegeben. Die Zellen wurden
gevortext, in 50 pl Aliquots aufgeteilt und auf Eis gehalten. Ein Aliquot wurde fiir 30 s
pelletiert und der Uberstand entfernt. AnschlieBend wurden 240 ul PEG (MW 4000,
50 % (w/v)) hinzugegeben.
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Dann wurden 36 pl 1,0 M LiAc, 4 pl Herring Testes Carrier DNA (liegt denaturiert vor)
und 50 pl der in H,O geldsten zu transformierenden DNA zupipettiert. Das gesamte Ge-
misch wurde so lange gevortext, bis sich das Pellet vollstindig gelost hatte. Dieser Ansatz
wurde 30 min bei 30 °C und anschlieBend 20-25 min bei 42 °C (Hitzeschock) inkubiert.
Die Zellen wurden 15 s bei 3000 x g pelletiert, vorsichtig in 200 ul TE aufgenommen und
auf SD-Agar ausgestrichen. Die Platten wurden fiir 2-4 Tage bei 30 °C inkubiert.

2.2.8.9.2 FOA (5-Fluoroorotic acid)-Behandlung von C. albicans-Transformanden

Die jeweilige URA'-Mutante wurde in 5 ml YPG angeimpft und UN bei 30 °C und
150 rpm inkubiert. Am néichsten Tag wurden die Zellen pelletiert und einmal mit 10 ml
H,O gewaschen.

AnschlieBend wurden 10°, 10° und 107 Zellen pro FOA-Platte ausgestrichen und fiir
mindestens 3-4 Tage bei 30 °C inkubiert. Mogliche Klone wurden auf eine frische FOA-
Platte iibertragen, um sicherzustellen, dass die FOA-Selektion erfolgreich war. Mehrere
Klone wurden per Southern Blot bzw. PCR kontrolliert.

2.2.8.10 Analyse der C. albicans-Mutanten

2.2.8.10.1 Genomische DNA-Isolierung aus Candida

Um genomische DNA von Candida zu isolieren, wurde eine 5 ml-UN-Kultur in YPG
angeimpft und bei 30 °C geschiittelt. Die Zellen wurden pelletiert und einmal mit H,O
gewaschen. Danach wurde das Zellpellet in 500 pl Lysispuffer resuspendiert und mit
sduregewaschenen Glasperlen fiir 2 min gevortext. Die wirige Phase wurde anschliefend
mit 275 ul 7 M Ammoniumacetat (pH 7,0) fiir 5 min bei 65 °C inkubiert und danach fiir
5 min auf Eis abgekiihlt. Des weiteren wurde mit 500 pl Chloroform gevortext und dann
2 min zentrifugiert. Die Nukleinsiuren wurden aus dem Uberstand mit 1 ml Isopropanol
préazipitiert. Nach 5 min Inkubation bei RT folgte eine fiinfminiitige Zentrifugation. Das
Pellet wurde einmal mit 70 %igem EtOH gewaschen, anschlieBend getrocknet und in 50 pl
RNAse A (10 pg/ml)-haltigem H,O gelost und 30 min bei 37 °C inkubiert, um restliche
RNA zu zerstoren. Die Reinheit und Konzentration wurden in einem 1 %-TBE-Agarosegel

bestimmt.

2.2.8.10.2 Southern Blot-Analyse

Mindestens 500 ng genomische DNA des Pilzes wurden mit einem geeigneten
Restriktionsenzym nach Angaben des Herstellers in einem Volumen von 500 ul UN
verdaut. AnschlieBend wurde die DNA mit einer EtOH-Féllung aufgereinigt und auf-
konzentriert. Die DNA wurde in 10 pul H,O aufgenommen. Die zu untersuchenden DNA-
Fragmente wurden dann in einem 1 %igen-Agarosegel gemeinsam mit einem DIG
(Digoxigenin)-markierten DNA-Léngenstandard (Roche, Mannheim) bei 80V 3-4h

aufgetrennt.
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AnschlieBBend wurde das Gel fiir 5 min mit der ,,Nicking“-Losung und danach fiir 10 min
in der Denaturierungslosung inkubiert. Nach dem Entfernen der Losung wurde das Gel fiir

den gleichen Zeitraum mit der Neutralisierungslosung behandelt.

Zur Durchfithrung eines Kapillar-Blots wurden eine Hybond-NX Nylonmembran
(Amersham, Freiburg), 6 Whatman-Filter und ein Stapel von Papiertiichern (Hohe von ca.
5 cm) entsprechend der Grofle des Gels zurechtgeschnitten. Auf eine flache Wanne, welche
Blot-Puffer enthielt, wurde eine Glasscheibe gelegt. Aulerdem wurde ein langer Streifen
Whatman-Filter so auf die Scheibe plaziert, dass er mit beiden Seiten in den Blot-Puffer
reichte. Darauf wurden das Gel, die in 2 x SSC getrdankte Membran, drei Lagen getrdnktes
Filterpapier, drei Lagen trockenes Filterpapier und der Stapel Papiertiicher gelegt. Zum
AbschluB3 kam eine weitere Glasplatte und ein Gewicht von ca. 500 g. Das Blotten erfolgte
UN. Die Nylonmembran wurde nach dem Blotten kurz mit Wasser gewaschen und an der
Luft getrocknet. Anschlieend wurde sie mit UV-Licht bestrahlt (1200 mJ im Stratalinker

von Stratagene, Heidelberg), um die DNA kovalent an die Membran zu binden.

Zur DNA-Detektion auf Southern Blot-Membranen wurde die Methode der nicht-
radioaktiven Digoxigenin (DIG)-DNA-Markierung genutzt (Roche, Mannheim).
Die Herstellung und DIG-Markierung einer DNA-Sonde wurde mittels PCR durchgefiihrt.

PCR-Ansatz:
o 2ul Template-DNA (5 ng genomische DNA von C. albicans/ul)
o Sl 10 x PCR-Puffer
o 25ul 50 mM MgCl,
o 25ul 1 % W-1
o Syl 10 x DIG-dNTP-Mix (1 mM dATP, 1 mM dCTP, 1 mM dGTP,
0,625 mM dTTP, 0,35 mM DIG-11-dUTP)
o jelupl genspezifischer Primer (100 pmol/pl)
o 02ul Tag-Polymerase (5 U/pl)

e ad50pul H>,O

Zur Kontrolle wurde ein PCR-Ansatz mit nicht markiertem dNTP-Mix angesetzt und die
DNA in beiden Reaktionsansidtzen mit dem Standard-PCR-Programm (2.2.5.1; Tab. 9)
amplifiziert. AnschlieBend wurden die PCR-Produkte in einem Kontroll-Agarose-Gel
aufgetrennt. Die DIG-Markierung liel sich durch die etwas geringere Laufstrecke des
PCR-Produktes im Vergleich zum Kontrollansatz erkennen, da sie das Laufverhalten der
DNA aufgrund der angehéngten DIG-Molekiile dnderte.

Fir die Hybridisierung von Southern Blot-Membranen wurde die Hilfte des DIG-
markierten PCR-Ansatzes mit H,O auf ein Endvolumen von 200 ul aufgefiillt. Der Ansatz
wurde fiir 5 min bei 95 °C denaturiert und zu 30-50 ml Prahybridisierungspuffer gegeben.
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Die Sonden konnten bei -20 °C aufbewahrt werden. Bei Wiederverwendung wurden sie fiir
10 min bei 100 °C erneut denaturiert.

Je nach Art der gewiinschten Stringenz wurden verschiedene Préhybridisierungs-,
Hybridisierungs- und Waschbedingungen gewéhlt. Die Detektion unter hochstringenten
Bedingungen erfolgte bei 68 °C. Fiir weniger stringente Bedingungen wurden niedrigere
Temperaturen gewéhlt.

Nach der DNA-Fixierung wurde die Membran in 6 x SSC angefeuchtet, fiir 3-5 h bei 68 °C
bzw. 56 °C im vorgewirmten Prihybridisierungspuffer hybridisiert und anschlieBend UN
bei gleicher Temperatur mit einer DIG-markierten Sonde, die zum Préhybridisierungs-
puffer gegeben wurde, hybridisiert.

Die Membran wurde nach der Hybridisierung abhingig vom gewiinschten Grad der
Stringenz wie folgt gewaschen: flir niedrigstringente Bedingungen wurde die Membran
zweimal fiir 5 min bei RT mit W1-niedrig und anschlieBend zweimal fiir 15 min bei 56 °C
mit W2-niedrig gewaschen; fiir hochstringente Bedingungen wurde die Membran beim
zweiten Waschschritt bei einer hoheren Temperatur inkubiert und die beiden eingesetzten
Losungen besallen eine niedrigere Salzkonzentration. Zuerst wurde die Membran fiir
zweimal 5 min bei RT mit W1-hoch gewaschen. Danach wurde sie bei 68 °C mit W2-hoch
fiir zweimal 15 min gewaschen. AnschlieBend wurde die Membran fiir 1 min in B1-Puffer
bei RT inkubiert. Als nichstes wurden unspezifische Bindungsstellen blockiert. Hierfiir
wurde das Blockierungsreagenz B2 fiir 30 min bei RT eingesetzt. Dann wurde die
Membran mit der Antikorperlosung fiir 30 min bei RT inkubiert. Es folgten drei Wasch-
schritte fiir 20 min bei RT mit der WP-Losung. Die Membran wurde anschlieBend mit der
B3-Losung fiir 5 min bei RT &quilibriert. Nun wurde die Membran in einem PE-Schlauch
5 min mit CSPD-L6sung bei RT inkubiert (Lumineszenzreaktion). Ein Rontgenfilm wurde
zunéchst flir bis zu 1-30 min aufgelegt und die Kassette bei 37 °C inkubiert. Nach der
Entwicklung des Filmes wurde nach Bedarf ein weiterer Film lénger oder kiirzer exponiert.
Um eine Membran nochmals mit einer neuen Sonde zu hybridisieren, wurde die Membran
fir 1 min in H,O gewaschen. Darauthin folgten zwei weitere Waschvorgénge mit einer
LStrip“-Losung fiir jeweils 10 min bei 37 °C. AbschlieBend wurde die Membran in
2 x SSC &quilibriert.

2.2.8.10.3 In vitro Analyse der C. albicans-Mutanten
Nach der Uberpriifung der Mutanten mittels Southern Blot oder PCR wurden sie in

verschiedenen in vitro und in vivo Tests analysiert. Zum einen wurde das Wachstum der
Candida-Mutanten in verschiedenen Fliissigmedien (YPG und YNB-Tween 40) mit dem
wt-Stamm SC5314 verglichen. Hierfir wurden die Hauptkulturmedien mit einer
definierten Zellzahl aus einer UN-Kultur angeimpft. Die Endkonzentration betrug
10° Zellen/200 pl Medium. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurde die Zelldichte am
»~Enzyme-linked immunosorbent assay“ (ELISA)-Reader (Dynatech MR4000, Dynatech

Laboratories) bestimmt.
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AuBerdem wurde das Wachstum der Mutanten bei 37 °C in NuTRIflex® Lipid der Firma
B. Braun Melsungen AG tiberpriift, welches in der parenteralen Erndhrung eingesetzt wird
(freundlicherweise von Fr. B. Solhdju, Firma B. Braun Melsungen AG, zur Verfligung
gestellt). Hierfiir wurde eine Zellkonzentration von 10° Zellen/ml eingestellt. Die Zellzahl
wurde zu verschiedenen Zeitpunkten mikroskopisch bestimmt.

Um die Flockung zu bestimmen (Liu et al., 1996), wurden die Kulturen in YPG-Medium
UN bei 37 °C kultiviert. AnschlieBend wurden die Proben gevortext und nach 1 min die
Sedimentbildung festgehalten.

Neben den Wachstumsversuchen in Fliissigmedien wurden auch das Wachstum und der
Phinotyp der Kolonien von generierten Mutanten und Revertanten auf verschiedenen
Festmedien analysiert. Hierfiir wurden der wt und die Mutanten in YPG UN bei 25 °C oder
30 °C kultiviert. Nach einmaligem Waschen mit H,O wurden die verschiedenen Agar-
Platten mit 10° Zellen in 10 pl H,O angeimpft. Es wurden maximal sechs Stimme auf
einer Platte parallel getestet. Das Spider-Medium wurde mit 10-100 Zellen in 100 ul H,O

inokuliert, um einzelne Kolonien zu erhalten.

Des weiteren wurden lipolytische Aktivititstests durchgefiihrt. Hierfiir wurden der wt und
die verschiedenen Mutanten in der NuTRIflex® Lipid-Losung in Erlenmeyer-Kolben mit
Schikanen kultiviert. Die Inkubation erfolgte UN bei 37 °C und 180 rpm. Nach 24 h wurde
die Zellzahl bestimmt und der Uberstand entnommen, welcher auf sekretierte lipolytische
Aktivitdt getestet wurde (2.2.8.12). Da keine Inhibitionsstudien erfolgten, wurden von
jeder Probe insgesamt 500 pl direkt mit dem Reaktionsgemisch versetzt und fiir 2 h unter
Schiitteln bei 37 °C inkubiert. Ansonsten wurde analog zum Versuchsablauf verfahren, der
unter Abschnitt 2.2.8.12 beschrieben ist. Es wurde mindestens eine Doppelbestimmung pro
Ansatz durchgefiihrt.

2.2.8.10.4 Adhisions- und ,,Damage®-Versuche mit C. albicans

Aus einer frischen Nabelschnur wurden Endothelzellen isoliert und in Kultur gebracht
(durchgefiihrt von Fr. Phan; Harbor-UCLA, Los Angeles, USA). Die Zellen wurden zwei-
mal passagiert, bevor sie in Adhésions- und ,,Damage‘-Versuchen zum Einsatz kamen.

Vor der Isolierung der Endothelzellen wurde die Nabelschnur mit EF-PBS gewaschen.
Anschliefend wurde die Hauptvene mit mindestens 30 ml EF-PBS durchgespiilt. Danach
wurde sie mit einer Kollagenase-Losung gefiillt und zugebunden. Die Nabelschur wurde
fiir 6 min bei 37 °C inkubiert. Dann wurde die Losung in ein Falcon-Rohrchen tiberfiihrt
und die Nabelschnur ein zweites Mal gewaschen, wobei das zweite Eluat zum ersten
gegeben wurde. Die Zellen wurden fiir 5 min mit 1050 rpm bei 25 °C pelletiert. Der Uber-
stand wurde abgenommen und die Endothelzellen in 4 ml M199 resuspendiert. Darauthin
wurden sie in einem gelatineliberzogenen Gefidl} fiir 20 min inkubiert. AnschlieBend wurde
das Medium entfernt und frisches hinzupipettiert. Die Zellen wurden am ndchsten Tag

erneut mit frischem Medium versorgt.



Material und Methoden 50

Danach erfolgte die Vorbereitung der Endothelzellen fiir den Adhésionsversuch (Jaffe et
al., 1973; modifiziert). Hierzu wurden konfluente Endothelzellen nach der zweiten Passage
mikroskopisch iiberpriift. Danach wurde das N#hr-Medium mit einer Pasteur-Pipette
abgesogen und 1 ml 1 x Trypsin-EDTA hinzugegeben, geschiittelt und ebenfalls abge-
sogen. Der Vorgang wurde wiederholt, um die Zellen endgiiltig von der subendothelialen
Matrix zu l6sen, was mikroskopisch verfolgt wurde. Die Reaktion wurde mit 4 ml vor-
gewdrmtem (37 °C) M199 abgestoppt.

Die Zellsuspensionen wurden gesammelt und fiir 5 min mit 1000 rpm zentrifugiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand bis kurz vor dem Zellpellet abgesogen. Die Zellen
wurden in 2 ml frischen M199 pro Well resuspendiert und auf die Wells einer 6-Well-
Zellkulturplatte verteilt.

Jeder Well der 6-Well-Zellkulturplatten aus Polypropylen wurde mit 1,5 ml 0,2 % Gelatine
versetzt. AnschlieBend wurden die Platten UN bei 37 °C unter einer 5 %igen CO,-Atmos-
phdre inkubiert oder es wurde nach mindestens 1 h Inkubation (37 °C unter einer
5 %igen CO»-Atmosphire) der fliissige Uberstand mit einer Pasteur-Pipette (mittels
Vakuumpumpe) abgesogen. Danach wurde die Suspension von Endothelzellen in M199
hinzupipettiert. Pro Platte wurden etwa zwei Gefille mit konfluenten Passage 2 (P2)-Endo-
thelzellen benétigt. Es folgte eine Inkubation UN, um die Zellanheftung zu gewihrleisten.
Am folgenden Tag wurden die Platten mikroskopisch tiberpriift. Abhidngig von der Kon-
fluenz wurde der Adhésionsversuch am néchsten oder liberndchsten Tag durchgefiihrt. Das

alte Medium wurde entfernt und 1,5 ml frisches vorgewarmtes M 199 hinzupipettiert.

Fiir den Adhisionsversuch an Gelatine oder Endothelzellen (Ibrahim ef al., 1995) wurde
eine UN-Kultur von verschiedenen Candida-Stimmen in 5 ml YPG angeimpft und bei
30 °C mit 200 rpm geschiittelt. Am néchsten Tag wurden die Zellen pelletiert (6 min, RT,
2500 rpm) und einmal mit 5 ml HBSS gewaschen. AnschlieBend wurde das Pellet in 10 ml
HBSS ohne Phenolrot aufgenommen und fiir 5-10 s mit Ultraschall behandelt. Hiervon
wurde eine 200fache Verdiinnung in HBSS angesetzt. Nach einer Zellzahlbestimmung
wurde eine weitere Verdiinnung (100fach) durchgefiihrt. AbschlieBend wurde eine
Konzentration von 1,8 x 10° Zellen/6 ml eingestellt.

Nun wurden die vorbereiteten 6-Well-Platten, die mit Gelatine oder Endothelzellen
liberzogen waren, flir den Versuch vorbereitet. Im Falle der Endothelzellen erfolgte zuerst
die mikroskopische Kontrolle, ob die Zellen konfluent gewachsen waren. Die Platten
wurden nach Entfernen des Uberstandes einmal mit 1,5 ml HBSS pro Well gewaschen.
Danach wurden drei Wells pro Candida-Stamm mit je 1 ml der eingestellten Zell-
suspension beimpft. Nach 30 min Inkubation (37 °C, 5 % CO,) wurde jedes Well zweimal
mit 10 ml HBSS gewaschen, um nicht-adhérente Zellen wegzuspiilen. Es wurde gleich-
zeitig gespiilt und mit einer Pasteur-Pipette abgesogen. Dann wurden 1,5 ml YPG-Agar
(55 °C) pro Well hinzupipettiert. Die Platten wurden anschlieend bis zur Auszéhlung der
adhérenten Candida-Zellen fiir zwei Tage bei 30 °C inkubiert.
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Zusétzlich wurden dreimal 500 pl der endgiiltigen Zellsuspension in Petrischalen mit
fliissigem YPG-Agar versetzt, um die ,,colony forming unit* (CFU) bestimmen zu kdnnen.
Die Adhidsion wurde in Prozent des urspriinglichen Inokulums ausgedriickt. Jeder Ad-

hisionsversuch wurde mindestens dreimal an unterschiedlichen Tagen durchgefiihrt.

Zur Durchfiithrung des ,,Damage”-Versuches wurden pro Candida-Stamm drei Wells einer
96-Well-Mikrotiter-Platte (mit herausnehmbaren Streifen, die jeweils acht Wells besitzen)
vorbereitet. Des weiteren wurden drei Wells fiir eine Kontrolle vorgesehen. Jedes Well
wurde mit 150 pl Fibronectin (0,01 mg/ml) fiir 1h bei 37°C, 5% CO, inkubiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand entfernt und 250 pul M199 mit Endothelzellen pro Well
hinzugegeben. Nach einer Inkubation UN wurde das Medium entfernt und 200 pl M199
mit 30 pCi/ml Na,’'CrO4 (ICN Biomedicals, Irvine, CA, USA) hinzupipettiert. Die Zellen

wurden eine weitere Nacht mit dem radioaktiven Chromium inkubiert.

Von verschiedenen Candida-Stammen wurde eine UN-Kultur in 5 ml YPG angeimpft und
bei 30 °C mit 200 rpm geschiittelt. Am néchsten Tag wurden die Zellen pelletiert (6 min,
RT, 2500 rpm) und zweimal mit 10 ml EF-PBS gewaschen. AnschlieBend wurde das Pellet
in 10 ml HBSS ohne Phenolrot aufgenommen. Dann wurden 2 ml RPMI 1640 ohne
L-Glutamin (Gibco BRL, Karlsruhe) mit 2,67 x 10> Zellen/ml angesetzt.

Das Medium der vorbereiteten 96-Mikrotiter-Platte wurde mit einer Pasteurpipette abge-
sogen und anschlieend jedes Well zweimal vorsichtig mit warmen HBSS gewaschen. Als
Kontrolle wurden drei Wells mit 150 pul RPMI ohne Zellen versehen, um die spontane
Freisetzung von SCr zu bestimmen, die ohne EinfluB von C. albicans freigesetzt wird. Pro
Candida-Stamm wurden drei Wells mit der eingestellten Zellsuspension inokuliert. Nach
3 h Inkubation bei 37 °C wurden von jedem Well 75 pl des Uberstandes abgenommen und
in ein Glas-Testrohrchen gegeben. Das restliche Medium wurde in ein zweites Test-
rohrchen pipettiert, in welches anschlieend das gesamte Well plaziert wurde. Danach

wurde die Radioaktivitit mit einem Gamma-Zahler bestimmt.

Die spezifische Freisetzung von S'Cr wurde nach folgender Formel berechnet:

510y = (2 x Freisetzung im Experiment - 2 X Spontane Freisetzung)
(Gesamte Inkorporation - 2 x Spontane Freisetzung)
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2.2.8.10.5 Mausinfektionen mit C. albicans-Mutanten

Generierte Lipase-Mutanten von C. albicans wurden in verschiedenen Mausinfektions-

modellen beziiglich ihrer Virulenz getestet (durchgefiihrt von Frau Dr. M. Kretschmar).

Die intraperitoneale Mausinfektion erfolgte wie unter 2.2.8.4 beschrieben. Es wurde die
CFU vom wt in den Organen bestimmt. Des weiteren wurde als Mall der Gewebe-
schddigungen die Aktivitdit der Alaninaminotransferase (ALT) der Leber im Blut

gemessen.

Fiir eine intravendse Mausinfektion wurden die Candida-Zellen, wie unter 2.2.8.4
beschrieben, vorbereitet. Anschliefend wurden Balb/c-Mausen 2 x 10° Pilzzellen (wt oder
Mutante) in die Schwanzvene injiziert.

Nach drei Tagen wurde die CFU in der Leber und nach drei bzw. sieben Tagen in den
Nieren festgehalten. Zusétzlich wurde die Zahl letal infizierter Tiere wihrend des Versuchs

bestimmt.

Bei einer weiteren Mausinfektion wurden 10° Candida-Zellen iiber eine Schlund-Sonde
direkt in den Osophagus von Balb/c-Mausen appliziert. Nach 24 h wurden die Organ-
Proben in 10 % Formalin fixiert. Der Epithel-Ubergang der Kardia-Antrum-Falte wurde
genauer untersucht. Die histologischen Schnitte dieser Region wurden einer ,,Periodic
acid-Schiff™ (PAS)-Farbung unterzogen. Eine leichte Gegenfarbung erfolgte mit Hemalaun
(Staib et al., 2002b).

2.2.8.11 Wachstumsstudien von C. albicans nach Applikation von Antisense-Oligo-
nukleotiden

Antisense-Oligomere wurden gegen konservierte und genspezifische Bereiche der LIP-
Gene entworfen (Tab. 6 und 7). Diese Oligonukleotide wurden in Wachstumsversuchen
verwendet, um festzustellen, ob sie die Proliferation von C. albicans in einem Lipid-
Medium hemmen konnen.

Zum einen wurden einfache Oligonukleotide sowie degenerierte Oligonukleotide ein-
gesetzt, zum anderen Antisense-Oligonukleotide, die sogenannte Phosphothioat-Bindungen
an ihren Enden haben. Eine Phosphothioat-Gruppe ist eine modifizierte Phosphatgruppe, in
der ein Sauerstoff-Atom gegen ein Schwefel-Atom ausgetauscht wurde. Dieses modi-
fizierte Riickgrat eines Phosphothioat-Oligonukleotids ist vor dem Abbau der meisten
Endo- und Exonukleasen geschiitzt. Daher haben solche Oligonukleotide eine wesentlich
langere Halbwertszeit (HWZ) als die herkdmmlichen Oligonukleotide. Die verwendeten
Oligonukleotide besaflen an ihren 5°- und 3’-Enden Phosphothioat-Bindungen. Somit
waren die Oligomere gegen Exonukleasen resistent und hatten gleichzeitig ein natiirliches
DNA-Zentrum (Rozovskaia et al., 1989).
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Mit dem wt wurden Wachstumsversuche in Mikrotiter-Platten bei 37 °C durchgefiihrt. Als
Medien wurden YPG, YNB-Tween 40 und YNB-Olivenol eingesetzt, wobei eine Zell-
konzentration von 5 x 10° Zellen/ml eingestellt wurde. Die Oligonukleotide wurden
einzeln oder in verschiedenen Kombinationen direkt zum Kulturmedium gegeben, wobei
das endgiiltige Volumen 150 pl bzw. 200 pl betrug. Als Kontrolle wurde nur H,O zu-
gegeben. Die Antisense-Phosphothioate wurden mit einer Ausgangskonzentration von
1000 pmol/ul eingesetzt und die restlichen Oligonukleotide wurden auf eine Konzentration
von 100 pmol/ul eingestellt. Das Wachstum wurde mittels OD-Bestimmung bei einer
Wellenldnge von 595 nm an einem ELISA-Reader verfolgt. Von jedem Ansatz wurde

mindestens eine Dreifachbestimmung des Wachstums durchgefiihrt.

2.2.8.12 Aktivator- und Inhibitor-Studien

Lipase-Inhibitoren und -Aktivatoren (2.1.6) wurden beziiglich ihres Einflusses auf das
Wachstum von C. albicans in Lipid-Medien (NuTRIflex® Lipid, YNB-Tween 40 und -
Olivendl) getestet.

Hierfiir wurde eine Kolonie des klinischen Isolates SC5314 von C. albicans in 50 ml YPG-
Medium angeimpft und UN bei 37 °C, 180 rpm inkubiert. Das Hauptkultur-Medium wurde
mit einer definierten Zellzahl angeimpft. Anschliefend wurde der Versuch entweder im
Mikrotiter-Mafstab oder in einem Endvolumen von maximal 50 ml durchgefiihrt. Im Falle
des Mikrotiter-Ansatzes wurden die Zellen in einer Mikrotiter-Platte mit Medium,
Losungsmittel oder verschiedenen Konzentrationen der zu untersuchenden Substanz ver-
setzt. Das Endvolumen betrug 200 ul. Es wurde jeweils eine vierfache Bestimmung durch-
geflihrt. Die Mikrotiter-Platte wurde bei 37 °C, 180 rpm inkubiert. Zu verschiedenen Zeit-
punkten wurde die Zelldichte mittels ELISA-Reader bei einer Wellenldnge von 595 nm
bestimmt. Falls das Medium selbst oder der eingesetzte Inhibitor das Auslesen am ELISA-
Reader storte, wurde der Versuch in 50 ml-Kolben mit Schikane durchgefiihrt. Die Zell-
zahl wurde dann mikroskopisch ermittelt. Zur Kontrolle wurden alle Substanzen auch in
einem Vollmedium (YPGQG) getestet.

Um den EinfluB von verschiedenen Substanzen, die eine Wirkung im Wachstumstest
zeigten, auf die sekretierte lipolytische Aktivitdt von Candida-Kulturen zu untersuchen,
wurde ein lipolytischer Aktivitétstest (Ran et al., 1993; modifiziert) durchgefiihrt. Hierzu
wurde zundchst eine YNB-Olivenol-Hauptkultur angesetzt. Nach 24-48 h wurde die Kultur
pelletiert. Es wurde mit dem Uberstand, der auf Eis gelagert wurde, weiter gearbeitet.
450 pl des Uberstandes wurden in einem 1,5 ml-Safelock-ReaktionsgefdB mit 50 ul Probe
(H,O, Losungsmittel, Inhibitor oder Aktivator in verschiedenen Konzentrationen) versetzt.
Als Kontrolle wurden ebenfalls Verdiinnungen der Lipase von Rhizopus arrhizus (Sigma,
Deisenhofen) mit den verschiedenen Substanzen (2.1.6) inkubiert. Nach 30 min Inkubation
unter Schiitteln bei 37 °C wurden 200 pl des Reaktionsgemisches hinzupipettiert. Es wurde

mindestens eine Doppelbestimmung pro Probe durchgefiihrt.
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Reaktionsgemisch
e 73 ul 10 mM a-Naphthylpalmitat (Sigma, Deisenhofen) in Dimethylformamid
e 30ul 500 mM Citronenséure
e 83pul 1MTris
e 17ul HO

(pH 5,5; mit Tris bzw. Citronenséure einstellen)

Die Proben wurden fiir 1,5 h bei 37 °C geschiittelt. Die Reaktion wurde dann mit 325 ul
0,5 M NaOH gestoppt. Zur Detektion des freigewordenen Naphthols wurden 65 pl Fast
Violet B-Losung zugefiigt. Die Losung verfirbt sich bei vorhandener Lipaseaktivitét
orange bis rot. Die Losung wurde anschlieBend fiir weitere 5 min bei 37 °C geschiittelt.
Danach wurden 40 pl 20 % Triton X-100 zugegeben und erneut fiir 5 min bei 37 °C
geschiittelt, um die Losung aufzuklaren. Es folgte eine flinfminiitige Zentrifugation mit
12000 x g bei RT. Der Uberstand wurde dann photometrisch in Kunststoffkiivetten bei

einer Wellenldnge von 520 nm vermessen.
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse der aus LIPI-10 abgeleiteten Proteinsequenzen
(Lip1-10)

C. albicans besitzt eine Genfamilie mit mindestens zehn Mitgliedern (LIPI-10), die fiir
sekretierte Lipasen kodieren. Das erste Mitglied, Lipase-Genl (LIPI), wurde 1997
identifiziert (Fu et al., 1997), drei weitere (LIP2-4) wurden 1998 durch Bossenz identi-
fiziert. 2002 wurde das Genomprojekt (http://www-sequence.stanford.edu:8080/contigs-to-
blast6.html) von C. albicans abgeschlossen. Durch Homologie-Vergleichsstudien konnten
LIP5-10 entdeckt werden. Diese Sequenzen wurden bereits 1999 als mogliche Lipase-
Gene identifiziert und anhand von in vitro Expressionsstudien genauer charakterisiert.
AuBerdem wurden die Lipase-Gene LIP5 und LIPS kloniert und sequenziert (Stehr, 1999).

Die Lipase-Gene LIP6, LIP7, LIP9 und LIP10 wurden mit den genspezifischen Primern
LIP6pa-LIP6pb, LIP7pa-LIP7pb, LIP9pa-LIP9pb und LIP10pa2-LIP10pb (2.1.5, Tab. 8)
mittels PCR aus genomischer DNA von SC5314 amplifiziert und in pGEM®-T kloniert
(B112,B113, B114 und B115). Die anschliefenden Sequenzierungen bestétigten die in der
Stanford-Datenbank gefiihrten Sequenzen fiir den in dieser Arbeit eingesetzten
C. albicans-Stamm. Des weiteren wurde LIP3 nochmals mit neuen Primern (LIP3b und
LIP3c; Melzer, 2002) mittels PCR amplifiziert und in den Vektor pCR-Bluntll-TOPO
kloniert (B42). Erneute Sequenzierungen der Lipase-Gene LIP3 (AF191316) und LIPS
(AF191321; B103) ergaben, dass bei den bereits publizierten Sequenzen Abweichungen
vorlagen. Dementsprechend veréndern sich die aus den DNA-Sequenzen abgeleiteten

Proteinsequenzen.
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Verglichen mit den Sequenzen der anderen Mitglieder der Lipase-Genfamilie von
C. albicans ergibt sich nach dem derzeitigen Wissensstand folgendes tiberarbeitete Protein-
Alignment (Abb. 8):
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Abb. 8: Protein-Sequenzvergleich der aus den DNA-Sequenzen der zehn Lipase-Gene von
C. albicans abgeleiteten Proteine, welcher mit dem Programm ClustalW erstellt und in dem
Programm GeneDoc 2.1. (Nicholas & Nicholas, 1997) weiter bearbeitet wurde.

Signalpeptide, konservierte Lipase-Motive (,,GXSXG*“-Motiv und Oxianionen-Bindungstasche),
Cysteinreste sowie eine potentielle N-Glykosylierungsstelle sind mit einem Rahmen hervor-
gehoben. 100 % homologe Bereiche sind schwarz und 80-90 % homologe sind grau unterlegt.

Alle Lipase-Gene kodieren ein putatives Signalpeptid (von Heijne, 1986). Des weiteren
zeigen die abgeleiteten Proteine vier positionell konservierte Cysteinreste und eine
konservierte N-Glykosylierungsstelle. Ein weiteres wichtiges Sequenzmotiv ist das
,»GXSXG“-Motiv der Serin-Hydrolasen, welches das nukleophile Serin der katalytischen
Triade enthilt.
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AuBerdem wurde die mogliche Oxianionen-Bindungstasche identifiziert, die sich nach der
Konsensus-Sequenz ,,[PNTSVL]-[VIF]-[VIFL]-[VIFLM]-[VLCAISQ]-H-G* ergibt (Bell
et al., 2002).

Die Isoenzym-Familie weist hohe Homologien unter den einzelnen Mitgliedern auf, was

die relativen Verwandtschaftsverhéltnisse im folgenden Dendrogramm widerspiegeln

(Abb. 9). ORF Sig Pro Chr

Lip2 1401 16 450 1

Lip10 1398 16 449 1

Lip6 1392 16 447 1

Lip1 1407 16 452 1

Lip3 1416 16 455 1

—  Lip5 1392 14 449 7
Lip8 1380 14 446 7

Lip4 1380 14 445 6

Lipg 1362 14 439 7

Lip7 1281 15 411 R

Abb. 9: Dendrogramm mit den abgeleiteten Lipasen von C. albicans (Lip1-10).

ORF: ,,Open reading frame™ der Lipase-Gene von C. albicans in Basenpaaren, Sig: Zahl der
Aminosduren des Signalpeptids bestimmt nach den ,,von Heijne Regeln* (1986), Pro: Zahl der
Aminoséduren des reifen Proteins, Chr: wahrscheinliche Chromosomenlokalisation.

Die Lipase-Gene sind auf vier Chromosomen (1, 6, 7 und R) lokalisiert (Stehr, 1999). LIP2
wurde im Fosmid 18D4 lokalisiert, welches sich auf Chromosom 1 befindet. LIP9 liegt im
gleichen Contig (6-2478) wie LIP5 und ist somit wahrscheinlich auf Chromosom 7
lokalisiert.

Aufgrund der Homologien auf der Aminosdure-Ebene ist es moglich, die Isoenzym-
Familie in drei Untergruppen aufzuteilen. Die erste Untergruppe mit LIP[-3, LIP6 und
LIP10 weist Ahnlichkeiten der Aminosiure-Sequenz von mindestens 74 % auf (LIP3 und
LIP10; Anhang 2). Die zweite Gruppe beinhaltet L/P4, LIP5, LIPS und LIP9 mit einer
Ahnlichkeit von mindestens 85 % (LIPS und LIP9). Das Lipase-Gen LIP7 bildet eine
eigene Untergruppe. Nach den ,,von Heijne-Regeln™ (1986) besitzt dieses Protein ein
Signalpeptid von 15 Aminosduren. Das Signalpeptid der ersten Gruppe ist hingegen 16

Aminosduren und das der zweiten Gruppe 14 Aminoséuren grof3.
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Fiir weitere Sequenzanalysen wurden mit dem Programm WinPep Version 1.2 (Hennig,
1999) Hydrophobizitits-Plots von Lipl-10 erstellt, die nach Kyte und Doolittle (1982)
berechnet wurden. Diese putativen sekretierten Lipasen besitzen am Anfang ihrer Sequenz
einen hohen hydrophoben Peak (Abb. 10).

4.0 * *
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Abb. 10: Hydrophobizitits-Plot von Lip2 nach Kyte und Doolittle (1982) berechnet.

Die y-Achse zeigt die relative Hydrophobizitit an. In der x-Achse ist die Position der jeweiligen
Aminoséure (AS) angegeben. Peaks fiir das mogliche Signalpeptid und die GPI-Ankersequenz sind
jeweils mit einem Stern gekennzeichnet.

Der Hydrophobizitéts-Plot von Lip2 weist im Gegensatz zu den Plots der anderen Lipasen

zusétzlich am C-Terminus einen hydrophoben Peak auf.

3.2 Putative Gene im Genom von C. albicans, die fiir
lipolytische Enzyme kodieren

Die Analyse des bis zum jetzigen Zeitpunkt verdffentlichten C. albicans-Genoms
(http://www-sequence.stanford.edu:8080/contigs-to-blast6.html) ergab eine Vielzahl von
moglichen, bisher nicht charakterisierten lipolytischen Enzymen des Pathogens (Tab. 14).
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Tab. 14: Zusammenstellung von putativen bisher nicht-charakterisierten ORFs im Genom von
C. albicans, welche moglicherweise fiir Proteine mit lipolytischen Eigenschaften kodieren.

Es sind die Nummer des Datenbankeintrags (contig) und die Lage im jeweiligen Abschnitt (Basen-
paare) angegeben. Des weiteren ist das ,,GXSXG“-Motiv aufgefiihrt, welches das nukleophile
Serin enthalten konnte. Aullerdem wird das Enzym mit ,,Accession“-Nummer genannt, welches die
hochste Homologie zu dem untersuchten C. albicans-Protein aufweist. Es wird ebenfalls der
E-Wert angegeben. Falls die hochste Homologie zu einem nicht-charakterisierten ORF von
S. cerevisiae bestand, wurde zusitzlich das im Homologiegrad folgende charakterisierte Enzym mit
aufgefiihrt.

Lipase-Motiv Contig Homologie E-Wert
(GXSXG) (Basenpaare) (Organismus, Accession-Nummer)
6-1375 YQR3 120w (S. ce.revisia.e, X94335) 7.2e-30
GHSMG (1733-2476) Triacylglycerol Lipase (lip) 2 0.0049
(Mycoplasma pneumoniae, AE000035) ’
6-1898 YQR3 120w (S. cgrevisiqe, X94335) 1,0e-39
(1271-2476) TrlacylglycerQI Lipase (lip) 2 0.019
(M. pneumoniae, AE000035) ’
6-2113 YGR110w (S. cerevisiae, Z772895) 7,7e-47
(3885-5294)  Acetyltransferase (Caenorhabditis elegans, U88315) 1,2e-09
62236 puaive Phosphestipne 51620
( i ) (Schizosaccharomyces pombe, AL033406) s
6.2322 YGRO3 l\fv (S. cerevisiae, 7.72816) 3.26-50
(2952-3926) Hypothetlsch.(.as alpha/bf?ta-Hydrolase S Aed]
Faltungsdoménen Protein (S. pombe, AL034565) ’
6-2446 YGRO31w (S. cerevisiae, 7.72816) 7,0e-32
(28145-27084) Esterase (Haemophilus influenzae Rd, U32704) 2,1e-24
6-2449 Homologie zur humanen Esterase D | de74
(14661-15572) (S. cerevisiae, 7Z34288) ’
YIU3 (S. cerevisiae, X66245) 9,7e-58
6-2491 . .
(8205-9119) Putapve Lipase . 2,8e-19
(Deinococcus radiodurans, AE001997)
6-1578 Losungsmittel-tolerante Lipase
GIERILE (1233-181) (Fusarium heterosporum, S77816) 21l
6-2050 Konserviertes hypothetisches Protein 0.0
(3820-5613)  (C. albicans, AL033391) ’
6-2370 OR26.12 (S. cerevisiae, X87331) 1,1e-63
(10971-13226) Putative Phospholipase (S. pombe, AL023518) 2,2e-37
(61- 212213-1 4338) Ydr444wp (S. cerevisiae, U33007) 3,4e-92
6-2408 YIR107w (S. cerevisiae, Z49607) 7,2e-46
(25073-24072) Lipase (Thermomyces lanuginosus, A74251) 5,9¢-19
(63-3153_3 1397) Putative Methyltransferase (S. pombe, ALL162692) 2,5e-43
(61-%)?)2 7842) YGL144c (S. cerevisiae, X99960) 4,4e-133
YGR263c (S. cerevisiae, Z773048)
6-1997 . 2,1e-11
GDSAG Acetylhydrolase (Streptomyces hygroscopicus,
(4993-3650) 1,6e-07
M64783)
6-2028 YGR263c (S. cerevisiae, Z773048) 4,3e-09
(9289-8144)  lipF (M. tuberculosis, Z95390) 0,00044
6-2218 Putative Esterase (Streptomyces coelicolor A3(2), 0.0097
(3605-2334)  AL049841) ’
6-2308 YGR263c (S. cerevisiae, Z773048) 6,3e-11
(7223-8458)  Acetylhydrolase (S. hygroscopicus, M64783) 1,7e-08
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Lipase-Motiv Contig Homologie E-Wert
(GXSXG) (Basenpaare) (Organismus, Accession-Nummer)

GDSAG 6-2472 YGR263c (S. cerevisiae, 7773048) 8,le-12
(32520-31270) Putative Esterase (S. coelicolor A3(2), AL049841) 1,1e-06
6-2472 YGR263c (S. cerevisiae, Z773048) 4,8e-12
(40612-41856) Putative Esterase (S. coelicolor A3(2), AL049841) 4,0e-06
6-2493 YGR263c (S. cerevisiae, Z773048) 1,8e-10
(46784-48007) Putative Esterase (S. coelicolor A3(2), AL049841) 2,3e-06

GLSGG (63:%;?1 475) Phospholipase B Precursor (C. albicans) 0,0
(6(553?_51 2042) Phospholipase B (S. cerevisiae, 1L39372) 1,5e-63
6-2449 Phospholipase B 1,0e-172
(8669-10567)  (Torulaspora delbrueckii, D32134)
6-2136 Triglyceride Lipase-Cholesterol Esterase

GFSQG (8710-7211)  (S. pombe, AL031324) 1,9e-64
6-2437 Triglyceride Lipase-Cholesterol Esterase 126-109
(29033-30655) (S. cerevisiae, 725464) ’
6-2466 Putativer ORF (S. cerevisiae, X89514) 1,7e-44
(4361-3456)  Lysophospholipase (Homo sapiens, AF081281) 2,8e-35
6-2471 Palmitoylprotein Thioesterase Precursor 1,7e-44
(40630-39680) (C. elegans, U50313)

GHSFG 6-2342 Unbekannter ORF (S. cerevisiae, Z48758) 2,6e-17
(16858-15839) Acetyltransferases (C. elegans, U88315) 5,6e-08
6-2490 Unbekannter ORF (S. cerevisiae, Z48758) 3,4e-30
(60623-59103) Acetyltransferases (C. elegans, U88315) 2,7¢-08
6-2506 Hypothetisches Protein (S. pombe, Z98603) 3,3e-57
(60996-62339) Acetyltransferase (C. elegans, U88315) 3,8e-23

GYSLG (61-;11%2_1 111) YOR29-10 (S. cerevisiae, Z70678) I,1e-31
6-2497 Carboxylesterase (est-3) 0.24
(59735-58764) (Archaeoglobus fulgidus, AE000943) ’
(6@28?3 010y  YOR29-10(S. cerevisiae, 270678) Slest

AHSMG 6-1789 YOR3 120w (S. cerevisiae, X94335) 1,2e-27
(3375-4568)  Lysophospholipase Homolog (H. sapiens, U67963)  4,0e-06
6-2381 YGR110w (S. cerevisiae, Z772895) 6,4e-61
(14540-15931) Acetyltransferase (C. elegans, U88315) 3,le-14
6-1295 1,4-Butanediol Diacrylat Esterase

GFSYG (1479-232) (Brevibacterium linens, AB020733) 3,5¢-60
6-2044 1,4-Butanediol Diacrylat Esterase 1,0e-60
(10092-8845) (B. linens, AB020733)

GSSGG (61- ;;8(2)-93 946) Phospholipase B (S. cerevisiae, 1.39372) 3,5¢-66

GLSGS (6%‘71?37 073) Phospholipase B (C. albicans, AF045558) 3,7e-58
62117 YGRQ36C (S. cgrevisfae, 772821) 2.6e-41

GGSYG (5008-4283) Palmitoyl-Protein Thioesterase Precursor 5 1022

(S. pombe, A1.023634) ’

GHSIG 6-2118 YIR107w (S. cerevisiae, Z49607) 3,2e-11
(7477-6425)  Lipase (F. heterosporum, ST7816) 1,5e-10
6-2209 Putative Serine O-Acetyltransferase

GASMG (9102-10622)  (Emericella nidulans, AF029885) 9,8e-152

GSSSG 6-2471 Interaptin (Dictyostelium discoideum, AF057019) 0,00028
(36528-35731) Phospholipase C (Bos taurus, J03137) 0,00037
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Lipase-Motiv Contig Homologie E-Wert
(GXSXG) (Basenpaare) (Organismus, Accession-Nummer)
6-2481 YLROZO(:. (S cerevisiae, 773192) 6.9¢-48
GHSQG (29520-27817) Triglyceride Lipase-cholesterol Esterase 1 0626
(S. pombe, A1.021748) ’
6-2501 . . . .
SHSMG (52205-53260) Triglyceride Lipase (S. cerevisiae, X98000) 7,1e-62
GHSVG 6-2507 Ydr428cp (S. cerevisiae, U33007) 3,0e-24
(64353-65156) Putative Lipase/Esterase (E. nidulans, U34740) 0,0025

Die identifizierten Proteine wiesen hohe Homologien zu bereits charakterisierten Lipasen,
Phospholipasen, Transferasen und Esterasen auf.

Die im Contig 6-2370 (Basenpaare 10971-13226) identifizierte mdgliche Phospholipase-
Gensequenz (Tab. 14) wurde genauer untersucht (3.3). Sie wird im folgenden mit PLA

(Phospholipase A-ORF) bezeichnet bzw., wenn das putative Protein gemeint ist, mit Pla.

3.3 Sequenzanalyse eines putativen Phospholipase A-Gens

Anhand der Sequenz, die in der Datenbank von Stanford gefiihrt wird, wurden die Primer
PLAexpl und PLAexp2 konstruiert, um den gesamten putativen ORF des PLA-Gens
mittels PCR zu amplifizieren und anschlieBend in pGEM-T® zu klonieren. Eine Sequen-
zierung des klonierten Fragments ergab die in Abb. 11 aufgefiihrte Sequenz. Das aus dem
ORF abgeleitete theoretische Protein wurde hinsichtlich verschiedener Eigenschaften
untersucht. Zunéchst wurde versucht, ein mogliches Signalpeptid zu identifizieren, wie es
bei sekretorischen Proteinen zu erwarten ist. Ein N-terminales Signalpeptid besteht aus drei
unterscheidbaren Regionen: einer basischen N-terminalen Region, einer zentralen hydro-
phoben Region und einer polaren C-terminalen Region.

Die von von Heijne (1986) aufgestellten Regeln besagen, dass die Position direkt vor der
Schnittstelle (-1) haufig eine kleine Aminosdure (A, S, G, C, T oder Q) darstellt, und, dass
an der Position -3 keine aromatische, geladene oder groB3e polare Aminosdure anzutreffen
sein darf. Zusitzlich wurde die Sequenz nach Kex2-Schnittstellen {iberpriift. Die
Erkennungssequenzen der prozessierende Kex2-Protease zeichnen sich durch ein
dibasisches Aminosédure-Motiv (KR, KK oder RR) aus (Fuller ez al., 1988). Aullerdem
wurde das abgeleitete Protein auf mogliche N-Glykosylierungsstellen ,,NXS/T* (Steiner et

al., 1980) und konservierte Sequenzmotive von lipolytischen Enzymen untersucht.

1 ATGAAAGTTCTATTAGCCACCTTCTCAAATCTATCTGGGTATACTACTTTAAGACGTTCA
1 M K v L L. AT F S N L s G Y T T L R R S
61 TGGAGTCTACAGTATACATTTTTGAGGTTATTTTCCATTTCACCAGCGTCACGTTCTGCT
21 WSLQYTFLRLFSISPASRSAA
121 AAAGAAACTACTACACTGCAAACAGTTAAACATAAAGTTCGATGGTTTTATGCGCTGGAC
41 K & T T T § Q T VvV K H K V R W F Y A § D
181 GTTCCCATTTCTAAGCCCGAATGGTACAAATACGAGAAAGTCAAAGAGCCAGAATCTTTT

61 v p I S K P E W Y K Y E K VvV K E P E S F
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241 ATACCATTTTCAGAGTATGATTCAAAGCAACTTGAACGTGAATTCTCAAAAACAGAACGC
81 I p F S E Y D s K Q L E R E F S K T E R
301 AATCTTGTGGAAGTAAATGAAGACAAATTGTTTCAAGTTGATTTAAAGAATTTTGAGCTA
101 N L VvV E V N E D K L F Q0 V D L K N F E L
36l TCACCAATATACTGGGATGGACCAATTTACGAAGTTCGAAGAGGCTTATGGTTTAATTCA
121 s p I Yy W D G P I ¥ E V R R G L W F N S
421 GATGGAATGCCCTTGAAGGCAGAATTAACTAAAGAAATCGAAGAAGGGTTTCAGAGATTA
141 p 6 M P L K A E L T KE I E E G F Q R L
481 AAACCGTACACTTATGAAAGCGCAAATGAAGAACAAATAAAAACGACCAAAAGTAATAAA
161 K p Yy T Y E S A N E E O I K T T K S N K
541 GAGAAAATCTCCACATTCAACAAATTGAAACAAGACACGCAAACAGAGATAAAAATTGAT
181 E XK I s T F N K L K @ D T @ T E I K I D
601 TTAGATAAGCAAAAGGATGTTATCAGATTGAGTAACGGCGAATTAGTGTTGTACTTTAAC
201 L D K ¢ K bDVTII RIL S NG E L V L Y F N
661 AAAGATCAAGCTGTAATGTTTCCCGGAGATTATGATTCTGAATTCCAAATTGATGTAATT
221 K b AV M F P G D Y D S E F Q I D V I
721 CGATATTTTGGACCAAAGCCAGTCTCTTTGTTGGGAGTTAATCATATTCAACGTGGGTAT
241 R 'Y F G P K PV S L L GV N H I QO R G Y
781 TCAGAAGAACTCAAAGAATCATTTTTTGACAAACTATCTAAAAACCCTCTACCGGGAATA
2601 s E E L K E S ¥F F D K L S K N P L P G I
841 TCTGATGCATTTAAAGAAGATTTTGGTTCAATAATTGGAGGCAAAAAGGATTCAAACAAG
281 s b A F K E D F G S I I G G K K D S N K
901 ACCAACGAGGATGAAATGAGTGATGTTAATGAATTGGATGACATAAATATGCAGAAGTAT
301 T N E D EM S D VN E L D DI N M Q K Y
961 TTGGAGTCTGACTATGATTTAGAAACTTCAAAATCAAAGTCCAATCGTGAAATTGACCAT
321 L E S b Y D L E T s K S K S N R E I D H
1021 TTAGTTTTCTGTATTCATGGAATTGGACAAGTTTTGGGAACTAAATATGAATCTGTTAAC
341 L v frr ¢ I H G I G OQV L G T K Y E S V N
1081 TTCACGCATAGTATAAATGTGTTGAGGAACACAATGAAGGGTGTTTTTGAACAAAATGAG
361 F T H s I N V L R N T M K G V F E QO N E
1141 GAATACCAAAAGTTGGCAAATTCTAACTCAGAAGAGCACGATAACACTAACAACAGAATT
381 E ¥y 0o K L. AN S NS EEHDNTNN R I
1201 CAGGTCTTACCCATCTCGTGGAGACATCGTATTGGTTTCAATCCTCAACAAGAATTTAAT
401 v L p I 8 W R H R I G F N P QO Q E F N
1261 GCTCAACTGCCCTCTAGATTGCCAACATTATCTCAGATAAACGTCGAAGGTATTCTGGCT
421 A Q S§ P S R L P T L S QQ I N V E G I § A
1321 TTGCGAGATGTTGTCGGTGACGTAGTATTGGATGTTCTATTGTTTTACCAACCTAGGTAT
441 L R D V'V GGDVV L DV L L F Y Q P R Y
1381 TTAAAAGAAATCATGAGTACAGTAACTTCGGAATTGAATCGTGTGTACAAACTATATCTT
461 L K £ I M s T v T s E L N R vV Y K L Y L
1441 GAAAAGAATCCAGATTTTAAAGGGAAGGTTCATATCTTGGGACATTCTTTAGGT|ITCAGCG
481 E K N P D F K G K V H I L|G H S L G|S A
1501 ATTGCGTTTGATATTTTATCTAAGCAAAGTAGTTCGTTGGACGGGCCACTTAAAATTGAT
501 I A F D I L S K o s s s L D G P L K I D
1561 AAAGACTTGGCTTTCGATGTTAACAGTTTATTTCTTGTTGGGTCTCCAGTTGGTATGTTC
521 Kk b L A F D VN S L F L V G S P V G M F
1621 AAATTGTTGGAAGAGAAGAATATTGTGGGAAGAGACTCCAAAAGTTTTGTACCCTCACAA

541 K L L E E K N I V G R DS K S F V P S8 Q
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1681 GATGATACTTTCGCTTCCCCTAAATGTGTGAATTTGTACAACATCTTCCATCCATGCGAT
561 D DT FASUZPIZ KTCUVNTULYNTITFHP CD
1741 CCAGTTGCATATAGAATCGAGCCTTTAGCTTCACCATCATTTGGAAATTATAAACCCGTT
581 P VAYRTIET PTILA ASZ PSTFGNTY K PV
1801 GATATTCAATCTGCAGTAAAGGGGCTCAATACTCAATTCAAGGAATTGTCAAATTTTGGA
601 D I Q S AV KGTZLNTZOQTFTI KTETLSNTF G
1861 GACGAAATATCAGAAAAGATTTCATTTGCAACARAATGGTTGGCTTCCAGTARRAGTGAT
621 D E I SEZXKISFATTIEKTWTILAS S K S D
1921 GARACTGAAAAAACTATTGAAGAAAGAACAAACAAAGARAATGCTCTCGGTGATATAATT
641 E T E XK T I EE R TN KEN AL G D I I
1981 AAGGGGGTTGTAATGTCCGATGAGACTGACCAGGAT CAAAAAGGGTTGAAGAAAAAGGTT
661 K G VvV M S DETUDIOQDQZEKG L KZEK K V
2041 ATTCTGGGGGGAGCTTTGTCCAAAATGACAAGCTTARATATGACTGGAAGAATGGATTAT
681 I §$ G G A L S KMT S L NMT G R M D Y
2101 AGCTTGCCTCTTGGGGTATTCGATGTTTCATTAGTATCGGCTATCAGTGCCCATATCTCC
701 S L P LGV F DV S LV SATISAUHTI S
2161 TACTTTGAAGATGAAAATACCGCTGGATTTATTCTAAAGGAATTATTGGCTAACAGAAGT
721 Y FEDENTA AGTFEFTI L XKETLTULRA ANTR 8§
2221 ACCCCCGTAGAAGAAACTACTGTTACATCAAAGTAG

741 T P VEETTV T S K *

Abb. 11: Die Nukleotidsequenz des ORFs des PLA-Gens von C. albicans und die abgeleitete
Aminoséuresequenz.

Ein Balken kennzeichnet das putative Signalpeptid. Die mogliche Schnittstelle fiir die Abspaltung
des Peptids ist mit einem Pfeil markiert. Fiir die Charakterisierung von PLA wichtige Sequenz-
abschnitte (z.B. korrigierte CTG-Codons und Cysteine), sind kursiv und fett gedruckt. Das Lipase-
Motiv ,,GXSXG* ist eingerahmt. Mogliche N-Glykosylierungsstellen sind fett und unterstrichen
dargestellt. Putative Erkennungssequenzen fiir Kex2 sind mit fettgedruckten Buchstaben gekenn-
zeichnet.

Der ORF von PLA besitzt insgesamt 2256 bp mit einem G+C-Gehalt von 36 % und kodiert
fiir ein theoretisches Protein mit 751 Aminosduren und einem theoretischen Molekular-
gewicht von 85,4 kDa. Der kalkulierte isoelektrische Punkt liegt bei pH 5,25. Die ersten
39 Aminoséduren stellen ein mogliches Signalpeptid dar (von Heijne, 1986), nach dessen
Abspaltung ein reifes Protein von 712 Aminosduren und einem theoretischen
Molekulargewicht von 80,9 kDA vorliegt. Der isoelektrische Punkt wiirde sich auf einen
Wert von pH 5,03 verdndern. Die Cysteinreste liegen an den Positionen 344, 569 und 579.
Insgesamt wurden fiinf CTG-Codons in Serin iibersetzt (2.2.1). Des weiteren konnten vier
mogliche N-Glykosylierungsstellen identifiziert werden. Das Lipase-Motiv ,,GXSXG*
(GHSLG) befindet sich am Sequenzabschnitt 484-488.

Eine Protein-Blast-Suche hat gezeigt, dass das vom PLA-Gen abgeleitete Protein (Pla)
hohe Sequenzhomologien zu Phospholipasen aufweist. Die Proteine mit den hochsten

Homologien werden im folgenden Alignment gezeigt (Abb. 12):
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Abb. 12: Sequenzvergleich des aus der PLA-Sequenz von C. albicans abgeleiteten Proteins mit
homologen Proteinen, welche in einer Protein-Blast-Suche identifiziert wurden.

Es wird hier der C-Terminus der Proteine gezeigt. Das Lipase-Motiv ,,GXSXG" ist mit einem
Rahmen hervorgehoben. Aminosduren, die moglicherweise eine Metall-Bindungsstelle bilden
(DDHD-Doméne), sind umrahmt und mit einem Stern gekennzeichnet. 100 % homologe Bereiche
sind schwarz und 80-90 % sind grau unterlegt. PLA: vom PLA-Gen abgeleitetes C. albicans-
Protein, YOR22c: putatives Protein von S. cerevisiae, CAB0859: hypothetisches Protein von
Schizosaccharomyces pombe, CAA2065: hypothetisches Protein von S. pombe, AAC0301: PA-Pla,
von Bos taurus, T49470: putatives Protein von Neurospora crassa.

Die hochste Ahnlichkeit mit 51 % (und 33 % Identitiit) besteht zu einem putativen Protein
von S. cerevisiae (YOR22c). Des weiteren gehoren zu dieser putativen Phospholipase-
Familie die hypothetischen Proteine CAB0859 und CAA20658 von Schizosaccharomyces
pombe sowie die Phosphatidat-bevorzugende Phospholipase A; von Bos taurus
(AACO03019) sowie das verwandte putative Protein von Neurospora crassa (T49470).

Weiterhin konnte in der Aminosduresequenz eine putative DDHD-Doméne (PF02862)
identifiziert werden (Lev ef al., 1999). Diese Doméne ist ca. 180 Aminosduren lang und
besitzt vier konservierte Reste, ndmlich drei Aspartatreste und einen Histidinrest, welche
eine mogliche Metall-Bindungsstelle bilden konnten. Die DDHD-Doméne kommt bei

,Retinal degeneration B“-Proteinen und putativen Phospholipasen vor.
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3.4 Southern Blot-Nachweis des PLA-Gens bei C. albicans und
anderen Candida-Arten

Um festzustellen, ob auBer dem PLA-Gen noch weitere Isogene in dem Genom von
C. albicans existieren, wurde zusidtzlich zu den in silico Analysen eine Southern Blot-
Analyse (2.2.8.10.2) durchgefiihrt. Eine solche Uberpriifung erschien sinnvoll, da bereits
mehrere Genfamilien im Genom entdeckt wurden: die der sekretorischen Lipasen (Stehr,
1999), der sekretorischen Aspartat-Proteasen (Hube & Naglik, 2001), der ,,Multidrug
Resistance Genes* (MDR) (Morschhiuser, 2002), der Glucose-Transporter (Fan et al.,
2002) und der ,,Agglutinine-like Sequences Genes* (4LS) (Magee & Scherer, 1998).
Anhand der PLA-Sequenz wurden spezifische Primer entwickelt (PLA1 und PLA2; 2.5.1;
Tab. 8), mit denen eine DIG-markierte Sonde hergestellt wurde (2.2.8.10.2). Die Sequenz
der Gensonde entsprach dem Bereich Basenpaar-Nummer 997 bis 1623 des ORFs von
PLA. Die PLA-Sonde sollte sowohl unter hochstringenten, als auch unter niedrig-
stringenten Bedingungen eingesetzt werden. So konnte zum einen festgestellt werden, ob
die Sonde spezifisch war, und zum anderen ob homologe Gene bei C. albicans und
anderen Candida-Arten vorhanden sind.
Fir die Restriktionen der genomischen DNA verschiedener Pilzspezies wurde Hindlll
ausgewihlt, da eine Uberpriifung der PLA-Sequenz ergab, dass dieses Enzym auBerhalb
des Gens schneidet und somit eine einzige Bande fiir C. albicans erwartet wurde. Die
Southern Blot-Analyse, die unter hochstringenten Bedingungen erfolgte (Abb. 13A), fiihrte
zu dem Ergebnis, dass nur die Restriktionen der genomischen DNA von C. albicans und
C. dubliniensis ein Signal aufwiesen. Diese einzeln vorkommenden Fragmente besallen die
gleiche Laufhohe. Somit wurde gezeigt, dass die Sonde spezifisch war. Anschlielend
wurde die Membran unter niedrigstringenten Bedingungen hybridisiert (Abb. 13B).

1 2 3 4_ 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
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Abb. 13A&B: Southern Blot-Analyse vom PLA-Gen in verschiedenen Candida-Arten.

Die DNA-Restriktionsverdaue wurden mit der PLA-Sonde unter hochstringenten Bedingungen (A)
und unter niedrigstringenten Bedingungen (B) hybridisiert. HindllI-Verdau von: C. albicans-wt
(Spur 1), C. krusei 1900 (Spur 2), C. parapsilosis 4237 (Spur 3), C. dubliniensis CBS 8501
(Spur 4), C. glabrata 332 (Spur 5), C. tropicalis C8 (Spur 6) und C. tropicalis C31 (Spur 7).
Erneut konnte bei den Restriktionsverdauen von C. albicans und C. dubliniensis jeweils
nur ein Signal detektiert werden. Ferner lieB3 sich auch im Genom von C. parapsilosis ein
Fragment nachweisen, wobei diese Bande jedoch auf einer anderen Laufhéhe lag. Bei den
Restriktionen von C. glabrata und C. krusei konnten mit der PLA-Sonde keine Signale
detektiert werden. Abhingig vom Stamm wurden bei C. tropicalis zwei bzw. drei HindIII-

Banden nachgewiesen.
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3.5 In vitro und in vivo Expressionsstudien des PLA-Gens von
C. albicans

3.5.1 Untersuchung der Transkription des PLA-Gens von C. albicans
wilhrend des Wachstums in Urea-Medium

Um die Expression des moglichen Phospholipase A-Gens im Urea-Medium zu ermitteln,
wurde das genspezifische Primer-Paar PLA1-PLA2 eingesetzt. Der Wachstumsversuch
von C. albicans und die Probenentnahme zur Erstellung des Expressionsprofils mittels RT-
PCR (Abb. 14) erfolgten wie unter 2.2.8.2 beschrieben.

MVK 0 1 3 5 24 K Abb. 14: RT-PCR-Analyse der Expression von PLA
von C. albicans im Urea-Medium.
M: Molekulargewichtsmarker, VK: Probe der
Vorkultur und K: genomische DNA von C. albicans.
627 bp Die Angaben tiiber den restlichen Spuren entsprechen
den Zeitpunkten der Probenentnahmen in Stunden.

Das PLA-Gen wurde iliber den gesamten untersuchten Zeitraum von C. albicans im Urea-

Medium konstitutiv exprimiert.

3.5.2 Untersuchung der Transkription des PLA-Gens von C. albicans
wihrend der Infektion von Kiinstlicher oraler und vaginaler
Schleimhaut und in Patientenproben

Um festzustellen, ob die putative Phospholipase A von C. albicans an der Besiedlung und
Invasion unterschiedlicher humaner Gewebe beteiligt sein kdnnte, wurden experimentelle
Infektionen an kiinstlichen Hautmodellen durchgefiihrt. Die Infektion erfolgte wie unter
2.2.8.3 beschrieben. Die zeitliche Regulation der Transkription des Phospholipase-Gens
PLA wurde wéhrend dieser Infektionen mittels RT-PCR analysiert (Abb. 15A&B). Um den
Expressionsstatus von PLA zu ermitteln, wurden wéhrend der RHE-Infektion nach 12 h,
36 h und 48 h Proben genommen. Beim vaginalen Schleimhaut-Modell wurden nach 12 h

und 24 h Proben analysiert.

M 0 12 36 48 K M 12 24 K

627 bp

Abb. 15A&B: RT-PCR-Analyse der Expression des PLA-Gens von C. albicans wéhrend einer
Infektion des RHE-Modells und des vaginalen Schleimhaut-Modells.

Das Epithel wurde mit dem klinischen Isolat SC5314 inokuliert. Proben wurden nach 12 h, 36 h
und 48 h vom RHE-Modell (A) und nach 12 h und 24 h vom vaginalen Schleimhaut-Modell (B)
genommen. M: Molekulargewichtsmarker und K: genomische DNA von C. albicans (Kontrolle).
Die Angaben tiber den restlichen Spuren entsprechen den Zeitpunkten der Probenentnahmen in
Stunden.

In beiden Schleimhaut-Modellen wurden wahrend der gesamten Infektionszeit Transkripte

des PLA-Gens nachgewiesen.
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Zwei Zellproben von Patienten mit Candidose wurden beziiglich der Transkription des
PLA-Gens von C. albicans untersucht (2.2.8.5). Eine analysierte Stuhl-Probe ergab keine
nachweisbare Expression des PLA-Gens. Dafiir zeigte eine Probe von vaginaler Schleim-
haut beziiglich der Transkription von PLA ein positives Ergebnis. Beide Proben ergaben
ein deutliches Signal in einer Kontroll-PCR (Tab. 13) in der Transkripte des EFBI-Gens

nachgewiesen wurden.

3.6 Expression der Lipase-Genfamilie von C. albicans unter
verschiedenen in vitro Bedingungen

Um die Expression der Lipase-Genfamilie in bisher nicht getesteten Fliissigmedien zu
ermitteln, wurden genspezifische Primer-Paare (LIPla-LIP1b, LIP2al-LIP2bl, LIP3a2-
LIP3b2, LIP4a-LIP4b, LIP5a2-LIP5b2, LIP6a-LIP6b, LIP7a2-LIP7b, LIP8a-LIP8b,
LIP9a-LIP9b und LIP10a2-LIP10b2; 2.5.1, Tab. 8) eingesetzt.

3.6.1 Untersuchung der Transkription der Gene LIPI-10 von C. albicans
wihrend des Wachstums in Urea-Medium

Es wurden 50 ml Urea-Medium mit semisynchronisierten wt-Zellen auf eine Konzentration
von 5 x 10° Zellen/ml eingestellt. Dieses Medium entspricht in seiner Zusammensetzung
dem menschlichen Harn (personliche Mitteilung von Frau Prof. M. Hostetter). Wahrend
einer systemischen Infektion ist C. albicans in der Lage, die Nieren zu befallen. Dabei
wird der Pilz u.a. auch dem Harn ausgesetzt. Zur Analyse der zeitlichen Regulation der
Lipase-Gene in diesem Medium wurden in bestimmten Zeitabstdnden unter sterilen
Bedingungen Proben von der Kultur entnommen, welche anschlielend pelletiert wurden.
Aus den Pellets wurde die RNA isoliert und die Konzentration ermittelt (2.2.8.7). Im
Rahmen einer RT-PCR wurde von der RNA cDNA synthetisiert und amplifiziert (2.2.8.8).
Zunéchst wurde eine PCR mit Primern durchgefiihrt, die flankierend zu einem Intron
spezifisch im Gen EFBI (Maneu et al., 1996) hybridisierten, um festzustellen, ob eine
genomische DNA-Verunreinigung vorlag. Zusétzlich lieferte die Kontroll-PCR die
Information, inwieweit die RT-PCR erfolgreich war, da mit dem Elongationsfaktor ein
konstitutiv exprimiertes Gen nachgewiesen wurde. Da keine genomischen DNA-
Verunreinigungen nachgewiesen wurden, konnten die Proben mit sequenzspezifischen

Primern auf die verschiedenen Lipase-Transkripte getestet werden (Abb. 16A-K).
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Abb. 16A-K: RT-PCR-Analyse der Expression von EFBI und LIPI-10 von C. albicans im Urea-

Medium.

M: Molekulargewichtsmarker, VK: Probe der Vorkultur und K: genomische DNA von C. albicans
(Kontrolle). Die Angaben oberhalb der restlichen Spuren entsprechen den Zeitpunkten der
Probenentnahmen in Stunden. Der Versuch wurde zweimal durchgefiihrt.

Die Lipase-Gene LIPI und LIP5-8 wurden liber den gesamten untersuchten Zeitraum von

C. albicans im Urea-Medium exprimiert. Von LI/PI0 konnten keine Transkripte nach-

gewiesen werden.
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Nach 24 h konnte keine Expression der Lipase-Gene LIP2, LIP3 und LIPY9 mehr be-
obachtet werden, die bis zu diesem Zeitpunkt exprimiert wurden. Von L/P4 war erst nach
5h ein schwaches Transkriptionssignal detektierbar. Diese Ergebnisse zeigen, dass die

Lipase-Genfamilie zeitlich und differentiell reguliert wird.

3.6.2 Untersuchung der Transkription der Gene LIPI-10 von C. albicans
withrend des Wachstums in YNB-Olivenol

Um zu untersuchen, welche Lipase-Gene zu welchem Zeitpunkt in einem Lipid-Medium
exprimiert werden, wurde eine YNB-Olivenol-Kultur mit SC5314-Zellen auf eine
Konzentration von 5 x 10’ Zellen/ml eingestellt. Um nach einer RNA-Isolierung aus den
Zellpellets das Expressionsmuster mittels RT-PCR erstellen zu konnen, wurden zu

unterschiedlichen Zeitpunkten Proben genommen (Tab. 15).

Tab. 15: RT-PCR-Analyse der Expression der Lipase-Gene von C. albicans im YNB-Olivendl-
Medium.

Das Medium wurde mit SC5314-Zellen aus einer YPG-Vorkultur (0 h) inokuliert. Nach 4,5 h, 46 h
und 76 h wurden Proben genommen. Die Expression der Lipase-Gene wurde mittels RT-PCR
tiberpriift. +: Expression des Gens; (+): mRNA-Expression an der Nachweisgrenze; -: keine mRNA
nachweisbar.

0h 45h 46 h 76 h
LIP] + + n +
LIP2 ) ; - )
LIP3 - - - -
LIP4 + + () +
LIPS + - - )
LipP6 + () () +
LIP7 + + + +
LIPS + + + +
LIP9 + ) ) )
LIP10 - - - -

Die Lipase-Gene LIP1, LIP4 und LIP6-LIPY9 wurden im YNB-Olivenol-Medium vom wt
konstitutiv exprimiert, wobei die Expression von LIP9 bereits nach 4,5 h nur noch knapp
oberhalb der Nachweisgrenze lag. LIP2, LIP3 und LIP10 wurden wéhrend des Versuchs
nur schwach bzw. gar nicht exprimiert. LIP5 wurde nur zu Anfang des Versuchs stark

exprimiert.
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3.7 Expression der Lipase-Genfamilie von C. albicans unter
verschiedenen in vivo Bedingungen

3.7.1 Zeitlicher Verlauf der in vivo Expression der Lipase-Genfamilie in
intraperitoneal infizierten Miiusen

Von Frau Dr. M. Kretschmar (Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene,
Klinikum Mannheim) wurden Infektionsstudien in Mausen durchgefiihrt. Balb/c-Mé&use
wurden mit dem Isolat SC5314 intraperitoneal infiziert (2.2.8.4). Um die zeitliche
Regulation der Lipase-Genexpression wihrend einer systemischen Infektion zu unter-
suchen, wurden zu zwei verschiedenen Zeitpunkten (4 und 72 h) die Leber von infizierten
Miusen entnommen (durchgefiihrt von Frau Dr. M. Kretschmar) und auf die ver-
schiedenen LIP-Transkripte analysiert. Fiur die Erstellung des =zeitlichen Lipase-
Expressionsprofils wurden mindestens sechs Organe mit anhaftenden Candida-Zellen pro
Zeitpunkt untersucht (Abb. 17). Nach der von mir durchgefiihrten Isolierung der Gesamt-
RNA wurde die cDNA mittels RT-PCR amplifiziert. Alle cDNA-Proben wurden mit einer
PCR tiberpriift, in der das Haushaltsgen EFB/ nachgewiesen wurde, um zu zeigen, dass
keine genomische DNA-Kontamination vorlag und gleiche Mengen an RNA in der RT-
PCR eingesetzt wurden.
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Abb. 17: Zeitlicher Verlauf der in vivo Expression der LIP-Genfamilie von C. albicans in
intraperitoneal infizierten M4usen.

Miuse wurden mit 1x 10* wt-Zellen inokuliert. Infizierte Lebern der Mause wurden nach 4 h
(6 Organe) und 72 h (7 Organe) entnommen (durchgefiihrt von Frau Dr. M. Kretschmar). Das Ex-
pressionsprofil wurde mittels RT-PCR erstellt. Die Balken entsprechen dem Prozentsatz infizierter
Organe mit entsprechender Lipase-Genexpression; n.n.: nicht nachweisbar.

Vier Stunden nach der intraperitonealen Infektion begannen die wt-Zellen, an Leber-
gewebe zu adhérieren und dieses zu penetrieren. Nachdem die Pilzzellen den Blutstrom
erreicht hatten, disseminierten sie und befielen weitere Organe, wie z.B. die Nieren
(personliche Mitteilungen, Frau Dr. M. Kretschmar). Nach drei Tagen wiesen diese Organe
hohe Gewebeschiadigungen auf. Mit Ausnahme von LIPI(0 wurden alle Lipase-Gene

mindestens zu einem untersuchten Zeitpunkt der Infektion exprimiert.
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Wihrend der frithen Phase der Infektion wurden L/P4-9 in mehr als 50 % der untersuchten
Organe exprimiert. Im spédten Stadium der Infektion wiesen weniger Organ-Proben eine
Expression der Lipase-Gene LIP3, LIP4, LIP6, LIP7 und LIP9 auf als im frithen Stadium.
Fir LIP3 und LIP4 nahm die Zahl der Proben um die Hilfte ab. Bei LIP9 lag eine
Reduktion um den Faktor 6 vor. Mit zunehmender Infektionszeit konnte fiir L/P und LIP5
ein leichter Anstieg an Proben, die nachweisbare Transkripte enthielten, verzeichnet
werden. LIP2-mRNA konnte nach drei Tagen Infektion in einer der Proben detektiert
werden. Die Expression von L/P8§ wurde, unabhédngig vom Zeitpunkt der Infektion, in allen

untersuchten Organproben nachgewiesen.

3.7.2 Vergleich der Lipase-Genexpression einer systemischen Infektion
der Leber und Nieren in Miusen

Um festzustellen, ob die Expression der L/P-Genfamilie vom Ort der Infektion abhéngt,
wurden die Expressionsprofile der zehn Lipase-Gene von wt-Zellen miteinander ver-
glichen, welche Leber und Nieren von Miausen wihrend einer systemischen Infektion
befielen (Abb. 18). Nach der Isolierung der Gesamt-RNA aus den Organproben wurde
cDNA mittels RT-PCR hergestellt. Das Expressionsprofil wurde mit den LIP-spezifischen

Primern generiert.
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Abb. 18: In vivo Expression der LIP-Genfamilie von C. albicans bei der Infektion von M&usen.
Das Expressionsprofil wurde mittels RT-PCR analysiert, nachdem Maiuse intraperitoneal mit
1 x 108 C. albicans-Zellen infiziert wurden. Die Nieren (18 Organe) und Lebern (7 Organe) wurden
nach drei Tagen Infektion entnommen (durchgefiihrt von Frau Dr. M. Kretschmar). Die Balken
entsprechen dem Prozentsatz infizierter Organe mit der jeweiligen Lipase-Genexpression; n.n.:
nicht nachweisbar.

Zum untersuchten Zeitpunkt der Infektion (72 h) wiesen die wt-Zellen, die sowohl Leber
als auch Nieren infizierten, ein &hnliches Expressionsprofil der Lipase-Gene auf.
Prozentuale Unterschiede der infizierten Organe mit entsprechender L/P-Expression iiber-
stiegen nie einen Faktor von 1,5. LIP2 stellte die einzige Ausnahme dar: Transkripte dieses
Lipase-Gens wurden in einer von sieben Leber-Proben nachgewiesen, es konnte jedoch

keine Expression in den 18 Nieren-Proben detektiert werden.
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AuBer LIPI10 wurden nachweislich alle LIP-Gene in mindestens einer Organprobe
exprimiert. LIPI-3 und LIP9 wurden in weniger als 30 % der untersuchten Proben
exprimiert. Nach drei Tagen Infektion bildeten die Transkripte von LIP5, LIP6 und LIPS
den Hauptanteil.

3.7.3 Infektionsverlauf und Expressionsstudie von C. albicans wihrend
der Infektion verschiedener kiinstlicher Hautmodelle

Um feststellen zu konnen, ob die L/P-Genfamilie auch an der Besiedlung unterschiedlicher
humaner Gewebe beteiligt ist, wurden experimentelle Infektionen an kiinstlichen Haut-
modellen durchgefiihrt (2.2.8.3). Hierfiir wurde die zeitliche Regulation der Transkription
der zehn bekannten Lipase-Gene wihrend dieser Infektionen mittels RT-PCR analysiert
(Abb. 20A-K; Tab. 16). Der Infektionsverlauf wurde anhand von histologischen Unter-
suchungen verfolgt (Abb. 19A-D; 21A-C).

3.7.3.1 Untersuchung der Transkription der Gene LIPI-10 von C. albicans wihrend
der Infektion eines kiinstlichen oralen Epithels (RHE)

Das RHE-Modell einer oralen Mykose (Schaller ef al., 1999) wurde genutzt, um fest-
zustellen, ob Gene, die fiir lipolytische Enzyme kodieren, wéhrend dieser Art von Infektion
exprimiert und zeitlich reguliert werden. Proben des Hautmodells wurden mit wt-Zellen
infiziert (2.2.8.3). Um histologische Untersuchungen zur Dokumentation des Infektions-
verlaufs durchfiihren zu konnen, wurden zu drei verschiedenen Zeitpunkten Hautproben
genommen (durchgefiihrt von SkinEthic; Abb. 19A-D). Vom restlichen epithelialen Ge-
webe wurde die RNA isoliert, um die zeitliche Regulation der L/P-Expression zu bestim-
men. Die Transkription der Lipase-Gene wurde mittels RT-PCR bestimmt (Abb. 20A-K).
Als Negativ-Kontrolle wurde ebenfalls nicht-infiziertes RHE-Gewebe, welches nur mit
dem Puffer PBS versetzt wurde, aufgearbeitet. Mit den EF- und LIPI-10-Primern wurde
kein Amplifikat von dieser Probe erhalten (nicht dargestellt).
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Abb. 19A-D: Lichtmikroskopische Aufnahmen mit 400facher Vergr6Berung von histologischen
Praparaten des RHE-Modells (,,Reconstituted Human Epithelium®) wéhrend einer kiinstlichen
Infektion mit C. albicans.

Dieses Hautmodell entspricht der humanen oralen Mucosa. Das Epithel besteht aus Keratinozyten
ohne Stratum corneum. Die kiinstliche Haut wurde mit 2 x 10° wt-Zellen infiziert. Zu drei
verschiedenen Zeitpunkten wurden Proben fiir die histologische Untersuchung und Gesamt-RNA-
Isolierung genommen. Die Histologie wurde von der Firma SkinEthic durchgefiihrt. (A): Nicht-
infiziertes RHE-Modell. (B): 12 h nach der Inokulation mit C. albicans. Hefezellen und Myzel
adhérieren an das Gewebe. Zum Teil fingt der Pilz an, die Hautschicht zu penetrieren. Es sind
bereits leichte cytotoxische Effekte an der Oberfliche zu erkennen. (C): Nach 36 h Infektion hat
sich der Pilz vermehrt. Auflerdem hat er Gewebeschddigungen der suprabasalen Schichten
verursacht. (D): Nach 48 h bilden Myzelzellen eine membranéhnliche Schicht (Pseudomembran)
aus. Es ist eine partielle Nekrose der Mucosa zu beobachten.

Bereits 12 h nach der Infektion verursachten die SC5314-Zellen, die sowohl als Hefe- als
auch Myzelzellen vorlagen, leichte Oberflichenschiadigungen am RHE. Nach 36 h waren
vor allem Myzelzellen nachweisbar. Zu diesem Zeitpunkt zeigte das Gewebe der supra-
basalen Schichten vergroferte interzellulire Rdume und partielle Nekrosen. Mit fort-
schreitender Infektion tauchten schwerere Erosionen der Mucosa auf, die von Vakuolen-
bildungen begleitet wurden (48 h).
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Abb. 20A-K: RT-PCR-Analyse der Expression des EFBI-Gens und der Lipase-Gene von
C. albicans wihrend einer Infektion des RHE-Modells.
Das Epithel wurde mit 2 x 10° SC5314-Zellen in 50 pl PBS inokuliert. Nach 12 h, 36 h und 48 h
wurden Proben genommen. M: Molekulargewichtsmarker und K: genomische DNA von
C. albicans (Kontrolle). Die Angaben oberhalb der restlichen Spuren entsprechen den Zeitpunkten
der Probenentnahmen in Stunden. Der Versuch wurde zweimal durchgefiihrt.

Wihrend der gesamten Infektionszeit wurden von den Lipase-Genen LIPI und LIP4-9
Transkripte nachgewiesen. Eine schwache Expression von LIP2, LIP3 und LIP10 war erst
zu einem spéteren Zeitpunkt (36 h) detektierbar. Nach anfdnglich schwachen Signalen
(12 h) zeigten die Lipase-Gene LIP4, LIPS und LIP9 bis zum Versuchsende eine deutliche
Expression.
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3.7.3.2 Untersuchung der Transkription der Gene LIPI-10 von C. albicans wihrend
der Infektion eines kiinstlichen vaginalen Epithels
Ein vaginales Schleimhaut-Modell wurde mit C. albicans infiziert (2.2.8.3). Um die zeit-
liche Regulation der Lipase-Gene LIPI-10 zu analysieren, wurde das Expressionsmuster
dieser Gene wihrend der Infektion erstellt (Tab. 16). Die Zeitpunkte 12 h und 24 h nach
Infektionsstart wurden genauer untersucht. Die 48 h-Probe konnte wegen einer mikro-
biellen Kontamination nicht ausgewertet werden. Eine Gefahr solcher Kontaminationen
besteht fortwédhrend, da keine Antibiotika und Antimykotika eingesetzt werden konnen. Sie

wiirden moglicherweise das Infektionsverhalten von C. albicans beeinflussen.
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Abb. 21A-C: Lichtmikroskopische Aufnahmen mit 400facher Vergr6Berung von histologischen
Priparaten des vaginalen Schleimhaut-Modells wihrend einer kiinstlichen Infektion mit
C. albicans.

Dieses Hautmodell entspricht der humanen vaginalen Mucosa. Die kiinstliche Haut wurde mit
2 x 10° wt-Zellen infiziert. Zu zwei verschiedenen Zeitpunkten wurden Proben fiir die histologische
Untersuchung und Gesamt-RNA-Isolierung genommen. Die Histologie wurde von der Firma
SkinEthic durchgefiihrt. (A): Nicht-infiziertes vaginales Schleimhaut-Modell. (B): 12 h nach der
Inokulation mit C. albicans. Hefezellen und Myzel adhirieren an das Gewebe. Der Pilz fingt an,
die Hautschichten zu penetrieren. Es sind bereits cytotoxische Effekte an der Oberfliche zu
erkennen. (C): Nach 24 h Infektion hat der Pilz Gewebeschiddigungen der suprabasalen Schichten
verursacht. Myzelzellen fangen an, eine membranéhnliche Schicht (Pseudomembran) auszubilden.
Es ist eine partielle Nekrose der Mucosa zu beobachten.

Die Gene LIP4-8 wurden iiber den untersuchten Zeitraum konstitutiv exprimiert. LI/P2
wurde ebenfalls zu beiden Zeitpunkten transkribiert, wobei nur sehr schwache Trans-
kriptionssignale detektiert werden konnten. Nach 12 h Infektion hatten die wt-Zellen
bereits Myzel gebildet (Abb. 21B). Zu diesem Zeitpunkt wurden auch LIPI, LIP3 und
LIPY exprimiert, wobei nach 24 h keine mRNA von diesen Genen mehr nachweisbar war.
Nach einem Tag waren bereits partielle Nekrosen und Vakuolenbildungen vorhanden
(Abb. 21C). Die Pilzzellen formierten eine Pseudomembran. Als einziges Lipase-Gen

wurde LIP10 zu keinem der untersuchten Zeitpunkte nachweislich exprimiert.
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Tab. 16: Zusammenfassung der Expression der LIP-Gene wihrend einer Infektion des vaginalen
Schleimhaut-Modells.

Das Epithel wurde mit dem klinischen Isolat SC5314 inokuliert. Nach 12 h und 24 h wurden
Proben entnommen. Die Expression der Lipase-Gene wurde mittels RT-PCR tiberpriift.

+: Expression des Gens; (+): mRNA-Expression an der Nachweisgrenze; -: keine mRNA
nachweisbar.
Zeit nach der Infektion

LIP 12h 24 h

1 + -

2 H) H

3 + -

4 + +

5 + +

6 + +

7 + +

8 + +

9 () -

10 - -

3.7.4 Lipase-Genexpression in Proben von Patienten mit Candidose

Um feststellen zu konnen, ob die zehn Lipase-Gene von C. albicans wéhrend humaner
Candidosen exprimiert werden, wurden im Universitdtskrankenhaus Eppendorf (UKE,
Hamburg) Proben verschiedener Infektionsorte von Patienten gesammelt. Diese Proben
wurden genutzt, um das Transkriptionsprofil der Lipase-Genfamilie zu analysieren
(2.2.8.5). Von jedem Patienten wurden zwei Proben genommen, wobei die eine zur

Bestimmung der pathogenen Pilz-Spezies und die andere zur Expressionsanalyse diente.

3.7.4.1 Molekularbiologische Unterscheidung von C. albicans und C. dubliniensis

Die phénotypische Analyse zur Bestimmung des Erregers wurde im UKE durchgefiihrt.
Dort wurde ein Reis-Extrakt-Agar eingesetzt, auf dem C. albicans als einzige Candida-Art
Chlamydosporen bildet (Casal & Linares, 1981). Die Chlamydosporen-Bildung ist
normalerweise ein eindeutiger Hinweis auf C. albicans. Wie aber neueste Untersuchungen
gezeigt haben, kann die mit C. albicans sehr nah verwandte Candida-Art C. dubliniensis
ebenfalls Chlamydosporen unter diesen Bedingungen bilden. Diese ebenso Keimschlauch-
positive Hefe wurde 1995 von Sullivan und Mitarbeitern entdeckt. Um die Spezifitét aller
LIP-Primer zu tiberpriifen und etwaige Kreuzreaktionen auszuschliefen, wurden PCR-
Reaktionen mit genomischer DNA von zwei verschiedenen C. dubliniensis-Stammen (CBS
7987 und CBS 8501) als DNA-Template durchgefiihrt (Abb. 22). Es werden nur die
Ergebnisse der PCR-Reaktionen gezeigt, die sowohl bei C. albicans als auch bei
C. dubliniensis ein Signal ergaben.
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Abb. 22: PCR-Analyse mit LIP-Primern und genomischer DNA von C. albicans und
C. dubliniensis.

M: Molekulargewichtsmarker; PCR mit den Primern LIP2al-LIP2bl: C. dubliniensis CBS 7987
(Spur 1), C. dubliniensis CBS 8501 (Spur 2) und C. albicans-wt (Spur 3); PCR mit den Primern
LIP5a2-LIP5b2: C. dubliniensis CBS 7987 (Spur 4), C. dubliniensis CBS 8501 (Spur 5) und
C. albicans-wt (Spur 6); PCR mit den Primern LIP6a-LIP6b: C. dubliniensis CBS 7987 (Spur 7),
C. dubliniensis CBS 8501 (Spur 8) und C. albicans-wt (Spur 9); PCR mit den Primern LIP7a-
LIP7b: C. dubliniensis CBS 7987 (Spur 10), C. dubliniensis CBS 8501 (Spur 11) und C. albicans-
wt (Spur 12); PCR mit den Primern LIP9a-LIP9b: C. dubliniensis CBS 7987 (Spur 13),
C. dubliniensis CBS 8501 (Spur 14) und C. albicans-wt (Spur 15).

Banden, die zum Teil auf Hohe der C. albicans-Banden lagen, konnten in PCR-Reaktionen
mit genomischer DNA von zwei verschiedenen C. dubliniensis-Stammen und den Primer-
Kombinationen LIP2al-LIP2bl, LIP5a2-LIP5b2, LIP6a-LIP6b, LIP7a-LIP7b und LIP9a-
LIP9b gefunden werden. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass C. dubliniensis eine zu
C. albicans homologe Lipase-Genfamilie besitzt.

Da Kreuzreaktionen auftreten und phanotypische Untersuchungen ebenfalls zu falschen
Ergebnissen flihren konnten, wurde eine molekularbiologische Strategie entwickelt, um
C. albicans und C. dubliniensis zu differenzieren. Hierfiir wurden zwei bereits publizierte
PCR-Strategien miteinander kombiniert (2.2.8.6). Die eine Strategie basiert darauf, dass
sich die beiden Candida-Arten beziiglich des Actin-Introns unterscheiden (Donnelly et al.,
1999), wobei nur genomische DNA von C. dubliniensis ein spezifisches 288-bp Amplifikat
mit den Primern CdAct1fund CdActlr ergibt (Tab. 11). Die zusétzlich eingesetzten Primer
Unif und Unir signalisieren, dass die PCR-Reaktion erfolgreich war, indem sie ein 610 bp-
Fragment der pilzlichen groBen Untereinheit des rRNA Gens amplifizieren (Fell, 1993).
Die zweite PCR-Strategie ist hingegen spezifisch fiir C. albicans. In dieser PCR werden
die Primer PHR1f und PHRIr verwendet (Tab. 12), die nur mit genomischer DNA von
C. albicans als Template den ORF des PHRI-Gens amplifizieren (Kurzai ef al., 1999).

Es wurden 100 klinische Candida-1solate, welche im Chlamydosporen-Test positiv getestet

wurden, mit der kombinierten PCR-Methode {tiberpriift. Beispielhaft wird eine Actin-
Intron-PCR von fiinf klinischen Isolaten gezeigt (Abb. 23).

M1 2 3 4 5 6 7

<—Uni (614 bp)
<—Actin-Intron (288 bp)

Abb. 23: Actin-Intron-PCR von klinischen Isolaten zur Unterscheidung von C. albicans und
C. dubliniensis. M: Molekulargewichtsmarker, Spur 1: klinisches Isolat 2763, Spur 2: klinisches
Isolat 3354, Spur 3: klinisches Isolat 2944, Spur 4: klinisches Isolat 2476, Spur 5: klinisches Isolat
2694, Spur 6: genomische DNA von C. dubliniensis CBS 7987 (Kontrolle 1), Spur 7: genomische
DNA von C. albicans SC5314 (Kontrolle 2).
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Nach dem Ergebnis der Actin-Intron-PCR zu urteilen, handelt es sich beim klinischen
Isolat 2476 um einen C. dubliniensis-Stamm, da sowohl die Uni-Primer als auch die Actin-
Intron-Primer ein Amplifikat ergaben. Mit der genomischen DNA der restlichen Isolate
konnte nur mit den Uni-Primern ein Signal erhalten werden.

Insgesamt sechs der 100 uberpriiften Isolate wiesen eine positive Actin-Intron-Bande auf.
Mit genomischer DNA dieser Stamme als Template konnte mit einer PHRI1-PCR kein
Amplifikat erhalten werden. Fiinf der nachgewiesenen C. dubliniensis-Isolate stammten

aus der Mundhohle und ein Isolat aus dem Zehen-Zwischenraum.

3.7.4.2 Untersuchung der Transkription der Gene LIPI-10 von C. albicans in
Proben von Patienten mit Candidose

Die RT-PCR-Analyse zeigte, dass wéhrend einer humanen oralen Candidose Lipase-Gene

exprimiert und differentiell reguliert werden (Abb. 24).

Anzahl der Patientenproben

4;

3

24

1
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Abb. 24: Zusammenfassung der in vivo Expression der LIP-Gene in acht Proben von Patienten, die
an oraler Candidose erkrankt waren.

Die Transkription wurde mittels RT-PCR bestimmt. Die Balken entsprechen der Zahl oraler Proben
mit entsprechender Lipase-Genexpression; n.n.: nicht nachweisbar.

LIP10-mRNA konnte in keiner klinischen Probe nachgewiesen werden. Von LIPI-9
wurden Transkripte in mindestens einer Probe detektiert. L/P[-3, LIP7 und LIP9 wurden in
einer Probe und L/P6 in zwei Proben exprimiert. Die Hilfte der Proben wies eine
Expression der Lipase-Gene LIP4 und LIP5 auf. Am haufigsten konnten Transkripte von

LIPS nachgewiesen werden (fiinf von acht untersuchten Proben).
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Zusitzlich zu den oralen Proben wurden noch weitere Infektionsorte tiberpriift (Tab. 17).

Tab. 17: Zusammenfassung der in vivo Expression der LIP-Gene in Proben von Patienten, die an
Candidose erkrankt waren. Es handelt sich um eine Stuhl-Probe (Stuhl) und zwei vaginale Proben
(Vag-1 und Vag-2). Die Transkription wurde mittels RT-PCR bestimmt. +: Expression des Gens;
(+): mRNA-Expression an der Nachweisgrenze; -: keine mRNA nachweisbar.

Isolierungsort
LIP Stuhl Vag-1 Vag-2

1 H - -
2 H - -
3 - + -
4 - + -
5 - + +
6 + + -
7 + + -
8 + + +
9 - - )
10 -

In einer Stuhl-Probe wurden die Lipase-Gene LIP6-8 exprimiert. LIPI- und LIP2-
Transkripte ergaben nur schwache Signale. Die restlichen LIP-Gene wurden nicht
exprimiert. In zwei Zellproben der vaginalen Schleimhaut (Vag-1 und Vag-2) wurde keine
Expression von LIP1, LIP2 und LIP10 nachgewiesen. Dafiir wurden LIP5 und LIPS8 in
beiden Proben exprimiert. Die Lipase-Gene LIP3, LIP4, LIP6 und LIP7 wurden nur in
einer vaginalen Probe (Vag-1) exprimiert. Im Gegensatz dazu wurde eine schwache

Expression von LIP9 in der anderen Probe (Vag-2) festgestellt.

3.8 Suche nach LIP8-ihnlichen Genen in den Genomen anderer
Candida-Arten

Wie die in vitro und in vivo Expressionsstudien gezeigt haben, wird das Lipase-Gen LIPS
von C. albicans konstitutiv exprimiert. Um zu testen, ob andere Candida-Arten, speziell
C. dubliniensis, homologe Gene zu LIPS von C. albicans besitzen, wurde eine Southern
Blot-Analyse unter niedrigstringenten Bedingungen durchgefiihrt (2.2.8.10.2; Abb. 25).
Als Sonde wurde ein DIG-markiertes PCR-Fragment von LIPS eingesetzt. Hierfiir wurden
die Primer LIP8a und LIP8b verwendet.
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Abb. 25: Southern Blot-Analyse von Lipase-Genen in verschiedenen Candida-Arten.

Genomische DNA-Restriktionsverdaue verschiedener Candida-Arten wurden mit einer LIP8-
Sonde (521 bp) unter niedrigstringenten Bedingungen hybridisiert. DIG-Groflenmarker (Spur 1),
Bst11071-Verdau von genomischer DNA von: C. albicans (Spur 2), C. dubliniensis (Spur 3),
C. krusei (Spur 4), C. parapsilosis (Spur 5), C. glabrata (Spur 6) und C. tropicalis (Spur 7).

Bei einem Bst11071-Verdau genomischer DNA von C. albicans konnten mit der LIP8-
Sonde mindestens fiinf distinkte Signale erhalten werden, die eine GroBe von 8,7 kb,
6,3 kb, 5,9 kb, 4,1 kb und 2,6 kb besallen. Die Gro3en wurden anhand der Laufweiten des
DIG-Markers errechnet. Diese Resultate bestédtigen, dass C. albicans eine Lipase-
Genfamilie besitzt. Des weiteren scheinen andere medizinisch relevante Candida-Arten,
homologe DNA-Sequenzen aufzuweisen. In C. tropicalis (8,4 kb und 7,6 kb) und
C. parapsilosis (8,6 kb und 6,0 kb) hybridisierten jeweils zwei Banden. In C. krusei und
C. glabrata konnten keine zum LIPS8-Fragment homologen Sequenzen detektiert werden,
wihrend mindestens fiinf Banden im Genom von C. dubliniensis nachgewiesen wurden
(9,1 kb, 8,5 kb, 7,9 kb, 7,1 kb und 4,8 kb).
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3.9 Suche nach Lip8-idhnlichen Proteinen in den Proteomen

anderer Mikroorganismen

Zusétzlich zu den zwei Lipasen von C. parapsilosis (CpLipl und CpLip2) haben

Ergebnisse von Protein-Blast-Suchen gezeigt, dass weitere mikrobielle Pathogene zu Lip8

homologe Proteinsequenzen besitzen (Abb. 26).
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Abb. 26: Sequenzvergleich der zu Lip8 von C. albicans homologen Proteine.

Es ist jeweils ein zentraler Abschnitt der Proteine dargestellt. Das konservierte Lipase-Motiv
»GXSXG“ und die putative Oxianionen-Bindungstasche sind mit einem Rahmen hervorgehoben.
Die konservierten Aminosduren, die mdglicherweise die katalytische Triade bilden (Serin, Aspartat
und Histidin), sind mit einem Stern gekennzeichnet. 100 % homologe Bereiche sind schwarz und
80-90 % sind grau unterlegt. Lip8: vom LIPS8-Gen abgeleitete C. albicans-Lipase, CpLipl:
C. parapsilosis-Lipase (CAC86399), CpLip2: C. parapsilosis-Lipase (CAC86400), ZhPl: Phospho-
lipase von Zygoascus hellenicus (CAD35143), Tri8-F: Esterase von Fusarium sporotrichioides
(AADI13655), Tri8-G: Esterase von Fusarium graminearum (AAK33086), Mtx1: putative Lipase
von Mycobacterium tuberculosis (NP_336082), KmLip: Kurtzmanomyces sp. 1-11 Lipase
(BAB91331) und Patent: C. antarctica-Lipase des Patents US 6074863 (AAE43263).

Mitglieder dieser putativen Interspezies-Familie sind die Esterasen Tri8 von Fusarium

graminearum und Fusarium sporotrichioides (Brown et al., 2001; McCormick &

Alexander, 2002). Diese speziellen Enzyme sind fiir die Abspaltung einer Acetylgruppe

von Mykotoxin-Vorstufen verantwortlich. Es wurde bereits postuliert, dass Tri8 aufgrund

der Homologie zu den Lips ein lipolytisches Enzym ist (Stehr, 1999). Ferner wurde eine

putative Lipase von Mycobacterium tuberculosis (Mtx1; Cole et al., 1998) identifiziert.
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Des weiteren wurden Homologien in den Aminosduresequenzen einer Lipase von
Kurtzmanomyces sp. 1-11, einer Phospholipase von Zygoascus hellenicus (Synonym fiir
Candida steatolytica) und einer patentierten Lipase von Candida antarctica gefunden.

Aufgrund der konservierten Bereiche der Aminosduresequenzen konnen folgende Schluf3-
folgerungen iiber mogliche Positionen der Aminosduren der katalytischen Triade gezogen
werden: Das nukleophile Serin befindet sich hdchstwahrscheinlich im GXSXG-Motiv
(GYSGQG, 229-233), die saure Aminosédure konnte das Aspartat direkt nach der putativen
Oxianionen-Bindungstasche sein (Position 390), und das Histidin der Triade konnte ca. 33

Aminosduren weiter C-terminal davon liegen.

3.10 Gezielte Zerstorung des LIP8-Locus

Da das Lipase-Gen LIP8 von C. albicans konstitutiv exprimiert wird, wurde dieses
Mitglied der Genfamilie als ,,Target™ ausgewéhlt, um eine gezielte Genzerstérung durch-
zufithren (2.2.8.9). Die generierten C. albicans-Mutanten wurden mittels Southern Blot
oder PCR iiberpriift, um sicherzustellen, dass die Genverdnderungen gezielt und nicht
ektopisch waren. Anschliefend wurde mit Hilfe der RT-PCR festgestellt, ob keine oder
eine verringerte Expression des Zielgens stattfand. Danach wurden die hergestellten
Einzelmutanten beziiglich ihres Phanotyps auf unterschiedlichen Medien (2.2.8.10.3)
sowie in ihrer Virulenz in verschiedenen Infektionsmodellen (2.2.8.10.5) im Vergleich

zum wt untersucht.

Fiir das Ausschalten von LIP§ wurde die Disruptionskassette pB25 konstruiert (Abb. 27).
Als Grundlage fiir das ,einfache Knock-out-Konstrukt“ (KO-Konstrukt) wurde das
Plasmid pMB-7 gewihlt, welches den URA-Blaster (hisG-URA3-hisG) enthilt. Flankierend
zum URA-Blaster wurden zu LIP8 homologe Bereiche kloniert. Zuerst wurde ein 382-bp
PCR-Fragment (Primer LIP8-3'-Sall und LIP8-3'-Pstl) mit Sa/l- und Ps¢I-Schnittstellen in
pGEM™-T kloniert, welches den neuen Vektor pB9 ergab. Der gewihlte Bereich war
homolog zum 3’-Bereich des ORFs (169 bp) von LIPS, welcher in den 3’-UTR des Gens
(213 bp) tiberlappt. Aus pB9 wurde das Fragment mit den entsprechenden Restriktions-
enzymen herausgeschnitten und in pMB-7 kloniert. Das neue Plasmid pB12 war Grundlage
fuir alle weiteren pMB-7-Konstrukte.

Anschliefend wurde ein zum 5°-Bereich von LIP8 homologes 816 bp-PCR-Fragment,
welches mit den Primern LIP8-5'-Sacl und LIP8-5'-Kpnl amplifiziert wurde, in pGEM®—T
kloniert. Dieses ergab den neuen Vektor pB11. Das Fragment wurde mit Sacl und Kpnl
ausgeschnitten und in pB12 kloniert. Dieses ergab den endgiiltigen L/P8-KO-Vektor pB25
(Abb. 27).
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Abb. 27: Schematische Darstellung des LIP8-KO-Vektors (pB25).

Als Ausgangsplasmid wurde pMB-7 verwendet, welches den sogenannten URA-Blaster (hisG-
URA3-hisG) enthélt. Flankierend zu diesem Blaster wurden zwei homologe Bereiche von LIPS
kloniert (LIP8-5" und LIP8-3"). Die fertige Disruptionskassette von ca. 4,9 kb wurde durch einen
Verdau mit Sacl und Pstl erhalten; pUC18: pUC18-Riickgrat.

Vor der Transformation wurde das KO-Konstrukt mit Sacl und Psfl aus pB25 heraus-
geschnitten, um die endgiiltige Disruptionskassette zu erhalten. Der gesamte Restriktions-
ansatz wurde gefillt und in der Transformation eingesetzt (2.2.8.9.1). Das Plasmid-
Riickgrat diente als zusétzliche Triager-DNA, um die Transformationseffizienz zu erhéhen.
Fiir die Disruption wurde der ura3 -auxotrophe Stamm CAI-4, ein Derivat des klinischen
Isolates SC5314 (Fonzi & Irvin, 1993), eingesetzt. Durch die Integration der Kassette in
eines der beiden Zielallele von LIPS wurde eine Kopie des Zielgens zerstort. Positive
Transformanden wurden auf SD-Agar selektiert und anschlielend in einer Southern Blot-
Analyse tiberpriift (Abb. 28). Anschliefend mulite das URA3-Markergen in den Mutanten
durch eine FOA-Behandlung (2.2.8.9.2) deletiert werden, um das verbleibende intakte
Zielallel von LIP8 in einer zweiten Transformation ebenfalls zerstoren zu konnen. Jeder
Schritt der genetischen Modifikation wurde anschliefend im Southern Blot-Verfahren
tiberpriift (Abb. 28). Eine weitere FOA-Behandlung lieferte die Ausgangsmutanten fiir die
Retransformation.

Fiir den Southern Blot wurde die genomische DNA mit dem Restriktionsenzym Bs¢11071
restringiert. Anschliefend erfolgte die Hybridisierung mit einer LIP§-KO-Sonde. Die
Sonde wurde in einer PCR mit DIG-markierten dUTP hergestellt, bei der das Primerpaar
KO-3-5" und KO-3-3 verwendet wurde. Als Beispiel wird die Southern Blot-Analyse
einer ,,Mutanten-Reihe® gezeigt (Abb. 28). Aus dem erzeugten Bandenmuster lieB3 sich der

Erfolg der Genzerstérung ableiten.
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Abb. 28: Southern Blot-Analyse der KO-Einzelmutanten nach jedem Mutationsschritt.
Genomische DNA-Restriktionsverdaue verschiedener KO-Einzelmutanten wurden unter hoch-
stringenten Bedingungen mit einer LIP8-KO-Sonde (354 bp) hybridisiert. M: DIG-Gréfenmarker,
Bst11071-Verdau von genomischer DNA von: CAI-4 (Spur 1), KOS5 (Spur 2), 5/7nFOA (Spur 3),
5/7/5 (Spur 4), 5/7/5/5 (Spur 5). Die Hohe der wt-Bande (wt), des Allels mit inserierter Dis-
ruptionskassette (wWtthisG-URA3-hisG) und des Allels mit inserierter hisG-Sequenz nach FOA-
Behandlung (wt+hisG) sind mit Pfeilen gekennzeichnet.

Die GroBen der detektierten Banden wurden anhand der Laufweiten des DIG-Markers
errechnet. Mit der LIP8-KO-Sonde wurde beim Bst1107I-Restriktionsansatz vom Aus-
gangsstamm CAI-4 ein distinktes Signal erhalten, das eine Grofle von 6,0 kb besaB3. Nach
der Insertion der Disruptionskassette konnte beim Verdau der heterozygoten L/PS8-Mutante
neben der wt-Bande eine weitere Bande von ca. 8,3 kb nachgewiesen werden. Diese Bande
ist ein LIP8-Allel, in welchem 430 bp in der Mitte des L/PS-ORF deletiert und gleichzeitig
der URA-Blaster (hisG-URA3-hisG) inseriert wurde. Die FOA-Behandlung fiihrte durch
die Deletion einer der beiden hisG-Sequenzen und des URA3-Gens zu einer Grofenab-
nahme der 8,3 kb-Bande auf 6,9 kb. Die zweite Transformation verursachte den Verlust
des wt-Fragments. Nach einer weiteren FOA-Behandlung enthielten die beiden /ip8-Allele

jeweils nur noch eine hisG-Sequenz.

Nach Uberpriifung der Mutanten auf DNA-Ebene durch die Southern Blot-Analyse wurde
die Expression des Zielgens LIPS auf mRNA-Ebene mittels RT-PCR iiberpriift. Hierfiir
wurden die isogenen homozygoten KO-Mutanten 2/3/3 und 5/7/5 UN in YPG-Medium bei
30 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die RNA isoliert und in einer RT-PCR eingesetzt.
Die produzierte cDNA wurde mit einer PCR, die EFBI-Transkripte nachweist, auf
eventuelle genomische DNA-Verunreinigungen tiberpriift (nicht dargestellt).

Da der Primer LIP8a seine Zielsequenz im deletierten Bereich des LIPS8-Gens besitzt,
konnte die erfolgreiche Genzerstérung durch eine LIP8-PCR (Primer LIP8a und LIP8b;
Abb. 29) mittels eines ,Negativ-Ergebnisses” bewiesen werden. Hierzu wurde die
Expression in YPG-Medium {berpriift, da L/P§ in diesem Medium normalerweise

konstitutiv exprimiert wird.
Abb. 29: RT-PCR-Analyse der Expression von LIPS von
homozygoten KO-Mutanten in YPG-Medium.
Die Mutanten wurden UN bei 30 °C kultiviert. AnschlieBend
wurde die RNA isoliert, um mittels RT-PCR die Expression
von LIPS zu iiberpriifen.
M: Molekulargewichtsmarker und K: genomische DNA von
521bp C. albicans (Kontrolle). Spur 1: KO-Mutante 5/7/5 und
Spur 2: KO-Mutante 2/3/3.
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3.11 Herstellung von /ip8-Knock-down-Mutanten

Zusétzlich zur kompletten Genausschaltung wurden zwei unterschiedliche Strategien
gewihlt, um die Expression von LIPS und ggf. weiteren L/P-Genen zu vermindern.

Zum einen wurde ein Vektor konstruiert, der eine Deletion in ein LIP8-Allel iiber
homologe Rekombination einfiihren und gleichzeitig Antisense-RNA produzieren sollte.
Die Antisense-RNA sollte an die vom intakten LI/PS-Allel transkribierte mRNA binden
und sie somit fiir den Abbau durch RNAsen markieren bzw. den Transport und die
Translation stéren. Um das Allel auszuschalten, wurde das einfache KO-Konstrukt (pB25)
modifiziert, welches bereits homologe Sequenzen zu LIP8 besitzt. Um den Antisense-
Effekt zu erzielen, wurde der Promotor des Haushaltsgens TEF3 (Colthurst ef al., 1992)
flankierend mit Kpnl-Erkennungssequenzen mit Hilfe der Primer TEF3-KpnlI-2 und TEF3-
Kpnl amplifiziert und in den Vektor pGEM®—T kloniert (pB22). Anschliefend wurde das
Fragment mit Kpnl herausgeschnitten und 3 vom homologen LIP8-5’-Fragment in pB25
kloniert. Der Promotor sollte eine konstitutive Expression des Antisense-Fragments
gewihrleisten. Das neue ,,Antisense“-Konstrukt wurde pB29 genannt (Abb. 30). Um die
endgiiltige Disruptionskassette fiir die Transformation zu erhalten, wurde mit den

Enzymen Sacl und Pstl restringiert.

Bglll
TEF3-Promotor

hisG

Kpnl

LIP8-5'

Sacl

pUCI8

LIP8-3'

Pstl

Abb. 30: Schematische Darstellung des Antisense-Konstruktes pB29.

Als Ausgangsplasmid wurde der ,,einfache KO-Vektor” pB25 verwendet. Direkt hinter das LIP8-
5’-Fragment wurde der TEF3-Promotor kloniert. Die fertige Disruptionskassette von ca. 5,9 kb
konnte durch einen Verdau mit Sacl und Pstl erhalten werden.
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Zum anderen wurde ein Konstrukt generiert, welches sowohl ein Allel ausschalten als auch
die Expression des anderen Allels iiber dsSRNA, die homolog zum 5’-Bereich von LIPS ist,
inhibieren. Ein 1005 bp langes LIP8-Sense-Fragment, welches Sacl- und Kpnl-Schnitt-
stellen besitzt, wurde mit den Primern LIP8-5'-Sacl und LIP8-5'-Kpnl-2 amplifiziert und in
pGEM®-T kloniert (pB14). Zusétzlich wurde ein 816 bp-LIP§-Antisense-Fragment,
welches komplementédr zu den ersten 816 bp des Sense-Stiickes ist, mit den Primern
LIP8anti-BglIl und LIP8anti-KpnI amplifiziert und in pGEM®-T kloniert (pB15). Sense-
und Antisense-Fragment wurden in pGEM®-T zusammengefiigt (pB24) und anschliefend
in pB12 kloniert (pB28). Zusétzlich wurde ein 216 bp-Fragment des 3’-UTRs von LIP§
mit moglichem Transkriptionsterminations- und Polyadenylierungssignal mit Bg/ll-Erken-
nungssequenzen amplifiziert (,,PolyA*). Hierflir wurden die Primer PolyA-5'-Bglll und
PolyA-3'-BglIl genutzt. Nach der Klonierung in pGEM®-T (pB22) wurde das Fragment
mit Bg/ll herausgeschnitten und in pB28 kloniert. Das fertige ,,RNAi“ (RNA-Interferenz)-
Konstrukt pB30 (Abb. 31) wurde nach einem Sacl/Pstl-Doppelverdau fiir die Trans-

formation von CAI-4 eingesetzt.

Bglll PolyA  poni

LIP8-antisense hisG

Kpnl

LIP8-sense

URA3
Sacl

hisG

Sall
PsA LIPS-3'

Abb. 31: Schematische Darstellung des RNAi-Konstruktes pB30.

Als Ausgangsplasmid wurde pB12 verwendet. Zusétzlich wurden ein LIP8-Fragment in entgegen-
gesetzter Richtung (LIP8-antisense) und ein Polyadenylierungssignal (PolyA) direkt hinter das
LIP8-5’-Fragment (LIP8-sense) kloniert. Die fertige Disruptionskassette von ca. 6,1 kb konnte
durch einen Verdau mit Sacl und Pstl erhalten werden.

Die Transformation und Selektion, um Antisense- und RNAi-Mutanten (Knock-down-
Mutanten) zu erhalten, erfolgten analog zur Herstellung der KO-Mutanten (2.2.8.9). Da die
Disruptionskassette nur in ein Allel inserieren mufite, wurde jedoch nur eine Transfor-

mation durchgefiihrt.
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Fir den Southern Blot wurde die genomische DNA der Knock-down-Mutanten (KD-
Mutanten) mit dem Restriktionsenzym Bs¢11071 behandelt. Es erfolgte eine Hybridisierung
unter hochstringenten Bedingungen mit der LIP8-KO-Sonde (2.2.8.10.2). Der Rontgenfilm
der Antisense- und RNAi-Mutanten wird in Abb. 32 gezeigt.

M1 2 3 45

Abb. 32: Southern Blot-Analyse der [ip§-KD-
- '- ® | Mutanten.

8576 —| @ Genomische DNA-Restriktionsverdaue verschiedener
7427 —| == ..- 8 Knock-down-Mutanten wurden mit der LIP§-KO-
6106 —| == Sonde (354 bp) unter hochstringenten Bedingungen
4899 m—m| hybridisiert.

M: DIG-GroBenmarker, Bst11071-Verdau von ge-
3639 —| - nomischer DNA: SC5314 (Spur 1), AS2 (Spur 2),
2799 - AS4 (Spur 3), RNAIl (Spur 4) und RNAIiS (Spur 5).

Die GroBen der detektierten Banden wurden anhand der Laufweiten des DIG-Markers
abgeschétzt. Mit der LIP§-KO-Sonde wurde beim Bs¢11071-Restriktionsansatz vom wt ein
einziges Signal erhalten, das eine GroBle von 5,7 kb aufwies. Nach der Insertion der
Antisense-Kassette konnte neben der wt-Bande eine weitere Bande von ca. 10,1 kb (AS2)
bzw. 10,7 kb (AS4) detektiert werden. Die RNAi-Mutanten RNAil und RNAi5 wiesen
ebenfalls eine zusitzliche Bande zur wt-Bande auf. Diese besal3l eine Grofle von 10,6 kb
bzw. 10,0 kb.

Zur Uberpriifung, ob LIP§ von den KD-Mutanten weiterhin exprimiert wird, wurde eine
RT-PCR-Analyse durchgefiihrt. Hierfiir wurden die verschiedenen Stdmme in YPG kul-
tiviert. AnschlieBend wurde die Expression von LIPS und LIPS analysiert (Abb. 33A&B).
LIPS ist das Lipase-Gen, welches die hochste Homologie zu LIP§ aufweist.

M 1 2 3 K M 1 2 3 K

A LIP8a4 + LIP8b B LIP5a4 + LIP5b2

Abb. 33A&B: RT-PCR-Analyse der KD-Mutanten. )

CAI-2 und die Antisense-Mutanten (AS2 und AS4) wurden UN in YPG kultiviert. Die Expression
von LIP8 und LIP5 wurde mit den Primern (A) LIP8a4 und LIP8b bzw. (B) LIP5a4 und LIP5b2
tberpriift. M: Molekulargewichtsmarker und K: genomische DNA von C. albicans (Kontrolle).
CAI-2: (Spur 1), AS2 (Spur 2) und AS4 (Spur3).

Mit der Primer-Kombination LIP8a4 und LIP8b wurde in CAI-2 ein Transkriptionssignal
erhalten. Es konnte keine LIP8-Expression in den Mutanten festgestellt werden. Die
Antisense-Mutanten exprimierten weiterhin L/P35.

Die RNAi-Mutanten besallen das gleiche Expressionsmuster wie die Antisense-Mutanten

(nicht gezeigt).
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3.12 Herstellung einer LIP8-Uberexpressionsmutante und einer
LIP8-Retransformande

Um zu zeigen, dass eventuelle Phidnotypen der Mutanten auf das ausgeschaltete Gen
zuriickzufithren sind, und nicht aufgrund von unspezifischen Ereignissen verursacht
werden, miifiten fiir eine vollstindige Knock-out-Analyse ebenfalls Retransformanden
hergestellt werden. Fiir die Retransformation wurde der Vektor pClpl0 (Murad et al.,
2000) gewdhlt. Dieser Vektor beinhaltet u.a. die Gene URA3 und RPI0, wobei in das
RP10-Gen kiinstliche Ncol- und Stul-Schnittstellen eingefiigt wurden. An der Ncol-Stelle
sollte das zu retransformierende Gen kloniert werden, welches dann nach der Trans-
formation tiber homologe Rekombination in den RP/0-Locus inserieren sollte.
Ligationsversuche ergaben jedoch, dass diese Schnittstelle nicht geeignet ist. Daher wurde
eine andere Schnittstelle (Sacl) auBerhalb des RP10-Gens gewihlt, in welche der ORF und
der 3°-UTR von LIP8 mit dem Actin-Promotor (Leuker ez al., 1992; Uhl & Johnson, 2001)
kloniert wurden (pB44). Der Actin-Promotor wurde mit den Primern Actin-5' und Actin-3'
aus genomischer DNA von C. albicans mit flankierenden Kpnl-Schnittstellen amplifiziert
und in pGEM®-T kloniert (pB40). Das gleiche wurde mit dem ORF plus 3°-UTR von LIPS8
mit den Primern LIP8-Re-5' (mit Kpnl-Schnittstelle) und LIP8-Re-3' (mit Ncol-Schnitt-
stelle) durchgefiihrt (pB39). Der mit Kpnl restringierte Actin-Promotor wurde 5° vom
LIP8-Fragment kloniert (pB41). Wegen der bereits erwdhnten Schwierigkeiten mit der
Schnittstelle wurde mit den Primern Actin-5'-2 und LIP8-Re-3'-2 ein Fusionsprodukt mit
neuen Schnittstellen fiir das Restriktionsenzym Sacl amplifiziert und erneut in pGEM®—T
kloniert (pB43), wobei pB39 hierfiir als DNA-Template diente. AnschlieBend wurde das
neue Fusions-Fragment mit Sacl aus dem pGEM®™-T-Vektor herausgeschnitten und in
pClp10 kloniert (pB44, Abb. 34).

amp Sacl

Actin-Promotor

Ncol
Stul

LIP8ORF+3'UTR

URA3

Sacl

Abb. 34: Schematische Darstellung des Konstruktes pB44, das fiir die Retransformation und
Uberexpression von LIPS eingesetzt wurde. Als Ausgangsplasmid wurde pClpl10 verwendet, in
welches der LIPS-ORF mit angrenzenden 3°-UTR kloniert wurde. Als Promotor fiir die LIPS-
Expression wurde der Promotor des Haushaltsgens Actin eingesetzt.
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Das neue Konstrukt wurde fiir zwei verschiedene Anwendungen eingesetzt. Zum einen

wurde es fiir die Retransformation der FOA-behandelten heterozygoten und homozygoten

lip8-Mutanten (ura3 -auxotroph) genutzt, wobei das pClp10-Konstrukt ungeschnitten, also

im zirkuldren Zustand, in der Transformation eingesetzt wurde.

Die Retransformanden der heterozygoten (2/3/R2 und 5/7/R1) und der homozygoten KO-
Mutanten (2/3/3/4/R1 und 5/7/5/7a) wurden mittels RT-PCR darauthin tiberpriift, ob das
eingebrachte Konstrukt L/P§ exprimierte (Abb. 35).

M 1 2 3 K

)
e e 52! bp

Abb. 35: Expressionsanalyse der Retransformanden der KO-
Mutanten.

Mit den Primern LIP8a und LIP8b wurde eine PCR durch-
gefiihrt. Als Template diente hergestellte cDNA der Retrans-
formanden. M: Molekulargewichtsmarker und K: genomische
DNA von SC5314 (Kontrolle). Homozygote KO-Mutante
5/7/5 (Spur 1), Retransformande der homozygoten KO-
Mutante 5/7/5/7a (Spur 2) und Retransformande der
heterozygoten KO-Mutante 5/7/R1 (Spur 3).

Im Gegensatz zu der KO-Mutante 5/7/5 exprimierten die Retransformanden LIPS.

Zum anderen wurde pB44 fiir die Herstellung von Uberexpressionsmutanten verwendet.
Hierbei wurde der Grundgedanke verfolgt, in CAI-4 einen dritten L/PS8-ORF in den RP10-

Locus einzufiihren. Mit dem Actin-Promotor sollte gewéhrleistet werden, dass dieser ORF

konstitutiv exprimiert wird. Es wurde eine Expressionsanalyse mit den Uberexpressions-
mutanten durchgefiihrt (Abb. 36).

M 1 2 3 4 K

! 521 bp

Abb. 36: RT-PCR-Analyse der Expression von LIPS von
Uberexpressionsmutanten in YPG-Medium.

Die Mutanten wurden UN bei 30 °C kultiviert. AnschlieBend
wurde die RNA isoliert, um mittels RT-PCR die Expression
von LIP8 zu iberpriifen. M: Molekulargewichtsmarker und
K: genomische DNA von SC5314 (Kontrolle). SC5314
(Spur 1), heterozygote KO-Mutante KO2 (Spur 2), Uber-
expressionsmutante  U12 (Spur 3) und Uberexpressions-
mutante U15 (Spur 4).

Nach der RNA-Isolierung wurden gleiche Mengen an RNA fiir die cDNA-Herstellung

eingesetzt, was mit einer EF-PCR {iberpriift wurde. Die Expressionsanalyse hat gezeigt,

dass die heterozygote Mutante (KO2) LIPS schwicher exprimierte als der wt. Die beiden

Uberexpressionsmutanten hingegen wiesen stirkere Transkript-Signale von LIPS auf als

der wt.



Ergebnisse 90

3.13  Phiinotypische Analyse der LIP8-Mutanten und -
Retransformanden von C. albicans

Im folgenden werden die generierten KO-Mutanten (KO2, KOS5, 2/3/3 und 5/7/5), KD-
Mutanten und Uberexpressionsmutanten (U12 und U15) unter dem Oberbegriff ,,LIPS-
Mutanten® gefiihrt. Die KD-Mutanten werden auBlerdem in ,,Antisense” (AS2 und AS4)-
und ,RNAi“-Mutanten (RNAil und RNAi5) unterteilt. Des weiteren gibt es die
Retransformanden der heterozygoten KO-Mutanten (2/3/R2 und 5/7/R1) und der
homozygoten KO-Mutanten (2/3/3/4/R1 und 5/7/5/7a).

3.13.1 Wachstum der LI/P8-Mutanten in verschiedenen Fliissigmedien

Die generierten LIP§-Mutanten wurden verschiedenen phénotypischen Tests unterzogen
(2.2.8.10.3). Zuerst wurde das Wachstum in einem Vollmedium (YPG) und zwei ver-
schiedenen Lipid-Medien (YNB-Tween 40 und NuTRIflex® Lipid-Losung) iiberpriift. An-

schlieBend wurde das Flockungsverhalten in YPG-Medium bestimmt.

3.13.1.1 YPG-Medium

Das Wachstum der Mutanten in einem Vollmedium sollte dariiber Aufschlufl geben, ob ein
allgemeiner Protein-Defekt vorliegen konnte.

Die Hauptkulturmedien wurden mit semisynchronisierten Pilzzellen in Mikrotiter-Platten
angeimpft. Die Kultivierung erfolgte bei 30 °C, da die KO- und KD-Mutanten bei hoheren
Temperaturen zur Myzel- und Aggregatbildung neigen. Die Wachstumskurven wurden an
einem ELISA-Reader erstellt. Als Beispiel werden die Wachstumskurven der hetero-
zygoten und homozygoten KO-Mutanten sowie der KD-Mutanten gezeigt (Abb. 37A&B).

B
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Zeit [h] Zeit [h]
—6—5SC5314 —m—KO2 2/3/3 —6—SC5314 —W—AS2 AS4
—m—KO5 —|—5/7/5 —B— RNAII —B—RNAI5

Abb. 37A&B: Wachstumskurven von C. albicans-wt und /ip§-Mutanten in YPG.

Es wurden 10° Zellen in 200 pl YPG in Mikrotiterplatten bei 30 °C kultiviert. Die OD-Messung
erfolgte bei einer Wellenldnge von 595 nm am ELISA-Reader. (A) Wachstumskurven von SC5314,
heterozygoten (KO2 und KOS5) und homozygoten KO-Mutanten (2/3/3 und 5/7/5), (B) Wachstums-
kurven von SC5314, Antisense-Mutanten (AS2 und AS4) und RNAi-Mutanten (RNAil und
RNAI5) in YPG. Zu jedem Zeitpunkt wurden vier Werte gemessen.



Ergebnisse 91

In YPG-Medium zeigten die KO- und KD-Mutanten eine etwas geringere Wachstums-
zunahme als der wt. Der wt besall nach 46 h eine OD von 1,37. Zu diesem Zeitpunkt lag
die OD der KO-Mutanten zwischen 1,15 (5/7/5) und 1,23 (2/3/3) und die der KD-Mutanten
zwischen 1,21 (RNAi5) und 1,24 (AS2). Die Uberexpressionsmutanten zeigten mit dem wt

vergleichbare Wachstumskurven (nicht dargestellt).

3.13.1.2 YNB-Tween 40
Das Lipid-Medium YNB-Tween 40 wurde genutzt, um festzustellen, ob die ausge-

schaltete bzw. runterregulierte Lipase wichtig fiir das Wachstum in einer lipidreichen
Umgebung ist, in der Glucose fehlt. Die Durchfiihrung erfolgte analog zum Versuch mit
YPG (3.13.1.1). Die Wachstumskurven sind in Abb. 38A&B dargestellt.

0,00 - 0.00 ‘ T T T
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Zeit [h] Zeit [h]

1

| —e—SCs314—m—KO2 2/3/3 —M—KO5 —8—5/7/5| | —#—SC5314—m—AS2 AS4 —B—RNAil —#— RNAij

Abb. 38A&B: Wachstumskurven von wt und /ip§-Mutanten in YNB-Tween 40.
Die Durchfiihrung des Versuchs erfolgte analog zum vorigen Versuch (Abb. 37A&B). Wachstums-
kurven von (A) wt, heterozygoten und homozygoten KO-Mutanten (B) wt, Antisense- und RNA.-
Mutanten in YNB-Tween 40. Zu jedem Zeitpunkt wurden vier Werte gemessen.

Die KO- und KD-Mutanten wuchsen im YNB-Tween 40 Medium schlechter als der wt.
Die heterozygoten und homozygoten KO-Mutanten erreichten nach 46 h eine OD von
maximal 0,27. Die OD des wt lag bei 0,34. Vor allem die KD-Mutanten wuchsen in dem
eingesetzten Lipid-Medium schlechter als der wt. Uber den untersuchten Zeitraum lag die
OD nie iiber einem Wert von 0,20. Bei der RNAi5-Mutante wurde am Ende des Versuchs

eine OD von 0,14 gemessen.

3.13.1.3 NuTRIflex® Lipid-Lisung

Als zweites Lipid-Medium wurde in Wachstumsversuchen die NuTRIflex® Lipid-Losung
verwendet. Diese spezielle Losung wird in der parenteralen Erndhrung eingesetzt. Mikro-
bielle Kontaminationen, z.B. durch C. albicans, stellen ein groBBes Problem dar, da sie {iber
den eingesetzten Katheter direkt in das Blut des Patienten gelangen konnen. Die
parenterale Erndhrungslosung enthilt Glucose, Aminosduren, verschiedene Salze und
Lipide, wie z.B. Sojabohnendl, mittelkettige Triacylglycerole, Eilecithin und Natriumoleat.
Ihr pH-Wert liegt zwischen 5 und 6. Der wt und die beiden homozygoten KO-Mutanten
(2/3/3 und 5/7/5) wurden in diesem Medium bei 37 °C kultiviert (Abb. 39). Das Wachstum

wurde iiber einen Zeitraum von drei Tagen bestimmt.
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Abb. 39: Wachstumskurven von wt und KO-
Mutanten in der NuTRIflex® Lipid-Lésung.

Es wurde eine Zellkonzentration von 10°
Zellen/ml eingestellt. Die Kultivierung erfolgte
bei 37 °C. Die KO-Mutanten 2/3/3 und 5/7/5
wurden mit dem wt verglichen. Die Zellzahl
wurde mikroskopisch mit einer Zdhlkammer
bestimmt. Der Versuch wurde dreimal durch-
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Mutanten. Nach zwei Tagen Wachstum erreichte der wt eine Zellkonzentration von
22x10% Zellen/ml. Zu diesem Zeitpunkt hatten die beiden KO-Mutanten -eine
Konzentration von 8,2x 10’ Zellen/ml (2/3/3) bzw. 8,8 x 10’ Zellen/ml (5/7/5). Dies
entspricht 37 % bzw. 40 % des wt-Wertes. Die Zellkonzentration der Mutanten iiberstieg
zu keiner Zeit einen Wert von 1,6 x 10* Zellen/ml (72 h). Der wt erreichte am Ende des
Versuchs eine Zellkonzentration von 2,7 x 10® Zellen/ml (72 h).

3.13.1.4 Flockung in YPG
CAI-2 und LIPS8-Mutanten wurden UN in YPG bei 37 °C kultiviert. Am nichsten Tag
wurde die Flockung der Ansétze iiberpriift (Abb. 40A&B).

CAI-2 KOS5 5/7/R1 5/7/5  5/7/5/7a  AS2 RNAil  U12

A kel

) ) () D) ) () Q)

Abb. 40A&B: Flockung der LIP8-Mutanten.

CAI-2, verschiedene LIPS-Mutanten (KOS5, 5/7/5, AS2, RNAil und U12) und Retransformanden
(5/7/R1 und 5/7/5/7a) wurden UN in YPG bei 37 °C inkubiert. Nach 24 h wurden direkt nach dem
Vortexen der Kultur (A) und 1 min nach dem Vortexen (B) Aufnahmen gemacht. (+++): starke
Flockung, (+): leichte Flockung, (-): keine Flockung nachweisbar.

CAI-2, KOS, 5/7/R1 und Ul2 zeigten auch 1 min nach dem Vortexen noch eine gleich-
maBig triitbe Kulturlosung. Bei 5/7/5/7a war bereits eine leichte Sedimentbildung zu beob-
achten. Vor allem die KO-Mutante 5/7/5 und die KD-Mutanten AS2 und RNAil wiesen
eine starke Flockung auf. Sie fiel durch eine Aufklarung der Kulturlosung und ein

»~Ausfallen” von Zellaggregaten auf.
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3.13.2 Wachstum der LIP8-Mutanten auf verschiedenen Festmedien

Zusétzlich zu den Fliissigmedien wurden auch verschiedene Festmedien getestet. Dafiir
wurden der wt und die Mutanten bei 25 °C in YPG UN kultiviert. Nach Bestimmung der
Zellzahl wurden Verdiinnungen der zu untersuchenden Stimme mit H,O angesetzt und auf
verschiedene Platten pipettiert. Diese Platten wurden, falls nicht etwas anderes angegeben
wird, bei 25 °C inkubiert.

3.13.2.1 pH-Sensitivitiit der L/P8-Mutanten

Das Verhalten der L/PS8-Mutanten wurde auf YPG-Platten mit unterschiedlichen pH-
Werten untersucht (Abb. 41A-C). Eine pH-Sensitivitdt kann mit einem Defekt in der
Vakuole korrelieren. Interessanterweise wurden bereits Lipasen beschrieben, die in der

Vakuolenmembran lokalisiert sind (Epple et al., 2001).

SC5314 KO 5/7/R1 5/7/5 5/7/5/7a AS2 RNAil
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Abb. 41A-C: Wachstum von wt und verschiedenen LIPS8-Mutanten und -Retransformanden auf

YPG-Platten mit unterschiedlichen pH-Werten.
Jeweils 10° Candida-Zellen wurden in einem Volumen von 10 pl H,O auf eine Platte pipettiert.

Der wt wurde mit den Mutanten KOS5, 5/7/5, AS2, RNAil und U12 und den Retransformanden
5/7/R1 und 5/7/5/7a verglichen. Der Versuch wurde mit den pH-Werten (A) 4, (B) 7 und (C) 10
durchgefiihrt.

Die heterozygoten und homozygoten KO-Mutanten sowie die Retransformande der
homozygoten Mutante (5/7/5/7a) zeigten bei pH 7 und pH 10 einen anderen Phénotyp als
der wt. Dieser Phianotyp wird im folgenden mit ,,rauh® bezeichnet. Die mikroskopische
Untersuchung der Probe einer rauhen Kolonie ergab, dass bei diesem Phénotyp vor allem
Myzelzellen vorlagen. Die KD-Mutanten zeigten ab pH 7 einen ,,rauhen™ Phinotyp. Bei
pH 4 war dieser Phinotyp nur sehr schwach ausgeprégt.

Die Retransformande der heterozygoten KO-Mutante (5/7/R1) und die Uberexpressions-
mutante (U12) wiesen bei allen untersuchten pH-Werten den ,.glatten Phénotyp des wt

auf. Diese Kolonien bestanden zum grof3en Teil aus Hefezellen.
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3.13.2.2 Temperatur-Sensitivitit der LIP§-Mutanten

Neben dem pH-Wert wurde ebenfalls der Einflu3 der Temperatur (18, 30, 37 und 42 °C)
auf Wachstum und Kolonieform der Mutanten getestet (Abb. 42).
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Abb. 42: Wachstum von CAI-2 und verschiedenen LIPS8-Mutanten auf YPG-Platten, welche bei
unterschiedlichen Temperaturen inkubiert wurden.

Es wurden jeweils 10 pl H,O mit 10° Candida-Zellen auf eine Platte pipettiert. CAI-2 wurde bei
18, 30, 37 und 42 °C mit den Mutanten KOS5, 5/7/5, AS2 und RNAi1 verglichen.

Bei 18 °C zeigten alle getesteten Mutanten den gleichen ,,glatten” Phéanotyp wie CAI-2.
Bei hoheren Temperaturen wiesen die Mutanten aber einen ,,rauhen® Phanotyp auf, der

sich mit zunehmender Inkubationstemperatur verstarkte.

3.13.2.3 Myzel- und Chlamydosporenbildung der L/P8-Mutanten

Es wurde tiberpriift, ob die hergestellten L/P8-Mutanten einen Defekt in der Myzel- oder
Chlamydosporenbildung aufwiesen. Fiir die Myzelbildung sind verschiedene Induktoren
bekannt, wobei Serum als stirkster Induktor in der Literatur gefithrt wird (Ernst, 2000).
Die Mutanten wurden auf dem serumhaltigen Medium FCS-Agar getestet, wo sie keinen
erkennbaren Unterschied zum wt zeigten (nicht dargestellt).

Ein weiteres Medium zur Induktion von Myzel ist das sogenannte Spider-Medium (Liu et
al., 1994). Alle getesteten Mutanten konnten auf diesem Medium Myzel bilden (Abb. 43),

wobei sich jedoch die Phéanotypen der Kolonien vom wt unterschieden.
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SC5314 KO5 5/7/R1 5/7/5 5/7/5/7a U12

Abb. 43: Wachstum von wt und verschiedenen Mutanten auf Spider-Medium.
Es wurden jeweils 100 pl H,O mit 10-100 Candida-Zellen auf eine Platte ausgestrichen. Der wt
(SC5314) wurde mit den Mutanten KO3, 5/7/5 und U12 und den Retransformanden 5/7/R1 und
5/7/5/7a beziiglich des Wachstums auf Spider-Platten verglichen. Die Inkubation erfolgte bei
25 °C.

Die einzelne Kolonie aller Stimme konnte in zwei Bereiche unterteilt werden: in eine
zentrale Region und eine sich davon radial ausbreitende Region. Vor allem die Retrans-
formande 5/7/R1 und die Uberexpressionsmutante zeigten eine sehr stark ausgeprigte
Myzelbildung in der dufleren Region. Die homozygote KO-Mutante (5/7/5) wies eine
krauselige zentrale Region auf, welche bei den restlichen Mutanten und dem wt eine glatte

Auspragung hatte.

Neben der Myzelbildung wurde ebenfalls die Fahigkeit von C. albicans untersucht,
Chlamydosporen zu erzeugen. Um diese Sporen zu induzieren, wurden die Zellen fiir
mehrere Tage bei einer niedrigen Temperatur (25 °C) sowie unter Lichtausschlu3 und
mikroaeroben Bedingungen auf Reisextrakt-Agar inkubiert (Abb. 44).
SC5314 02 2/3/3

Abb. 44: Wachstum von wt und KO-Mutanten auf einem Chlamydosporen-induzierenden
Medium. Der wt (SC5314) wurde mit den KO-Mutanten KO2 und 2/3/3 beziiglich der Chlamydo-
sporenbildung auf Reisextrakt-Agar verglichen. Die Inkubation erfolgte fiir fiinf Tage bei 25 °C
unter Lichtausschluf3.

Die /ip§8-Mutanten konnten wie der wt Chlamydosporen auf Reisextrakt-Agar formieren.
Die Uberexpressionsmutanten und die KD-Mutanten bildeten ebenfalls Chlamydosporen

unter den gewéhlten Bedingungen (nicht dargestellt).

3.13.2.4 Analyse des Phiinotyps der LIP8-Mutanten auf S4D-Agar

Der C. albicans-Stamm WO-1 besitzt zwei unterschiedliche Phénotypen, die sich auch in
ihrer Genexpression unterscheiden. Sie werden als ,,opaque“- und ,,white“-Form be-
zeichnet. Diese beiden Typen lassen sich durch einen Temperaturwechsel ineinander iiber-
fiihren. Bei 25 °C liegt WO-1 als ,,opaque“-Form vor, welche ovale Zellen ausbildet. Bei
Erhohung der Temperatur auf 37 °C wechselt dieser Stamm zur ,,white“-Form, die sich
durch kleinere, runde Zellen auszeichnet. Dieser durch Temperatur induzierbare Wechsel

der Phénotypen wird als ,,phenotypic switching™ bezeichnet.
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Die Phénotypen lassen sich auf einem speziellen Medium (S4D-Agar) (Andersen & Soll,
1987), dem der Farbindikator Phloxine B zugesetzt wurde, unterscheiden. Die LIPS-

Mutanten und -Retransformanden wurden auf diesem Medium getestet (Abb. 45).

SC5314 5/7/R1 5/7/5 5/7/5/7a U12
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Abb. 45: Wachstum von wt und LIP8-Mutanten auf S4D-Agar, der zum Slchtbarmachen der ver-
schiedenen Phénotypen des ,,Switching“-Stammes WO-1 eingesetzt wird.

Es wurden 10 pl H,O mit 10° Candida-Zellen auf die Platten pipettiert. Der wt (SC5314) wurde
beziiglich des Wachstums und der phénotypischen Ausprigung auf S4D-Agar mit den Mutanten
KOS, 5/7/5, AS2, RNAil und U12 sowie den Retransformanden 5/7/R1 und 5/7/5/7a verglichen.
Die Inkubation erfolgte fiir 12 Tage bei 25 °C.

Heterozygote und homozygote Mutante sowie die Retransformande der homozygoten
Mutante wiesen eine Triibung auf, welche die zentrale Region der Kolonie umgab. Die
Uberexpressionsmutante und die Retransformande der heterozygoten Mutanten zeigten nur
partiell diese Triibung. Auffillig bei diesen beiden Stdammen war die vermehrte Myzel-
Bildung gegeniiber dem wt und den restlichen Mutanten. Auflerdem besallen ihre Kolonien
am Rand markante rote Regionen, die bei den anderen Mutanten nicht so stark ausgeprégt

und beim wt tiberhaupt nicht sichtbar waren.

3.13.2.5 Einfluff von anderen Kohlenstoff-Quellen als Glucose auf das Wachstum der
LIP8-Mutanten

Um dem Pilz eine andere Kohlenstoff (C)-Quelle als Glucose zu bieten, wurden Medien
getestet, die Galactose oder Kaliumacetat enthielten. Hiermit sollte der Einflul einer

Verdanderung der Lipase-Genexpression auf die Zuckeraufnahme oder -verarbeitung

tiberpriift werden. CAI-2 wurde mit verschiedenen L/PS8-Mutanten diesbeziiglich ver-
glichen (Abb. 46A&B).
CAI-2 KO2 51715 AS2 RNAIl

Abb. 46A&B: Wachstum von CAI-2 und verschiedenen /ip§-Mutanten auf SD-Platten mit alter-
nativen C-Quellen. Es wurden jeweils 10 ul H,O mit 10° Candida-Zellen auf eine Platte pipettiert.
CAI-2 wurde mit den LIP8-Mutanten KO2, KOS5, 5/7/5, AS2 und RNAil beziiglich des
Wachstums auf (A) SD-Glycerol/K-Ac- und (B) SD-Glycerol/Galactose-Platten verglichen. Die
Inkubation erfolgte bei 25 °C.
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Die /ip8-Mutanten zeigten einen von CAI-2 abweichenden Phinotyp. Im galactosehaltigen
Medium wiesen die Mutanten am Rand der Kolonie Ausbuchtungen auf, die bei CAI-2 in
dieser Form nicht vorlagen. Bei den heterozygoten isogenen KO-Mutanten KO2 und KOS5
war dieser Phénotyp jedoch unter gleichen Bedingungen verschieden stark ausgeprigt.
CAI-2 zeigte auf beiden Medien einen ,sonnenformigen” Phénotyp, der zwei unter-
scheidbare Regionen aufwies. Es gab eine zentrale ,.krduselige® Region, von der feine
Linien radial nach auBlen liefen, die die &dullere Region bildeten. Die /ip§-Mutanten

wuchsen auf den K-Ac-Platten kriuselig, jedoch nicht sonnenférmig.

3.13.2.6 EinfluR von hohem osmotischen Druck auf das Wachstum der LIPS-
Mutanten

Zur Uberpriifung des Einflusses von hohem osmotischen Druck auf das Wachstum der

LIPS8-Mutanten wurden hohe Konzentrationen an Sorbitol oder Glycerol eingesetzt. Diese

Untersuchung sollte etwaige Defekte in der Zellwand oder im Cytoskelett aufdecken. Der

wt wurde mit den L/P8-Mutanten und -Retransformanden verglichen (Abb. 47A&B).

SC5314 5/7/R1 5/7/5 5/7/5/7a
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Abb. 47A&B: Um den Einflul von hohem osmotischen Druck zu testen, wurden wt und LIPS§-
Mutanten auf Glycerol- bzw. Sorbitol-haltigen Platten inkubiert.

Es wurden 10 pl H,O mit 10° Candida-Zellen auf die Platten pipettiert. Der wt (SC5314) wurde
mit den Mutanten KOS5, 5/7/5 und U12 sowie den Retransformanden 5/7/R1 und 5/7/5/7a beziiglich
der Sensitivitdt auf hohen osmotischen Druck ausgel6st durch hohe Konzentrationen an (A)
Glycerol (YPG-7-Glycerol) oder (B) Sorbitol (SD-7-Sorbitol) verglichen. Die Inkubation erfolgte
bei 25 °C.

Im Wachstum unterschieden sich die Uberexpressionsmutante U12 und die Retrans-
formande 5/7/R1 der heterozygoten KO-Mutante nicht vom wt. Die iibrigen Mutanten und
die Retransformande der homozygoten Mutante konnten ebenfalls auf diesen Medien
wachsen, zeigten jedoch einen anderen Phénotyp als der wt. Der wt wies einen glatten
Phénotyp auf, die iibrigen Mutanten und die Retransformande zeigten einen krauseligen

Phénotyp.
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3.13.2.7 Lipolytische Aktivitiit der LIP8-Mutanten auf Festmedium

Da eine von zehn sekretierten Lipasen ausgeschaltet wurde, stellte sich die Frage, inwie-
weit sich dies auf die gesamtlipolytische Aktivitdt auswirken konnte. Es wurden ver-
schiedene Tween-Medien getestet, die sich in der Kettenldnge des Substrats unterschieden
(Abb. 48A&B).

wt KO2 2/3/3 RNAil

A

Abb. 48A&B: Wachstum und lipolytische Aktivitdt von wt und /ip§-Mutanten auf verschiedenen
Tween-haltigen Medien.

Der wt wurde mit den Mutanten KO2, 2/3/3, AS2 und RNAi1 beziiglich der lipolytischen Aktivitit
auf (A) Tween 40- und (B) Tween 60-Agar verglichen. Die Inkubation erfolgte bei 25 °C.

Der wt und alle {iberpriiften Mutanten zeigten eine vergleichbar starke lipolytische
Aktivitét, die sich durch eine die Kolonie umgebende Triibung des Mediums auszeichnete.
Auf Tween 20- und Tween 80-haltigen Agar-Platten konnte ebenfalls kein Unterschied

bzw. verminderte lipolytische Aktivitdt zwischen Mutanten und wt detektiert werden (nicht
dargestellt).

3.13.3 Lipolytische Aktivitit der LIP8-Mutanten im Kulturiiberstand

Die LIPS-Mutanten wurden auf sekretierte lipolytische Aktivitit tiberpriift. Hierfiir wurden
sie in NuTRIflex® Lipid-Medium fiir 24 h bei 37 °C kultiviert. AnschlieBend wurde der
Uberstand in einem Lipase-Aktivititstest eingesetzt (2.2.8.12). Die KO-, KD- und die
Uberexpressionsmutanten sowie die Retransformanden wurden untersucht (Abb. 49A&B).
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Abb. 49A&B: Lipolytischer Aktivitdtstest verschiedener LIP8-Mutanten und -Retransformanden
im Vergleich zum wt.

(A) Wt, KO-Mutanten (KO2, 2/3/3, KOS5 und 5/7/5), KD-Mutanten (AS2, AS4, RNAil und
RNAi5) und (B) Retransformanden (5/7/R1 und 5/7/5/7a) und eine Uberexpressionsmutante (U12)
wurden in NuTRIflex® Lipid-Medium fiir 24 h inkubiert. AnschlieBend wurde die lipolytische
Aktivitit des Uberstandes gemessen. Es wurde mindestens eine Doppelbestimmung durchgefiihrt.

Die heterozygote ura3-Mutante CAI-2 zeigte eine mit dem wt vergleichbare lipolytische
Aktivitit. Die KO- und KD-Mutanten wiesen nach Kultivierung im NuTRIflex® Lipid-
Medium im Durchschnitt eine geringere extrazelluldre lipolytische Aktivitdt auf als der wt.
Verglichen mit dem wt erreichten die Mutanten Werte von 65 % (2/3/3) bis maximal 90 %
(AS4) seiner Aktivitét, wobei nur bei den beiden homozygoten KO-Mutanten und bei einer
Antisense-Mutante (AS2) eine signifikante Abweichung festgestellt wurde.

Bei der Uberexpressionsmutante Ul2 wurde eine sekretierte lipolytische Aktivitit von
450 % des wt-Wertes gemessen. Die heterozygote und die homozygote LIPS-Retrans-
formande (5/7/R1 und 5/7/5/7a) erreichten Werte von 282 % bzw. 230 %.
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3.14 Infektionsverhalten der L/P8-Mutanten

Nach der phénotypischen Analyse wurden die L/P§-Mutanten in verschiedenen Maus- und
Haut-Infektionsmodellen auf ihre Virulenz getestet (2.2.8.3; 2.2.8.10.5). Des weiteren
wurde die Adhésion an Gelatine sowie die Interaktion mit Endothelzellen (Adhdsion und
,Damage*) analysiert (2.2.8.10.4).

3.14.1 Untersuchung der Adhision der L/P8-Mutanten

Es ist denkbar, dass die Lipasen eine eigene Doméne fiir die Adhédsion besitzen bzw., dass
die Freisetzung von hydrophoben Produkten, wie den freien Fettsduren, zur Adhésion
beitrdgt. Um diese direkte oder indirekte Beteiligung zu iiberpriifen, wurden mit den
Candida-Mutanten Adhésions-Versuche an Gelatine und Endothelzellen durchgefiihrt
(2.2.8.10.4).

3.14.1.1 Untersuchung der Adhiision der LIP§-Mutanten an Gelatine

Der wt und CAI-2 wurden beziiglich der Adhédsion an Gelatine mit den verschiedenen
KO-, KD-Mutanten und Uberexpressionsmutanten verglichen. Hierfiir wurden mit
Gelatine iiberzogene 6-Well-Platten eingesetzt. Die Candida-Stimme wurden UN in YPG
bei 30 °C kultiviert. Am ndchsten Tag wurde die Zellzahl bestimmt und eine definierte
Zellkonzentration in HBSS eingestellt. Die Hefezellen wurden auf die Gelatine pipettiert
und fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden nicht-adhdrente Zellen ab-
gesplilt. Das Well wurde dann mit YPG iiberzogen und nach zwei Tagen die Zahl der
Zellen bestimmt, die an Gelatine adhérierten (Abb. 50).
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Abb. 50: Adhésion von wt und L/PS-Mutanten an Gelatine.
Es wurde die Adhédsion von wt (SC5314), CAI-2 und LIP8-Mutanten an Gelatine untersucht. Der
Prozentsatz an Candida-Zellen, die innerhalb von 30 min bei 37 °C an Gelatine adhérierten, ist
angegeben. Der Versuch wurde als Dreifachbestimmung an mindestens drei verschiedenen Tagen
durchgefiihrt.
CAI-2 und wt zeigten eine vergleichbare Adhédsion von ca. 8 % an Gelatine. Auch die KO-
und KD-Mutanten sowie die Uberexpressionsmutanten wiesen unter diesen Bedingungen
ein dhnlichen Prozentsatz an adhirenten Candida-Zellen auf. Es konnte kein signifikanter

Unterschied festgestellt werden.
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3.14.1.2 Untersuchung der Adhiision der LIP§-Mutanten an humane Endothelzellen

C. albicans ist dazu in der Lage, an humane Endothelzellen zu adhérieren und diese zu
penetrieren. Es stellte sich die Frage, ob die hergestellten KO- und KD-Mutanten eine
geringere bzw. die Uberexpressionsmutanten eine erhohte Adhision an die Endothelzellen
zeigen wiirden als der wt.

Isolierte Endothelzellen wurden auf Gelatine-liberzogene 6-Well-Platten gegeben. Nach
dem Erreichen der Konfluenz wurden, wie unter 2.2.8.10.4 beschrieben, Adhésions-
versuche durchgefiihrt (Abb. 51).
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Abb. 51: Adhision von wt und L/P8-Mutanten an menschliche Endothelzellen.

Es wurde die Adhidsion von verschiedenen LIPS-Mutanten an Endothelzellen untersucht. Wt
(SC5314) und CAI-2 wurden mit KO-Mutanten (2/3/3 und 5/7/5), KD-Mutanten (AS2, AS4,
RNAII und RNAIi5) und Uberexpressionsmutanten (U12 und U15) verglichen. Der Prozentsatz an
Candida-Zellen, die innerhalb von 30 min bei 37 °C an die humanen Endothelzellen adhirierten,
ist angegeben. Der Versuch wurde als Dreifachbestimmung an mindestens drei verschiedenen
Tagen durchgefiihrt.

Wie beim Adhisionsversuch mit Gelatine zeigten die Mutanten unter den gegebenen
Bedingungen keinen Unterschied zum wt. Die Adhésion der Mutanten an humane Endo-

thelzellen wies, verglichen mit dem wt, keine signifikante Inhibition bzw. Erh6hung auf.

3.14.2 ,Damage*“-Versuch der LIP8-Mutanten

Um zu Uberpriifen, ob die L/P-Gene an der Penetration von Endothelzellen beteiligt sind,
wurden mit den L/P8-Mutanten sogenannte ,,Damage®-Versuche an Endothelzellen durch-
gefiihrt (2.2.8.10.4). Hierfiir wurden humane Endothelzellen UN mit radioaktivem Chrom
(°'Cr) in Mikrotiterplatten inkubiert. Am nzchsten Tag wurden die Endothelzellen mit dem
wt und verschiedenen LI/P8-Mutanten inokuliert und fiir 3 h inkubiert. Wéhrend dieser Zeit
bildeten alle Stamme Keimschlduche. Durch Zerstorung der Endothelzellen freigesetzte
Radioaktivitdt wurde anschlieend mit einem y-Zghler bestimmt (Abb. 52). Die spezifische

Freisetzung ist ein Mal} der Zerstérung der Endothelzellen.
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Abb. 52: . Damage“-Versuch von CAI-2 und L/P§-Mutanten mit menschlichen Endothelzellen.

Es wurde die Invasivitdt von verschiedenen L/P§-Mutanten an Endothelzellen untersucht. CAI-2
wurde mit der KO-Mutante 5/7/5, KD-Mutante AS2 und der Uberexpressionsmutante U12 ver-
glichen. Die mit *'Cr behandelten Endothelzellen wurden fiir 3 h mit den verschiedenen Candida-
Stammen inkubiert. AnschlieBend wurde die freigesetzte Radioaktivitit mit einem vy-Zéhler
bestimmt. Die spezifische Freisetzung von radioaktivem *'Cr ist in Prozent angegeben. Sie ist ein
Mal fiir die Invasivitdt der Candida-Zellen. Der Versuch wurde als Dreifachbestimmung an zwei
verschiedenen Tagen durchgefiihrt.

Die Antisense-Mutante AS2 verursachte eine geringere Freisetzung an mefBbarer Radio-
aktivitit als der wt. Die Uberexpressionsmutante U12 bewirkte eine signifikant groBere
Freisetzung an radioaktivem Chrom als der wt. Die KO-Mutante 5/7/5 zeigte im Mittel

eine geringere Invasivitit als der wt, wobei der Unterschied nicht signifikant war.

3.14.3 Infektionsverlauf und Expressionsstudie von LIP8-Mutanten
wihrend der Infektion verschiedener Kiinstlicher Hautmodelle

Es stellte sich die Frage, ob die Lipase-Genfamilie direkt an der Besiedlung und Infektion
von Schleimhéuten beteiligt ist. Wie die Expressionsstudien gezeigt haben (3.7.3.1;
3.7.3.2), werden die Lipase-Gene widhrend der Infektion von kiinstlichen Schleimhaut-
Modellen differentiell und zeitlich reguliert. Die Expression von LIP§ konnte zu allen
untersuchten Zeitpunkten in beiden Hautmodellen nachgewiesen werden. Um festzustellen,
ob diese spezielle Lipase eine wichtige Rolle wihrend dieser Infektionen besitzt, wurden
Infektionsversuche mit der KO-Mutante 5/7/5 durchgefiihrt.
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3.14.3.1 Untersuchung der Transkription der Gene LIPI-10 einer KO-Mutante
wihrend der Infektion eines kiinstlichen oralen Epithels (RHE)

Um die Rolle von Lip8 wihrend einer RHE-Infektion zu analysieren, wurde analog zur wt-
Infektion (3.7.3.1) ein Versuch mit der KO-Mutante 5/7/5 durchgefiihrt. Es wurden Proben
fiir histologische Untersuchungen (Abb. 53A&B) und Expressionsstudien (Tab. 18) ent-

nommen.

Abb. 53A&B: Lichtmikroskopische Aufnahmen mit 400facher Vergr6Berung von histologischen
Praparaten des RHE-Modells wihrend der Infektion mit einer C. albicans KO-Mutante.

Die kiinstliche Haut wurde mit 2 x 10° Zellen infiziert. An zwei verschiedenen Zeitpunkten wurden
Proben fiir die histologische Untersuchung entnommen. Die Histologie wurde von der Firma
SkinEthic durchgefiihrt. Nicht-infiziertes RHE-Gewebe ist in Abb. 19A zu sehen. (A): 12 h nach
der Inokulation mit 5/7/5. Candida-Zellen adhérieren an das Gewebe. Es sind vor allem Myzel-
zellen zu beobachten. Zum Teil fingt der Pilz an, die Hautschicht zu penetrieren. Es sind bereits
leichte cytotoxische Effekte an der Oberfliche zu erkennen. (B): Nach 36 h Infektion hat sich der
Pilz vermehrt. AuBlerdem hat er Gewebeschddigungen der suprabasalen Schichten verursacht. Es
liegt eine starke Myzelbildung vor und die Myzelzellen bilden eine Pseudomembran aus. Der
Versuch wurde einmal durchgefiihrt.

Die KO-Mutante war dazu in der Lage, humane orale Epithelzellen zu infizieren. Nach
12 h war eine starke Myzelbildung sichtbar. Das Epithel zeigte zu diesem Zeitpunkt bereits
cytotoxische Effekte. Weitaus deutlicher waren diese Effekte nach 36 h ausgeprigt. Es
kam zu Vakuolenbildungen und partiellen Nekrosen. Die Pilzzellen bildeten eine auftillige

Pseudomembran. Parallel wurde ebenfalls das Expressionsmuster der Lipase-Genfamilie
bestimmt (Tab. 18).

Tab. 18: Zusammenfassung der Expression der L/P-Gene wiéhrend einer Infektion des RHE-
Modells mit einer KO-Mutante.

Das Epithel wurde mit der KO-Mutante 5/7/5 inokuliert. Nach 12 h, 36 h und 48 h wurden Proben
genommen. Die Expression der Lipase-Gene wurde mittels RT-PCR tiberpriift. +: Expression des
Gens; (+): mRNA-Expression an der Nachweisgrenze; -: keine mRNA nachweisbar.

Zeit nach der Infektion
LIP 12h 36 h 48 h
i R - R
2 () () ()
3 R - R
4 + + +
5 + + (+)
6 + + +
7 + + +
8 R - R
9 R - R
10 - - -
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Die Lipase-Gene LIP2 und LIP4-7 wurden wihrend des gesamten untersuchten Zeitraums
exprimiert, wobei die LIP2-Expression knapp oberhalb der Nachweisgrenze lag. Von LIPS
konnte nach zwei Tagen Infektion nur noch ein schwaches Expressionssignal detektiert
werden. Es konnten keine Transkripte von LIPI, LIP3 und LIPS-10 nachgewiesen werden.
Die Lipase-Gene der KO-Mutanten wurden differentiell reguliert.

3.14.3.2 Untersuchung der Transkription der Gene LIPI-10 einer KO-Mutante
wihrend der Infektion eines kiinstlichen vaginalen Epithels

Neben dem RHE-Modell wurde ebenfalls das vaginale Schleimhaut-Modell mit der KO-
Mutante 5/7/5 infiziert. Wie bereits in Kapitel 3.7.3.2 gezeigt, war C. albicans dazu in der
Lage dieses Gewebe zu befallen und zu penetrieren. Wahrend der Infektion wurden ver-
schiedene Lipase-Gene exprimiert und in Abhéngigkeit von der Zeit reguliert. Der In-
fektionsversuch mit der KO-Mutante erfolgte analog zum Versuch mit dem wt. Zu drei
verschiedenen Zeitpunkten (12 h, 24 h und 48 h) wurden Hautproben fiir histologische
Untersuchungen (Abb. 54A-C) und Expressionsanalysen (Tab. 19) genommen.

Abb. 54A-C: Lichtmikroskopische Aufnahmen mit 400facher VergréBerung von histologischen
Priparaten des vaginalen Schleimhaut-Modells wihrend der Infektion mit einer KO-Mutante.

Zu drei verschiedenen Zeitpunkten wurden Proben fiir die histologische Untersuchung und
Gesamt-RNA-Isolierung genommen. Die Histologie wurde von der Firma SkinEthic durchgefiihrt.
Nicht-infiziertes vaginales Schleimhaut-Modell ist unter Abb. 21A zu sehen. (A): 12 h nach der
Inokulation mit der KO-Mutante 5/7/5. Hefezellen und Myzel adhérieren an das Gewebe. Der Pilz
fangt an, die Hautschichten zu penetrieren. Es sind bereits cytotoxische Effekte an der Oberfldche
zu erkennen. (B): Nach 24 h Infektion hat der Pilz Gewebeschidigungen der suprabasalen
Schichten verursacht. Myzelzellen fangen an, eine membranghnliche Schicht auszubilden. Es ist
eine partielle Nekrose der Mucosa zu beobachten. (C): 48 h nach Inokulation ist das Schleimhaut-
Gewebe fast vollstdndig zerstort. Es ist nur eine sehr diinne Schicht an zusammenhéngenden Zellen
zu sehen. Der Versuch wurde einmal durchgefiihrt.

Nach 12 h Infektion hatte die KO-Mutante bereits Myzel gebildet. Es kam zu ober-
flachlichen cytotoxischen Schadigungen des Epithels. Das sich stidrker ausbildende Myzel
begann nach einem Tag, eine Art Pseudomembran zu formieren. Zu diesem Zeitpunkt
konnten schwerere Gewebeschddigungen festgestellt werden, und nach zwei Tagen

Infektion war das Schleimhaut-Gewebe fast vollstdndig zerstort.
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Wihrend des Versuchs konnten weder Transkripte des zerstorten LIPS-, noch des LIP10-
Gens nachgewiesen werden (Tab. 19). Von den restlichen Lipase-Genen konnten zu allen
drei Zeitpunkten Transkriptionssignale detektiert werden, wobei die Signale von LIPI-,
LIP2- und LIP9-mRNA {iber den gesamten Zeitraum knapp oberhalb der Nachweisgrenze
lagen. Von LIP3 konnte erst nach 48 h ein deutliches Signal nachgewiesen werden
(Tab. 19).

Tab. 19: Zusammenfassung der Expression der LIP-Gene wihrend einer Infektion des vaginalen
Schleimhaut-Modells.

Das Epithel wurde mit der KO-Mutante 5/7/5 inokuliert. Nach 12 h, 24 h und 48 h wurden Proben
genommen. Die Expression der Lipase-Gene wurde mittels RT-PCR tiberpriift. +: Expression des
Gens; (+): mRNA-Expression an der Nachweisgrenze; -: keine mRNA nachweisbar.

Zeit nach der Infektion
LIP 12h 24 h 48 h
1 () () ()
2 () () ()
3 () () +
4 + + +
5 + + +
6 + + +
7 + + +
8 R - R
9 () () ()
10 - - -

3.14.4 Analyse der LIP8-Mutanten in verschiedenen Maus-Infektions-
modellen

Um zu uberpriifen, ob die konstitutiv exprimierte Lipase Lip8 eine wesentliche Rolle bei
systemischen Infektionen und bei Candidosen des Osophagus spielt, wurden LIPS-

Mutanten in den entsprechenden Mausmodellen analysiert.

3.14.4.1 Intraperitoneale Infektion

Um eine systemische Infektion zu analysieren, wurden Balb/c-M4&use intraperitoneal mit
dem wt, CAI-2 und verschiedenen /ip§-Mutanten infiziert. Die Keimzahlen, die bei den
tiberlebenden Maiusen bestimmt wurden, zeigten keinen signifikanten Unterschied
(personliche Mitteilung, Frau Dr. M. Kretschmar).

Als Mal} der Gewebeschddigung wurde die Aktivitdt der Alaninaminotransferase der Leber
im Blut bestimmt. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen CAI-2
(210 +/- 20 U/1) und der homozygoten KO-Mutante 5/7/5 (236 +/- 143 U/l) festgestellt

werden. Es wurden jeweils vier Tiere pro Candida-Stamm getestet.
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3.14.4.2 Intravenose Infektion

Maiuse wurden intravends mit wt-Zellen infiziert, um eine Katheter-Infektion zu simulieren
(durchgefiihrt von Frau Dr. M. Kretschmar). Wahrend der Infektion wurden v.a. Leber und
Nieren von dem Pathogen angegriffen. Die hochsten Keimzahlen wurden in den Nieren
nachgewiesen (Abb. 55A). Die Keimzahlen in der Leber wurden ebenfalls bestimmt und
dokumentiert (Abb. 55B).
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Abb. 55A&B: Intravendse Infektion von Méusen mit verschiedenen L/P8-Mutanten.

(A) CFU in den Nieren nach drei Tagen (weile Balken) bzw. sieben Tagen (graue Balken)
Infektion mit dem wt (SC5314), der heterozygoten URA3-Mutante (CAI-2), einer heterozygoten
und einer homozygoten KO-Mutante (KOS5 bzw. 5/7/5) und deren Retransformanden (5/7/R1 bzw.
5/7/5/7a) sowie einer Uberexpressionsmutante (U12). (B) CFU in der Leber nach drei Tagen
Infektion mit den entsprechenden Mutanten. Der Versuch wurde einmal mit mindestens fiinf Tieren
pro Zeitpunkt und zu untersuchendem Candida-Stamm durchgefiihrt.

Die homozygote KO-Mutante 5/7/5 besall eine um die Halfte niedrigere CFU in den

Nieren als der wt. Die restlichen Mutanten wiesen in diesem Organ mit dem wt vergleich-
bare Keimzahlen auf.

Nach drei Tagen Infektion konnten in der Leber keine Zellen der KO-Mutante nach-
gewiesen werden. Zusidtzlich zeigten die heterozygote KO-Mutante und die Retrans-
formande der homozygoten KO-Mutante ebenfalls eine signifikant niedrigere CFU in der

Leber als der wt.
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Die Bestimmung letal infizierter Mause ergab die in Tab. 20 zusammengefaliten Daten.

Tab. 20: Intravendse Infektion von Méusen mit verschiedenen L/P§-Mutanten.
Die Anzahl der letal infizierten M4use wurde innerhalb des Versuchszeitraums von sieben Tagen

festgehalten.
Candida-Stamm Letal Infizierte Prozent [%]
SC5314 5von 10 50
CAI-2 7 von 20 35
KOS5 2von 10 20
5/7/5 0 von 20 0
5/7/5/7a 4 von 10 40
5/7/R1 2von 10 20
Ul12 9 von 20 45

Uber den untersuchten Zeitraum starb bei den Infektionen mit 5/7/5 keine einzige Maus.

Bei allen anderen Candida-Stimmen traten letale Infektionen auf. Bei der Infektion mit

dem wt starben 50 % der infizierten Tiere. Die heterozygote Mutante und deren Retrans-

formande verursachten bei 20 % der Tiere eine tddliche Infektion. Bei der Uberexpres-

sionsmutante lag der Wert bei 45 %.

3.14.4.3 Infektion des Osophagus

Balb/c-Mause wurden oral mit verschiedenen Candida-Mutanten infiziert (durchgefiihrt

von Frau Dr. M. Kretschmar). Die verletzliche Stelle dieses Infektionsmodells ist die

Kardia-Antrum-Falte (Abb. 56A-C).

-

Abb. 56A-C: Infektion des Osophagus von
Mausen mit LIP8-Mutanten.

Balb/c-Méuse wurden tiiber eine Schlundsonde
mit dem wt und verschiedenen L/P8-Mutanten
infiziert. Die histologischen Schnitte des Epi-
theliibergangs der Kardia-Antrum-Falte wurden
von Frau Dr. M. Kretschmar durchgefiihrt.

(A): wt-Zellen wachsen in die Epithelschichten
hinein. (B): Am Epitheliibergang sind nur
wenige Zellen der KO-Mutante 5/7/5 zu er-
kennen. (C): Die Uberexpressionsmutante U12
zeigt ausgehend vom Epitheliibergang eine
flachige intraepitheliale Ausbreitung,.
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Der Aufbau des Kardia-Bereichs der Maus ist mit dem des humanen Osophagus ver-
gleichbar. Die wt-Zellen befanden sich groBtenteils in diesem Bereich, wiahrend Hyphen-
zellen vereinzelt auch in anderen Regionen vorlagen. Von der KO-Mutante 5/7/5 kamen
am Epitheliibergang nur wenige oberflichlich gelegene Hyphenzellen vor. Die Uber-
expressionsmutante U12 befiel den Epitheliibergang und penetrierte zusitzlich an un-
typischen Stellen. So wurde diese Mutante z.B. auch unter dem verhornten Epithel bis zur

Submucosa im Kardia-Bereich des Magens nachgewiesen.

3.15 Wachstum von C. albicans in lipidhaltigen Medien und
YPG nach Zusatz von Antisense-Oligonukleotiden

Zusétzlich zur gezielten Genzerstérung wurde eine weitere Vorgehensweise durchgefiihrt,
um die Proliferation von C. albicans in Lipid-Medien zu unterbinden. Es wurden ver-
schiedene Antisense-Oligonukleotide entworfen und in Wachstumstests eingesetzt, um die
Expression einzelner bzw. mehrerer Lipase-Gene zu hemmen. Die Antisense-Oligo-
nukleotide waren gegen Sequenzen gerichtet, die fiir konservierte Lipase-Motive kodieren.
Diese Oligonukleotide sollten einen sogenannten ,,Knock-down“-Effekt erzielen, indem sie
an ihre Zielsequenz auf der mRNA binden. Diese Hybridisierung konnte anschlieBend zu

einer Hemmung des Transports und der Translation der mRNA fiihren.

Die Wachstumsversuche wurden bei 37 °C in Mikrotiter-Platten durchgefiihrt und mit
einem ELISA-Reader ausgewertet. Die Oligonukleotide wurden einzeln oder in unter-
schiedlichen Kombinationen zum N&hrmedium gegeben. Als Lipid-Medien wurden YNB-
Olivendl und YNB-Tween 40 getestet. Zur Kontrolle wurde parallel YPG-Medium unter-
sucht, um mogliche unspezifische Effekte durch die eingesetzten Oligonukleotide auszu-

schlieBen. Alle Wachstumsversuche wurden mit semisynchronisierten wt-Zellen gestartet
(2.2.8.2).

3.15.1 Wachstum von C. albicans mit Antisense-Oligonukleotiden

Einfache Antisense-Oligonukleotide (FSt1, FSt2 und FSt3) wurden entworfen, welche ihre
Zielsequenz in einer spezifischen Gruppe von Lipase-Genen besaBen. FSt1 besa3 in LIPS,
LIP6 und LIPS eine Zielsequenz. Im Gegensatz dazu war FSt2 gegen eine Sequenz von
LIP4, LIPS, LIPS und LIP9 und FSt3 gegen eine Sequenz von LIP5 und LIP8 gerichtet.

Es wurde YNB-Tween 40-Medium mit C. albicans auf eine Zellkonzentration von
5x 10° Zellen/ml eingestellt. Die Zellsuspension wurde mit H,O, in H,O-geldsten
Antisense-Oligonukleotiden oder verschiedenen Kombinationen dieser Oligonukleotide
versetzt. Der Wachstumsverlauf wurde am ELISA-Reader verfolgt (Abb. 57A&B).
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Abb. 57A&B: Wachstumsversuche in Mikrotiter-Platten mit Antisense-Oligonukleotiden.

C. albicans wurde in YNB-Tween 40 bei 37 °C kultiviert. Zellsuspensionen mit 5 x 10° Zellen/ml
wurden mit (A) H,O, in H,O-gelsten Antisense-Oligonukleotiden (FSt1, FSt2 und FSt3) oder (B)
verschiedenen Kombinationen dieser Oligonukleotide versetzt. OD-Messungen zur Erstellung der
Wachstumskurven erfolgten am ELISA-Reader. Es wurde eine Vierfachbestimmung durchgefiihrt.
Die Oligonukleotide FStl und FSt2 verursachten jeweils eine leichte Wachstumshemmung
des wt in YNB-Tween 40. Im Kontrollansatz erreichte der wt nach 55 h Wachstum eine
OD von 0,292. Die OD der mit FStl und FSt2 behandelten Ansétze lag zu diesem Zeit-
punkt bei 0,247 bzw. 0,251. Die Kombination beider Antisense-Oligonukleotide hatte
keinen nachweisbaren Effekt auf das Wachstum des wt. FSt3 forderte das Wachstum des
wt, da diese Kultur eine OD von 0,352 erreichte. Kombinationen von FSt2-FSt3 (OD von
0,186 nach 55 h) und FSt1-FSt2-FSt3 (OD von 0,206 nach 55 h) erzielten eine deutliche
Hemmung des Wachstums. In YPG- und YNB-Olivensl-Medium konnten keine Effekte

beobachtet werden.

3.15.2 Wachstum von C. albicans mit degenerierten Antisense-Oligo-
nukleotiden und Antisense-Phosphothioat-Oligonukleotiden

Mit degenerierten Antisense-Oligonukleotiden (FSdgal und FSdga2), die gegen kon-
servierte Lipase-Motive gerichtet waren, wurden ebenfalls Wachstumsversuche durch-
geflihrt. Wt-Zellen wurden in YNB-Olivenol mit FSdgal, FSdga2 oder einer Kombination
beider Oligonukleotide bei 37 °C in einer Mikrotiter-Platte inkubiert. Als Kontrolle diente
ein Ansatz mit dem Losungsmittel H,O. FSdgal war gegen eine Sequenz gerichtet, die ein
hochkonserviertes Motiv der Lipasen von C. albicans kodiert (PDYEGPK, Abb. 8).
Fsdga2 war gegen die DNA-Sequenz gerichtet, welche das ,,GXSXG*“-Motiv kodiert. Da
mit den degenerierten Antisense-Oligonukleotiden keine signifikante Hemmung des
Wachstums vom wt erzielt werden konnte, wurden bei weiteren Wachstumsversuchen in
YNB-Olivensl modifizierte Antisense-Oligonukleotide mit Phosphothioatbindungen ein-

gesetzt, welche eine hohere Stabilitdt gegen Exonukleasen besitzen (2.2.8.11).
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Der wt (5x 10° Zellen/ml) wurde in YNB-Olivenol mit H,O, Antisense-Phosphothioat-
Oligonukleotiden (LIPlantipro-LIP10antipro; 2.1.5, Tab. 7) oder deren Kombination ver-
setzt und bei 37 °C inkubiert. Die modifizierten Antisense-Oligonukleotide waren gegen
Sequenzen von LIPI-10 gerichtet, wobei als Zielsequenz-Bereich das Startcodon mit
umliegenden Sequenzen gewéhlt wurde. In Kombinationsversuchen wurden vier Oligo-
nukleotide eingesetzt (LIP4antipro, LIP5antipro, LIP6antipro und LIP8antipro), die gegen
haufig exprimierte Lipase-Gene gerichtet waren. Die Wachstumskurven der Ansitze, die

mit diesen Antisense-Oligonukleotiden versetzt wurden, sind in Abb. 58 dargestellt.
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Abb. 58: Wachstumsversuche mit Antisense-Phosphothioaten in Mikrotiter-Platten.

C. albicans wurde in YNB-Olivensl bei 37 °C kultiviert. Zellsuspensionen mit 5 x 10° Zellen/ml
wurden mit H,O, mit in H,O-gel6dsten Phosphothioaten (LIP4antipro, LIP5antipro, LIP6antipro und
LIP8antipro) oder deren Kombination versetzt. OD-Messungen zur Erstellung der Wachstums-
kurven erfolgten am ELISA-Reader. Es wurde eine Vierfachbestimmung durchgefiihrt.

Der Einsatz einzelner Antisense-Phosphothioate gegen LIP1-10 konnte das Wachstum des
wt {iber den untersuchten Zeitraum nicht hemmen. Im Gegensatz dazu konnte die Kom-
bination der vier Oligonukleotide, welche als ,, Target™ konstitutiv exprimierte Lipase-Gene
besallen, das Wachstum fiir iiber zwei Tage deutlich inhibieren. Der wt erreichte nach 54 h
Wachstum eine OD von 0,253. Die OD des Ansatzes, der mit der Oligonukleotid-
Kombination versetzt wurde, lag am Ende des Versuchs bei 0,128. In YPG-Medium

konnte keine Wachstumshemmung detektiert werden.
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3.16 Wachstum von C. albicans in lipidhaltigen Medien nach
Zusatz von Lipase-Inhibitoren und -Aktivatoren

Neben den Antisense-Oligonukleotiden wurden auch Lipase-Inhibitoren und ein Lipase-

Aktivator in Wachstumsversuchen eingesetzt. Die Inhibitoren wurden verwendet, um zu

priifen, ob dadurch die Proliferation von C. albicans in einer lipidreichen Umgebung

gehemmt werden kann. Der Aktivator diente der weiteren Charakterisierung des lipo-

lytischen Systems des pathogenen Pilzes.

YPG-, YNB-Olivenol-, YNB-Tween 40- und NuTRIflex® Lipid-Medien wurden mit semi-
synchronisierten Zellen (1 x 10° ml) angeimpft. Zu den einzelnen Ansitzen wurde ent-
weder das Losungsmittel oder die zu untersuchende Substanz gegeben. Anschlieend
wurde zu verschiedenen Zeitpunkten die Zellkonzentration bestimmt, um das Wachstum
der Kulturen zu verfolgen.
Zum einen wurden zwei Substanzen aus der Gruppe der Kalium-Kanal-Blocker eingesetzt,
zum anderen ein Cyclooxygenase-Hemmer. Die Kalium-Kanal-Blocker Quinin und
Quinidin, welche in der Literatur ebenfalls als Lipase-Inhibitoren beschrieben werden
(Catterall et al., 1978; Stam & Hulsmann, 1982), wurden jeweils in EtOH-Losung oder in
H,O-Losung (nicht dargestellt) in Wachstumsversuchen von C. albicans in YNB-Olivenol
eingesetzt (Abb. S9A&B).
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Abb. 59A&B: Wachstum mit Kalium-Kanal-Blockern.

C. albicans wurde in YNB-Olivenol mit verschiedenen Zusétzen bei 37 °C kultiviert. Der wt wurde
mit (A) Ethanol (Kontrolle) und unterschiedlichen Quinin-Konzentrationen sowie mit (B)
verschiedenen Quinidin-Konzentrationen inkubiert. Der Wachstumsverlauf wurde am ELISA-
Reader verfolgt. Es wurde eine Vierfachbestimmung durchgefiihrt.

Quinin und Quinidin in H,O gel6st, zeigten keinen EinfluB auf das Wachstum von
C. albicans. Die in EtOH angesetzten Konzentrationen beider Substanzen konnten jedoch
das Wachstum des wt iiber den gesamten untersuchten Zeitraum inhibieren. Der wt-
Kontrollansatz, der nur mit dem Losungsmittel EtOH versetzt wurde, erreichte nach 72 h
Wachstum eine OD von 0,181 und unterschied sich nicht von Kontrollansidtzen ohne EtOH
(nicht dargestellt). Die OD der Quinin-behandelten Ansdtze lag am Ende des Versuchs
zwischen 0,072 und 0,082. Im Quinidin-Versuch wurde beim wt-Ansatz nach drei Tagen

eine OD von 0,101 gemessen.
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Die restlichen Ansitze, die mit verschiedenen Inhibitor-Konzentrationen inkubiert wurden,
erreichten eine OD von 0,069 bis 0,077. Beide Inhibitoren wiesen einen wachstums-
hemmenden Effekt auf.

Als Cyclooxygenase-Hemmer wurde Acetylsalicylsdure (ASS) in Wachstumsversuchen
eingesetzt. Das Hauptkultur-Medium (YPG, YNB-Tween 40 oder NuTRIflex® Lipid)
wurde mit einer definierten Zellzahl angeimpft. Danach wurden entweder EtOH oder ver-
schiedene Konzentrationen an ASS zugegeben. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C und
180 rpm. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurde die Zelldichte mittels ELISA-Reader bei
einer Wellenlinge von 595 nm bestimmt (Abb. 60A&B). Im Fall des NuTRIflex® Lipid-

Mediums wurde die Zellkonzentration mittels Zéhlkammer ermittelt (Abb. 60C).
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Abb. 60A-C: Wachstumskurven vom wt mit ASS in (A) YPG (B) YNB-Tween 40 und (C)
NuTRIflex® Lipid bei 37 °C. Zur Kontrolle wurde jeweils eine Kultur mit EtOH inkubiert. Die
anderen Kulturen wurden mit ASS in EtOH (0,25, 0,5 und 1,0 mg/ml fiir (A) und (B); 2,0 mg/ml
fiir (C)) versetzt. Fiir (A) und (B) wurde eine Vierfachbestimmung durchgefiihrt. Versuch (C)
wurde zweimal durchgefiihrt.

Die eingesetzten ASS-Mengen inhibierten nicht das Wachstum von C. albicans in YPG.
Hingegen wurde konzentrationsabhéngig durch Zugabe von ASS das Wachstum des wt in
YNB-Tween 40 inhibiert. Nach 68 h hatte der unbehandelte wt-Ansatz eine OD von 0,199
erreicht. Mit steigender ASS-Konzentration nahm die gemessene OD ab. Der Ansatz mit
beispielsweise 1,0 mg/ml ASS besall am Ende des Versuchs eine OD von 0,099. In der
NuTRIflex® Lipid-Losung hatte der wt nach drei Tagen eine Zellkonzentration von
2,2x 10® Zellen/ml erreicht. Durch die Zugabe von ASS konnte das Wachstum inhibiert
werden. Die hochste Zellkonzentration in diesem Ansatz wurde nach zwei Tagen mit

1 x 10® Zellen/ml erreicht.
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Neben den Inhibitionsstudien wurden auch Wachstumsversuche mit einem Lipase-
Aktivator (Natriumtaurocholat) analysiert. Dieser in H,O-geloste Aktivator wurde in
verschiedenen Konzentrationen getestet (Abb. 61). Als Medium wurde YNB-Olivenol
gewihlt. Die optische Dichte wurde mittels ELISA-Reader bestimmt.
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Abb. 61: Wachstumskurven vom wt in YNB-Olivendl mit Natriumtaurocholat bei 37 °C.

Zur Kontrolle wurde eine Kultur mit H,O inkubiert. Die anderen Kulturen wurden mit Natrium-
taurocholat (0,01, 0,25, 0,5 und 1,0 %) versetzt. Der Wachstumsverlauf wurde am ELISA-Reader
verfolgt. Es wurde eine Vierfachbestimmung durchgefiihrt.

Die hochste der eingesetzten Konzentrationen an Natriumtaurocholat (1 %) konnte das
Wachstum des wt in YNB-Olivendl deutlich unterstiitzen. Nach drei Tagen wurde eine OD
von 0,41 gemessen. Die Kulturen, die mit niedrigeren Konzentrationen inkubiert wurden,
verzeichneten einen leichten Wachstumsvorteil gegeniiber dem Kontroll-Ansatz. In der

Kontrolle erreichte der wt am Ende des Versuchs eine OD von 0,138.

3.17 Aktivitiitstests mit Lipase-Inhibitoren und -Aktivatoren

Verschiedene Substanzen wurden auf ihren EinfluB auf die extrazelluldre lipolytische
Aktivitdt einer C. albicans-Kultur getestet. Hierfiir wurde der wt-Stamm in YNB-Olivendl-
Medium bei 37 °C kultiviert. Nach 24-72 h wurden die Zellen pelletiert und die lipo-
lytische Aktivitdt im Uberstand mittels Lipase-Aktivititstest (2.2.8.12) bestimmt. Bei aus-
reichender Aktivitit wurden Aktivierungs- und Inhibitionsstudien durchgefiihrt. Der Uber-
stand wurde fiir 30 min bei 37 °C nur mit Losungsmittel oder mit verschiedenen Kon-
zentrationen der darin gelOsten Substanz inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktions-
16sung hinzugegeben und fiir weitere 90 min unter Schiitteln inkubiert. Nach dem Stoppen
der Reaktion wurde die Probe zentrifugiert und der Uberstand photometrisch vermessen.
Die Aktivitdt der Losungsmittelprobe wurde mit 100 % gleichgesetzt. Die Inhibitor- und

Aktivator-Proben wurden dazu in Relation gebracht.
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Aktivierungsstudien ergaben, dass durch die Zugabe des Gallensalzes Natriumtaurocholat
die lipolytische Aktivitit des Candida-Uberstandes noch erhoht werden konnte (Abb. 62).
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Abb. 62: Aktivierungsstudie mit dem Gallensalz Natriumtaurocholat.
Der Kulturiiberstand einer YNB-Olivendl Candida-Kultur wurde auf seine lipolytische Aktivitét
tiberpriift. Der Uberstand wurde fiir 30 min bei 37 °C entweder mit Losungsmittel (H,O; Kontrolle)

oder mit Natriumtaurocholat inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktionslésung, die a-Naphtyl-
palmitat als Substrat enthielt, dazugegeben. Nach 90 min Inkubation wurde das freigesetzte a-
Naphtol photometrisch bei einer Absorption von 520 nm bestimmt. 100 % Aktivitdt entsprechen
dabei der Aktivitdt der Kontrollprobe. Es wurde mindestens eine Doppelbestimmung durchgefiihrt.

Es konnte eine direkte Korrelation zwischen Gallensalzkonzentration und lipolytischer
Aktivitdt festgestellt werden. Mit steigender Konzentration an Natriumtaurocholat nahm
die lipolytische Aktivitit des Uberstandes zu. Miteiner Endkonzentration von 2 %
Natriumtaurocholat wurde die Aktivitdt auf 184 % des Ausgangswertes erhoht.

Da Glycogen ebenfalls als Aktivator in der Literatur beschrieben wird (Winkler &
Stuckmann, 1979), sind erste Tests mit dieser Substanz durchgefiihrt worden. Hierbei
wurde ebenfalls eine Aktivierung der lipolytischen Aktivitdt detektiert. 0,74 mg/ml
Glycogen steigerten die Aktivitdt auf 125 % der Ausgangsaktivitit.

AuBerdem wurde der EinfluB von Orlistat”, einem bekannten Inhibitor humaner Lipasen
(Hadvary et al., 1988), untersucht (Abb. 63).
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Abb. 63: Inhibitionstest mit Orlistat”.

Der Kulturiiberstand einer YNB-Olivendl Candida-Kultur wurde analog zum Versuch mit Na-
triumtaurocholat (Abb. 62) entweder mit Lsungsmitte]l (DMSO) oder mit Orlistat” inkubiert und
anschliefend im lipolytischen Aktivitdtstest untersucht. Es wurde mindestens eine Doppelbe-
stimmung durchgefiihrt.
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Mit einer Endkonzentration von 1 mg/ml Orlistat® wurde die extrazelluldre Aktivitit vom

wt fast um die Halfte gesenkt. Die Aktivitdt wurde konzentrationsabhéngig inhibiert.

Vorldufige Inhibitionsstudien mit den Esterase-Inhibitoren Ebelacton A und B sowie mit
dem Kalium-Kanal-Blocker Quinidin konnten zeigen, dass Ebelacton B und Quinidin die
extrazelluldre lipolytische Aktivitit des wt mit 0,74 mg/ml auf 41 % bzw. mit 2 mg/ml auf

76 % hemmen konnten. Ebelacton A zeigte in diesem Test keine auffillige Wirkung.

Zusitzlich wurde in EtOH gelostes Quinin getestet. Quinin ist sowohl als Kalium-Kanal-
Blocker als auch als Lipase-Inhibitor beschrieben (Catterall ef al., 1978). Die inhibitorische
Wirkung wurde zuerst mit einer kommerziellen Lipase von R. arrhizus tberpriift. An-
schliefend wurde Quinin ebenfalls mit dem Kulturiiberstand einer Candida-Kultur getestet
(Abb. 64).
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Abb. 64: Inhibitionstest mit Quinin.

Der Kulturiiberstand einer YNB-Olivendl Candida-Kultur wurde analog zum Versuch mit Na-
triumtaurocholat (Abb. 62) entweder mit Losungsmittel (EtOH) oder mit Quinin inkubiert und
anschliefend im lipolytischen Aktivitétstest untersucht (hellgraue Balken). Als Kontrolle wurde die
kommerziell erwerbliche Lipase von R. arrhizus eingesetzt, welche ebenfalls mit verschiedenen
Konzentrationen von Quinin inkubiert wurde (dunkelgraue Balken). Es wurde mindestens eine
Doppelbestimmung durchgefiihrt.

Die Aktivitdt der Kontroll-Lipase konnte mit einer Endkonzentration von 2 mg/ml Quinin
bereits auf 29 % des Ausgangswertes gesenkt werden. Die extrazelluldre lipolytische
Aktivitdt von C. albicans konnte ebenfalls inhibiert werden. Mit 2 mg/ml wurde die
Aktivitit auf 53 % reduziert.
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Als weiterer Inhibitor wurde ASS im Lipase-Aktivitétstest eingesetzt (Abb. 65). ASS wird
in der Literatur zwar als Cyclooxygenase-Hemmer (Bailey, 1989) aufgefiihrt, wurde aber

bisher noch nicht mit Lipase-Inhibition in Verbindung gebracht.
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Abb. 65: Inhibitionstest mit ASS.

Der Kulturiiberstand einer YNB-Olivendl Candida-Kultur wurde analog zum Versuch mit Na-
triumtaurocholat (Abb. 62) entweder mit Losungsmittel (EtOH) oder mit ASS inkubiert und
anschliefend im lipolytischen Aktivitétstest untersucht (hellgraue Balken). Als Kontrolle wurde die
Lipase von R. arrhizus eingesetzt, welche ebenfalls mit verschiedenen Konzentrationen von ASS
inkubiert wurde (dunkelgraue Balken). Es wurde mindestens eine Doppelbestimmung durch-
gefiihrt.

Die Kontroll-Lipase von R. arrhizus konnte mit ASS gehemmt werden. Mit 5 mg/ml ASS
konnte eine lipolytische Aktivitdt von 21 % und mit 20 mg/ml nur noch eine Restaktivitét
von 7 % ermittelt werden. Eine unbehandelte Probe der Lipase, die fiir 10 min im Wasser-
bad gekocht wurde, zeigte eine Aktivitdt von 8 %. Die sekretierte lipolytische Aktivitét
von C. albicans konnte mit ASS ebenfalls eindeutig gehemmt werden. Eine End-
konzentration von 20 mg/ml konnte die Aktivitdt auf 51 % senken. Beide lipolytischen
Aktivitdten (Kontrolle und Kulturiiberstand) konnten konzentrationsabhédngig mit ASS

gehemmt werden.
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4 Diskussion

Die Analyse der sekretorischen Lipase-Genfamilie bietet einen neuen Beitrag zur
Aufklarung der Virulenz von C. albicans. Bisher lag der Schwerpunkt der Forschung auf
den Virulenzfaktoren Dimorphismus, Adhésion und Sekretion von Phospholipasen und
sauren Proteasen. Zusitzlich wird in der vorliegenden Arbeit das gesamte lipolytische
System dieses humanpathogenen Pilzes betrachtet und die Auswirkungen von ver-
schiedenen Lipase-Inhibitoren auf dieses System {iiberpriift, um einen neuen Strategie-

ansatz fiir eine wirkungsvollere antimykotische Therapie zu entwickeln.

Neu identifizierte putative Komponenten des lipolytischen Netzwerkes von C. albicans
Eine Analyse des Genoms und der daraus abgeleiteten Proteine hat gezeigt, dass
C. albicans eine Vielzahl von putativen lipolytischen Enzymen besitzt, obwohl dieses
Humanpathogen nicht, wie z.B. Malassezia furfur, lipophil ist (Gupta et al., 2000). Daher
werden diese Enzyme sehr wahrscheinlich neben der Né#hrstoffbeschaffung noch weitere
Aufgaben iibernehmen.

Es konnten Gensequenzen identifiziert werden, die fiir putative Esterasen, Lipasen und
Phospholipasen kodieren (3.2; Tab. 14). Zum Teil sind sie in Genfamilien organisiert. Die
abgeleiteten Enzyme weisen als gemeinsames Merkmal das Serin-Hydrolase-Motiv
»GXSXG* mit dem zentralen zur katalytischen Triade gehorenden Serin auf. Durch
Ausweitung der genomischen Sequenzanalyse wurde eine neue putative Genfamilie von
Esterasen mit dem konservierten Motiv ,,GDSAG* identifiziert. Dieses Motiv kommt z.B.
bei Esterasen kalte-adaptierter Bakterien vor (Choo et al., 1998). Inwieweit die Isoenzyme
der neuen Genfamilie an der extrazelluldren Esterase-Aktivitdt von C. albicans (Tsuboi et
al., 1996) beteiligt sind, mufl noch geklédrt werden. Es darf aber nicht auBBer Acht gelassen
werden, dass auch einige Lipasen, wie z.B. die hormon-sensitive Lipase (HSL) des
Menschen, ebenfalls Substrate von Esterasen spalten kénnen (Yeaman et al., 1994). Des
weiteren wurden auch Homologien zu intrazelluldren Lipasen von S. cerevisiae gefunden,
wie z.B. zu einer Lipase, die in der Vakuolenmembran lokalisiert ist und fiir den Abbau
von Autophagie-Korperchen und ,.cytoplasm to vacuole targeting™ (Cvt)-Vesikeln mitver-
antwortlich ist (Teter et al., 2001; Epple et al., 2003). AuBerdem liegen Homologien zu
putativen Triacylglycerol-Lipasen (7GLI-3) vor. Tgl3 ist fiir den Abbau von Lipiden aus
intrazelluldren Lipid-Ko6rperchen zustdndig (Athenstaedt & Daum, 2003). Somit kdnnen
diese intrazelluldren Lipasen verschiedene Stoffwechselfunktionen tibernehmen.

Enzyme mit moglichen pathogenen Eigenschaften, die durch die Homologiesuche entdeckt
wurden (3.2; Tab. 14), waren sowohl bekannte als auch putative Phospholipasen. Seit der
Identifizierung des a-Toxins von Clostridium perfringes, welches Phospholipase C-
Aktivitit besitzt, ist das Interesse an Phospholipasen erheblich gestiegen. Es konnte gezeigt
werden, dass plc-defiziente Clostridium-Stimme eine verringerte Virulenz in der
Gasbrand-Pathogenese aufwiesen (Titball ez al., 1989).
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Den Phospholipasen von C. albicans werden vielfiltige Aufgaben zugeschrieben. Zum
einen spielen sie eine Rolle in der Signaltransduktion (Hube et al., 2001), zum anderen
konnen sie auch Virulenzfaktoren darstellen. So zeigte in dem Mausmodell einer hdma-
togen disseminierten Candidose eine Phospholipase B1-defiziente Mutante eine verringerte
Virulenz (Leidich et al., 1998). Phospholipasen koénnen auch direkt die Wirtsmembran
schiadigen, wobei die Phospholipase A eine besondere Rolle spielen konnte. Durch ihre
Katalyse entstehen Lysophospholipide, welche Wirtsmembranen aufldsen konnen, eine
Wirkung die auch fiir die Toxizitdt von Schlangengiften verantwortlich ist (Dennis et al.,
1981).

Bis jetzt konnte bei C. albicans nur die extrazelluldre Phospholipase A-Aktivitdt nach-
gewiesen werden (Barrett-Bee ef al., 1985; Mago & Kuller, 1990), wobei das zusténdige
Gen noch nicht identifiziert wurde. Durch die Suche in der Sequenz-Datenbank von
C. albicans wurde ein Gen entdeckt (PLA), welches ein putatives Protein kodiert (Pla), das
Homologien zu Phospholipasen A anderer Organismen aufweist (3.3; Abb. 12), wie z.B.
zu einer Phosphatidat-bevorzugenden Phospholipase A; (Higgs ef al., 1998). Aufgrund der
Sequenzvergleiche mit den homologen Enzymen wurde eine putative DDHD-Doméne
erfaflit (PF02862), welche bei diesen Proteinen konserviert zu sein scheint. Es wird ver-
mutet, dass es sich um eine Bindungsstelle fiir Metall-lonen handelt, wobei die Bedeutung
der Doméne noch nicht geklért ist.

Die Resultate einer niedrigstringenten Southern Blot-Analyse deuten an, dass bei
C. albicans, C. dubliniensis und C. parapsilosis nur ein PLA-Gen vorliegt und somit keine
PLA-Genfamilie existiert (3.4; Abb. 13B). Im Genom von zwei verschiedenen
C. tropicalis-Stammen wurden mehrere Signale nachgewiesen, was bedeuten konnte, dass
bei dieser Candida-Art eine entsprechende Genfamilie vorkommt. Ebenfalls moglich wére,
dass ein Restriktionsldngenpolymorphismus vorliegt. In den Genomen von C. krusei und
C. glabrata konnten keine homologen DNA-Bereiche detektiert werden.

Erste Expressionsstudien haben gezeigt, dass das PLA-Gen in vitro konstitutiv von
C. albicans exprimiert wird (3.5.1; Abb. 14). Des weiteren wurde dieses Gen in zwei
verschiedenen Infektionsmodellen, dem RHE und der kiinstlichen vaginalen Schleimhaut,
durchgehend exprimiert (3.5.2; Abb. 15A&B). In einer vaginalen Patientenprobe konnte
ebenfalls die Expression von PLA festgestellt werden. Daher konnte die Pla von
C. albicans eine Rolle bei oberflachlichen Schleimhautinfektionen spielen. Ob das identi-
fizierte Enzym fiir die extrazelluldre Phospholipase A-Aktivitdt verantwortlich ist, muf3
jedoch noch geklédrt werden. Hierbei liefern das Vorhandensein eines putativen Signal-
peptids und der vier N-Glykosylierungsstellen erste Hinweise dafiir, dass die putative
Phospholipase den sekretorischen Weg durchlauft.

Die quasi konstitutive Expression von PLA ist ein erster Hinweis darauf, dass dieses Gen
eine essentielle Funktion in C. albicans haben konnte und somit ein ideales ,, Target™ fiir
eine antimykotische Therapie darstellt. Bei ersten Gendisruptionsexperimenten wurde ein
PLA-Allel deletiert (Borchert, 2002).
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Die heterozygote Mutante wies eine verminderte Myzelbildung auf Spider-Medium auf.
Ob es sich um ein fiir C. albicans essentielles Gen handelt, muf3 durch die Disruption des
zweiten noch intakten PLA-Allels tiberpriift werden. Die gezielte Zerstorung des zu PLA
homologen ORFs (YORO022c) von S. cerevisiae war zumindest nicht letal fiir die nah-
verwandte Hefe (http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/SGD/genehunter; Giaever ef al., 2002).
Im selben Jahr war dieser ORF bei einer Suche nach humanen Genen, die bei Krankheiten
eine Rolle spielen konnten, aufgefallen (Steinmetz et al., 2002). Die entsprechende
Deletionsmutante von S. cerevisiae wies Defekte in der mitochondrialen Atmung auf.
Nach diesen Ergebnissen zu urteilen, wire es daher moglich, dass die Pla von C. albicans

nicht extrazelluldr vorliegt, sondern im Mitochondrium lokalisiert ist.

Die Lipase-Genfamilie (L/PI-10) und deren Isoenzyme (Lip1-10)

Ein charakterisierter Teil des lipolytischen Netzwerkes von C. albicans ist die sekre-
torische Lipase-Genfamilie (Stehr, 1999). Die Sequenzen der Lipase-Gene wurden auf-
grund der Daten des Genomprojektes und eigener Sequenzierungen vervollstdndigt und
zum Teil korrigiert. Insgesamt gehoren zehn Mitglieder zu dieser Familie. Es ist unwahr-
scheinlich, dass weitere homologe Lipase-Gene in C. albicans entdeckt werden, da eine
umfangreiche Analyse des Genoms bereits 1999 lediglich diese zehn Gene aufzeigte
(Stehr, 1999). Auch wurden zwischenzeitlich keine neuen Lipase-Gene verdffentlicht.
Daher kann davon ausgegangen werden, dass alle in silico, in vitro sowie in vivo Unter-
suchungen der vorliegenden Arbeit ein vollstdndiges Bild der Isoenzym-Familie wider-
spiegeln. Es handelt sich ferner um die erste Genfamilie sekretierter Lipasen, die fiir einen

humanpathogenen Pilz beschrieben wurde.

In silico Analyse

Die LIP-Genfamilie gliedert sich aufgrund der Homologien der Mitglieder untereinander in
drei Untergruppen (3.1; Abb. 9). Diese Einteilung spiegelt sich auch in der Chromosomen-
lokalisation und in einer fiir die jeweilige Untergruppe spezifischen Signalpeptidliange
wider, was auf entsprechende Genduplikationen hindeuten konnte. Interessanterweise
befinden sich LIPI, LIP6 und LIP10, nach den Contigs zu urteilen, in unmittelbarer
Nachbarschaft zueinander. Dieser tandemartige Aufbau unterstiitzt die Theorie der Gen-
duplikation. Eine analoge Clusterbildung dreier Lipase-Gene (CrLIP3-5) wurde bereits bei
Candida rugosa gezeigt (Brocca et al., 1995).

Die repetitive Sequenzabfolge ist im Candida-Genom weitverbreitet und erleichtert
Rekombinationsprozesse, fordert zudem aber auch Genduplikationen. Diese genetische
Flexibilitdt des Pilzes ist ein vieldiskutierter Virulenzfaktor von C. albicans (Odds, 1994).
Bei spontanen morphologischen C. albicans-Mutanten konnte ein breites Spektrum an
multiplen chromosomalen Verdnderungen nachgewiesen werden. Dies ermdoglicht dem
Pilz, sich an die verdndernden Nihrstoffbedingungen anzupassen (Rustchenko et al.,
1997).
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Eventuell werden gerade die Gene dupliziert und erhalten, die dem Pilz z.B. gegeniiber
nicht lipaseproduzierenden Mikroorganismen einen Selektionsvorteil verschaffen. Durch
die Zunahme der homologen Lipase-Gene ist die Moglichkeit gegeben, dass sie sich nicht
nur divergent entwickeln, sondern auch den Ausfall eines einzelnen Lipase-Gens kom-
pensieren konnten.

Die katalytische Triade aller bisher bekannten Lipasen besteht aus den Aminosduren Serin,
Histidin und Aspartat bzw. Glutamat. Das nukleophile Serin von Lipl-10 befindet sich
hochstwahrscheinlich im konservierten Gly-Tyr-Ser-Gly/Tyr-Gly-Motiv (3.1; Abb. 8). Das
Histidin liegt vermutlich nicht, wie bisher angenommen, in der Sequenz ,,YHG* (Fu et al.,
1997), denn in diesem Bereich konnte die putative Oxianionen-Bindungstasche identi-
fiziert werden. Die Identifizierung erfolgte nach einer Konsensussequenz, die fiir bak-
terielle Lipasen aufgestellt wurde (Bell et al., 2002). Sequenzvergleiche mit homologen
Lipasen aus anderen Organismen unterstiitzen diese Annahme (3.9; Abb. 26). Der saure
Aminosédurerest konnte bis jetzt noch nicht lokalisiert werden. Ausgehend von der linearen
Aminosduresequenz miifite dieser Rest zwischen den beiden bereits positionierten Amino-
sduren liegen. Eine endgiiltige Aufklarung tiber die korrekten Positionen der Aminosduren
der katalytischen Triade kann aber nur z.B. durch eine in vitro Mutagenese oder Rontgen-
strukturanalyse erhalten werden.

Zusétzlich zeichnen sich die Lipasen von C. albicans durch vier konservierte Cysteinreste
aus, die vermutlich zwei Disulfidbriicken bilden. Das 146t darauf schlieBen, dass diese
Enzyme sich auch in ihrer Tertidrstruktur dhneln. Die Annahme, dass diese Enzyme sekre-
tiert werden, wird durch die moglichen Disulfidbriicken und die fiir eine Sekretion not-
wendigen N-terminalen Signalpeptide sowie verschiedene potentielle N-Glykosylierungs-
stellen unterstiitzt. Auch die menschliche Pankreas-Lipase (Winkler ez al., 1990) und die
Lipase-Isoenzyme von C. rugosa sind glykosyliert (Lotti ez al., 1998). Bei extrazelluldren
Lipasen von Pilzen scheint ein Glykosylierungsniveau von 5-10 % des Molekulargewichts
typisch zu sein (Commenil et al., 1995).

Das von LIP2 abgeleitete Protein Lip2 weist als Besonderheit im Hydrophobizitits-Plot
(3.1; Abb. 10), zusdtzlich zum N-terminalen Peak des putativen Signalpeptids, am
C-Terminus eine hydrophobe Region auf, die bei den restlichen Lipasen nicht in dieser
Form vorliegt. Dies konnte ein Hinweis auf eine mogliche Erkennungsregion fiir einen
Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker sein (Caro et al., 1997). Diese Art von Protein
ist in der Zellwand oder Plasmamembran verankert. Die Erkennungssequenz besteht aus
den drei sogenannten -Positionen ((DO, o*' und a)+2) (Udenfriend & Kodukula, 1995).
Zwischen den Positionen ®” und "' wird das Protein gespalten. Gerade die Positionen o’
und ©™ sind konserviert und werden durch den GPI-Transamidase-Komplex erkannt
(Gerber et al., 1992). An der o’-Position kommen vor allem die Aminosiuren A, C, D, G,
N und S vor. Bei Lip2 konnten die Aminosduren N*** G*** und D*° an den jeweiligen o-

Positionen liegen.
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Nach dem Erkennungssignal folgt eine fiir GPI-Proteine typische serin-/threoninreiche,
hydrophile Verbindungsdoméne und anschliefend eine hydrophobe Doméne, welche im
Hydrophobizitits-Plot zu erkennen ist (3.1; Abb. 10). Weitere in silico Analysen haben
widerspriichliche Ergebnisse ergeben, denn abhingig vom eingesetzten Algorithmus
konnte eine GPI-Ankersequenz vorhanden sein (Sundstrom, 2002) oder aber auch fehlen
(Lee et al., 2003). Daher bedarf es experimenteller Beweise fiir den putativen GPI-Anker.
Vorausgesetzt, es kommt zu keinen weiteren Prozessierungen, wiirden alle reifen Lipasen
aus 411 bis 455 Aminosduren bestehen. Fiir die C. albicans-Lipasen konnte kein Propeptid
identifiziert werden (3.1; Abb. 8) (Newport ef al., 2003). In der Literatur werden vereinzelt
prokaryotische Lipasen beschrieben, die als Prapropeptid synthetisiert werden (Jager ef al.,
1994). Dieses Phidnomen ist jedoch nicht auf Prokaryoten beschrénkt, denn auch die beiden
Lipasen von Candida antarctica liegen als Prapropeptid vor (Hoegh et al, 1994;
Uppenberg et al., 1994). Erst durch eine N-terminale Aminosduresequenzierung der auf-
gereinigten C. albicans Lipasen konnte sich kldren lassen, an welcher Stelle nach dem
Signalpeptid die reifen Proteine tatsidchlich beginnen.

Neben den sequenzspezifischen Hinweisen sprechen auch mehrere experimentelle Daten
fuir die Sekretion der Lipasen von C. albicans. So konnten Fu und Mitarbeiter (1997) durch
Komplementation von S. cerevisiae mit LIP1 von C. albicans eine extrazelluldre lipo-
lytische Aktivitét dieser ansonsten nicht-lipolytischen Hefe (Schousboe, 1976) nachweisen.
LIP] konnte ebenfalls in Pichia pastoris erfolgreich kloniert und exprimiert werden
(Melzer, 2002). Demnach handelt es sich bei Lipl um eine sekretorische Lipase. Bei
anderen Lipase-Genen der Genfamilie scheinen aber bestimmte CUG-Codons fiir Serine zu
kodieren, die essentiell fiir die lipolytische Aktivitét sind (Riecken, 2003). Das konnte auch
ein Grund dafiir sein, warum in der von Fu und Mitarbeitern (1997) angewendeten
Methode zur Suche nach (Phospho)lipasen nur LI/PI gefunden wurde, obwohl eine

Genfamilie von Lipasen existiert.

Das reine Vorhandensein einer Genfamilie von Lipasen bei C. albicans reicht nicht aus,
um eine Virulenzrelevanz zu begriinden, da ebenfalls Lipase-Genfamilien bei den nicht-
pathogenen Candida-Arten C. rugosa und C. deformans (Benjamin & Pandey, 1998; Bigey
et al., 2003) existieren. Allerdings bestehen auf Proteinebene keine hohen Homologien
zwischen den Lipasen von C. albicans und den erwidhnten weiteren Candida-Lipasen.
Weitaus hohere Homologien liegen jedoch zu Lipasen pathogener Pilze vor. Kiirzlich
wurden zwei Gene kloniert und sequenziert, die fiir lipolytische Enzyme von
C. parapsilosis kodieren (Neugnot et al., 2002). Die abgeleitete Proteinsequenz des
CpLip2-Proteins weist groBe Ahnlichkeiten zu den C. albicans-Lipasen Lipl-10 auf
(42-60 %), wobei die groBte Ubereinstimmung zu Lip4 besteht. Sequenzanalysen des auf-
gereinigten reifen Proteins ergaben, dass ein Signalpeptid vorhanden ist und an einer
konservierten Position abgespalten wird (Neugenot et al., 2002). Dadurch erhoht sich die

Wahrscheinlichkeit, dass auch Lip1-10 an dieser Position gespalten werden.
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Dass homologe Sequenzen von Lipase-Genen in beiden Candida-Arten vorliegen, haben
schon niedrigstringente Southern Blot-Analysen angedeutet (Fu et al., 1997; Stehr, 1999).
Weitere Hybridisierungen verstdrken die Annahme, dass auch bei C. dubliniensis lipase-
dhnliche Sequenzen vorhanden sind (3.8; Abb. 25; Stehr et al., 2003). PCR-Analysen mit
verschiedenen LIP-Primern untermauern die Existenz einer Lipase-Genfamilie (3.7.4.1;
Abb. 22). Vier von den fiinf erhaltenen Signalen lagen auf gleicher Hohe mit der ent-
sprechenden Bande von C. albicans. Daher konnten bei dieser nahverwandten Hefe zu
LIP2, LIP5-7 und LIP9 homologe Gene vorliegen. In der Southern Blot-Analyse, welche
mit einer LIP8-Sonde unter niedrigstringenten Bedingungen durchgefiihrt wurde, konnten
ebenfalls insgesamt fiinf Signale detektiert werden. Falls keine Schnittstellen des ein-
gesetzten Restriktionsenzyms in den C. dubliniensis-Banden vorhanden sind, wiirde diese
neu entdeckte Lipase-Genfamilie somit mindestens fiinf Mitglieder besitzen. Die ent-
sprechenden putativen Lipase-Gene von C. dubliniensis miissen noch kloniert und
sequenziert werden. Interessant wére in diesem Zusammenhang, ob der Unterschied
zwischen C. albicans und C. dubliniensis beziiglich der Virulenz u.a. auf die Anzahl der
Lipasen und deren Regulation zurlickzufiihren ist.

Im Gegensatz zu diesen Homologien wurden bei Sequenzvergleichen mit dem apatho-
genen Pilz §. cerevisiae keine homologen Lipase-Gene gefunden. S. cerevisiae und
C. albicans besitzen zu 90 % homologe Gene (Magee & Scherer, 1998). Alle librigen Gene
gelten als potentielle Virulenzfaktoren. Dies unterstiitzt die putative Virulenzrelevanz der

Lipase-Gene von C. albicans und deren homologen Verwandten.

Expressionsanalysen der Lipasen wihrend der Infektion

Es wurden verschiedene Strategien verfolgt, um die in vivo Expression und Regulation der
Lipase-Genfamilie zu analysieren. Daraus sollten Riickschliisse gewonnen werden, welche
Lipasen an welcher Art von Infektion und zu welchem Zeitpunkt beteiligt sind, um ein
vielversprechendes Kandidatengen fiir eine Gendisruption zu finden.

Zum einen wurden verschiedene Kulturmedien gewahlt, um klinisch sinnvolle Situationen
nachzustellen. Ein grofler Vorteil synthetischer Medien bestand in der Moglichkeit, die
Expression zeitlich aufzuschliisseln und reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten. Es fehlten
jedoch die wirtsspezifischen Reaktionen, welche wéhrend einer Infektion auftreten. Des-
halb wurden zum anderen auch etablierte Mausmodelle von Candidosen (Kretschmar et
al., 1999) beziiglich der Lipase-Genexpression tiberpriift. In diesen Séugetiermodellen war
eine Wirts-Pathogen-Interaktion gegeben. Auf diesem Wege konnten systemische
Mykosen analysiert werden. Um die Interaktion mit humanem Gewebe zu untersuchen,
wurden Candida-Infektionen kiinstlicher Schleimhaut-Modelle durchgefiihrt (Schaller et
al., 1998; Schaller et al., 2003). Mit diesen kontrollierten Infektionen konnte der zeitliche
Verlauf der LIP-Expression betrachtet werden. Ein Vorteil der in vivo Modelle ist die
Reproduzierbarkeit, es fehlen aber Mikroflora und Immunsystem des Menschen. Aus

diesem Grund wurden zusétzlich Patientenproben analysiert.
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Bei den in vitro Untersuchungen und den in vivo Modellen wurde jedoch nur ein Isolat
analysiert, wihrend bei humanen Candidosen verschiedene Isolate vorkommen, die sich in
der Genexpression unterscheiden konnen (Odds, 1988).

Die Analyse der Patientenproben wurde durch mehrere Umstdnde erschwert. Zum einen
lag nur eine geringe Menge an Ausgangsmaterial fiir die RNA-Isolierung vor. Zum
anderen fiihrte die Komplexitdt der Stuhl-Proben h#ufig zu Problemen bei der RNA-
Isolierung. Zusétzlich zu den Problemen der RNA-Isolierung war die Bestimmung der
Candida-Art besonders wichtig, da C. albicans und C. dubliniensis mit routineiiblichen
Methoden nicht unterscheidbar sind (Kurzai ef al., 1999).

Die verschiedenen medizinisch relevanten Candida-Arten unterscheiden sich in ihrer
Pathogenitit und auch in ihrem Resistenzverhalten gegeniiber gebrduchlichen Anti-
mykotika (Nguyen ef al., 1996). Das Problem der Speziesidentifizierung in der myko-
logischen Labordiagnostik ist deshalb sowohl klinisch als auch epidemiologisch und
wirtschaftlich relevant. Daher wurden zwei publizierte PCR-Verfahren miteinander kom-
biniert, um die klinischen Isolate zu differenzieren (2.2.8.6) (Donnelly et al., 1999; Kurzai
et al., 1999). Insgesamt wurden 100 Isolate getestet. 6 % wurden als C. dubliniensis-
Stamme identifiziert. Obwohl haufig berichtet wird, dass C. dubliniensis vor allem bei
HIV-Patienten nachgewiesen wurde (Sullivan & Coleman, 1998), lag nur bei einem der
sechs identifizierten C. dubliniensis-Patienten eine HIV-Erkrankung vor. C. dubliniensis
wird zudem mit oralen Candidosen assoziiert (Sullivan & Coleman, 1998). Diese Hefe
wurde aber auch schon in Urin-, Stuhl- und Sputum- sowie in vaginalen Proben nach-
gewiesen (Sullivan et al., 1997; Kirkpatrick ef al., 1998; Pinjon et al., 1998; Odds et al.,
1998; Polacheck er al., 2000). Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen
ergaben einen neuen Infektionsort von C. dubliniensis, den Zehen-Zwischenraum. Somit
kann diese Hefe anscheinend auch epidermale Infektionen auslésen. Die vorgenommene
Differenzierung der beiden Candida-Arten war notwendig, da es mit bestimmten LIP-
Primern zu Kreuzreaktionen kam (3.7.4.1; Abb. 22).

Fiir die Expressionsanalysen der Lipase-Genfamilie von C. albicans wurde zur Gene-
rierung der Transkriptionsprofile die RT-PCR-Analyse priferiert, da die zehn Lipase-Gene
von C. albicans in weiten Bereichen hohe Sequenzihnlichkeiten aufweisen und hierdurch
bei Northern Blot-Analysen die Gefahr von Kreuzreaktionen der eingesetzten Sonden be-
standen hitte. Die RT-PCR bietet die Moglichkeit, die nahverwandten Mitglieder der
Lipase-Genfamilie zu unterscheiden. Ein weiterer Vorteil der RT-PCR-Analyse liegt in der
hoheren Sensitivitét (Lee et al., 1999). Diese erlaubt die Untersuchung geringer Mengen an
Ausgangsmaterial, was bei der Analyse von Patientenproben eine Grundvoraussetzung ist.
C. albicans stellt hiaufig eine Kontaminante von lipidreichen Losungen dar, die in der
parenteralen Erndhrung eingesetzt werden (Lawrence et al., 1988). Bei der LIP-Expres-
sionsanalyse wurde ein Medium mit Olivendl als einziger Kohlenstoff (C)-Quelle gewahlt
(3.6.2), da es oft als Induktor fiir mikrobielle Lipasen genutzt (Corzo & Revah, 1999) und
ebenfalls als Zusatz fiir parenterale Erndhrungslosungen diskutiert wird (Ok et al., 2003).
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Gerade die Lipase-Genfamilie konnte in diesem Zusammenhang eine wichtige Rolle bei
der Proliferation des Pilzes in diesen Losungen spielen. Wéhrend der Kultivierung sank der
pH-Wert im Olivendl-Medium vermutlich aufgrund der freien Fettsduren (FFS) konti-
nuierlich von pH 5 auf pH 3. Diese Absenkung des pH-Wertes konnte optimale Be-
dingungen fiir weitere Virulenzfaktoren schaffen. Der pH-Wert selbst nimmt aullerdem
EinfluB3 auf die Genexpression von C. albicans. So werden z.B. PHRI und PHR?2, die fiir
zellwand-gebundene Glukanasen kodieren, im alkalischen bzw. sauren Milieu aktiviert (De
Bernardis ef al., 1998). Die entsprechenden Einzeldisruptionsmutanten zeigten abhéngig
vom pH-Wert des Infektionsortes eine verringerte Virulenz in einer systemischen
Candidose (pH 7,4 des Bluts) bzw. in einer vaginalen Candidose (pH 4,5) (De Bernardis et
al., 1998).

Die Lipase-Genfamilie wurde im Olivendl-Medium zeitlich und differentiell reguliert
(3.6.2; Tab. 15). Die Gene LIPI, LIP4 und LIP6-9 wurden Kkonstitutiv transkribiert.
Vermutlich sind daher ein oder mehrere der Isoenzyme fiir das Wachstum in diesem Lipid-
Medium verantwortlich. Die restlichen Lipasen sind wahrscheinlich nicht bei der Ver-
wertung des Olivendls involviert, da deren Gene gar nicht oder nur schwach exprimiert
wurden.

Uber kontaminierte Ernihrungslosungen gelangt das Pathogen unter Umgehung der
Barriere Haut direkt in das Blut des Patienten, wodurch eine hdmatogen disseminierte
Candidose entstehen kann (Moro et al., 1990). Diese Art von Infektion ist neben dem
Einsatz von Harnkathetern ein Grund fiir Harntraktinfektionen, da die Hefepilze im Ver-
lauf der Infektion aus dem Blut iiber Glomerula in den Urin ausgeschieden werden
(Richards et al., 1999). Bei nosokomialen Infektionen in den USA ist der Anteil an
Infektionen des Harntrakts in dem Zeitraum 1980 bis 1990 von 5,0 auf 20,5 % gestiegen
(Calderone, 2002). C. albicans ist bei 50-68 % der Harntraktinfektionen das krank-
heitsauslosende Agens gewesen.

Das von Frau Prof. M. Hohstetter entwickelte Urea-Medium diente zur Simulation einer
Harntraktinfektion (Frau Prof. M. Hohstetter, personliche Mitteilung). Der saure pH-Wert
des Mediums von 5,0 entspricht dem Bereich, in dem das Optimum der extrazelluldren
lipolytischen Aktivitdt von C. albicans liegt (Ogawa et al., 1992). Daher konnten die
Lipasen unter diesen Bedingungen aktiv sein.

Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit konnte auch unter diesen Bedingungen eine
differentielle Regulation der Lipase-Genfamilie beobachtet werden (3.6.1; Abb. 16). Die
Lipase-Gene LIPI und LIP5-8 wurden iiber den untersuchten Zeitraum konstitutiv ex-
primiert. Die Produkte dieser Gene konnten somit bei einer Harntraktinfektion beteiligt
sein. Zusétzlich zur differentiellen Regulation unterlagen einige Lipase-Gene auch einer

zeitlichen Regulation.
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Da keine Lipide als C-Quelle in dem Urea-Medium vorhanden waren, Lipase-Gene jedoch
exprimiert wurden, kann davon ausgegangen werden, dass die sekretierten Lipasen noch
weitere Aufgaben wahrnehmen, als nur die reine Nahrstoffbeschaffung. Die Lipase-
Genfamilie wird auch in anderen lipidfreien Medien exprimiert (Stehr, 1999; Hube ef al.,
2000). So wurden Transkripte von nahezu allen Lipase-Genen in Medien mit Proteinen als
einzige Stickstoffquelle entdeckt. Unter diesen Bedingungen werden auch sekretorische
Proteasen exprimiert (Stehr, 1999), denen bereits eine wichtige Rolle als Virulenzfaktoren

zugeschrieben wird.

Neben den in vitro Analysen wurden die ersten detaillierten Untersuchungen der in vivo
Expression der LIP-Genfamilie durchgefiihrt. Zuvor erfolgte diese Art von Untersuchung
nur bei der SAP-Genfamilie (Schaller ez al., 1998; Naglik et al., 1999; Staib et al., 2000).
Es wurde ein etabliertes Mausmodell einer systemischen Candidose beziiglich der zeit-
lichen Expression der zehn Lipase-Gene mittels RT-PCR untersucht (3.7.1; Abb. 17). Die
systemische Infektion ist die schwerste Form der Candidose, welche mit einer hohen
Sterblichkeitsrate korreliert (Taylor ef al., 1994). Bei einer Infektion der Maus verteilen
sich die C. albicans-Zellen ungleichmifig in den inneren Organen, daher kann die CFU
pro Organ nicht zum Angleichen der Transkriptmengen herangezogen werden (Felk,
2002). Aus diesem Grund wurde fiir die cDNA-Synthese eine Standardmenge der Gesamt-
RNA aus infizierten Organen eingesetzt (2.2.8.8).

Die Lipase-Gene LIP5 und LIPS wurden vor allem von Candida-Zellen exprimiert, die
Leber und Nieren befielen, wahrend von L/P10 zu keiner untersuchten Zeit Transkripte in
diesen Organen nachgewiesen wurden. Wenn man die LIP-Expression in den Leber-
Proben des friithen und des spdten Infektionsstadiums vergleicht, sind erhebliche Unter-
schiede zu beobachten. Dieses Ergebnis zeigt deutlich, dass das Expressionsprofil der
Lipase-Genfamilie vom Stadium der Infektion abhéngig ist. Die Lipasen, deren Gene
wiéhrend der Infektion runterreguliert wurden, sind vielleicht eher an den frithen
Ereignissen einer Infektion, wie z.B. der Adhésion an das Organgewebe, beteiligt. Nach
Stephens & Farley (1991) ist die mikrobielle Adhédsion eine Grundvoraussetzung fiir die
folgende Penetration und Invasion eines Organs. Nach der Invasion der Leber wechselte
das Pathogen sein Genexpressionsprofil und eine andere Gruppe von Lipase-Genen wurde
hochreguliert. Dieses konnte eine Antwort auf sich verdndernde Nahrstoffbedingungen
dargestellt haben. Die Strategie verhalf dem Pilz vermutlich dazu, das bestehende Substrat-
angebot optimal auszunutzen. Besonders auffillig war die dominante Expression von LIPS
und LIP8. Das konnte bedeuten, dass die beiden Genprodukte eine wichtige Rolle wiahrend
der gesamten systemischen Infektion gespielt haben, wobei Lip10 offenbar nicht involviert
war. Die in der Urea-Kultur konstitutiv exprimierten Lipase-Gene wurden auch in den
meisten Nieren-Proben exprimiert. Es muf3 jedoch beachtet werden, dass die letzte
Probennahme des Kulturmediums nach 24 h erfolgte, die Nieren aber erst nach drei Tagen

entnommen wurden.



Diskussion 126

Um festzustellen, ob das Urea-Medium geeignet ist, eine systemische Infektion der Nieren
vollstandig nachzustellen, miilten noch spidtere Zeitpunkte beziiglich der Lipase-
Genexpression analysiert werden.

Es konnten keine deutlichen Unterschiede beziiglich der Expressionsprofile von Leber und
Niere infizierenden Candida-Zellen nachgewiesen werden (3.7.2; Abb. 18). Dieses ist mit
Ergebnissen von Staib und Kollegen (2000) vergleichbar, die im gleichen Infektionsmodell
einer systemischen Candiose festgestellt haben, dass Candida-Zellen, welche Leber und
Nieren befielen, ein &dhnliches SA P-Expressionsprofil aufwiesen.

Zusammenfassend 148t sich sagen, dass die Lipase-Genfamilie wéihrend einer systemischen
Mausinfektion exprimiert und differentiell reguliert wird. Der Expressionsstatus der
Candida-Zellen héangt eindeutig vom Stadium der Infektion ab, ist aber unabhéngig vom
Infektionsort.

Die Mitglieder der L/P-Genfamilie sind dariiber hinaus vermutlich auch an der Besiedlung
von humanem Gewebe beteiligt, da Transkripte von allen zehn Lipase-Genen wihrend
einer experimentellen Infektion eines kiinstlichen oralen Schleimhautmodels (RHE) detek-
tiert wurden (3.7.3.1; Abb. 20). Bis jetzt wurde nur die Expression der S4P-Genfamilie in
diesem Modell analysiert (Schaller et al., 1998; Schaller et al., 1999). Die Lipasen konnten
in diesem Szenario bei der Adhédsion an die kiinstliche Mucosa und/oder deren Penetration
beteiligt gewesen sein. Das humanpathogene Bakterium S. epidermidis produziert eine
Lipase (GehD), die neben der lipolytischen Aktivitit auch eine Kollagen-bindende
Domine aufweist (Bowden et al., 2002). Dieses Enzym ist somit bifunktional, da es
Adhasions- und Hydrolyseeigenschaften besitzt. Fiir eine Esterase von Penicillium
Sfuniculosum konnte z.B. gezeigt werden, dass sie eine kohlenhydratbindende Doméne
aufweist (Kroon ef al., 2000). Vielleicht existieren ebenfalls weitere Liganden fiir die
Lipasen von C. albicans.

Transkripte von LIPI und LIP4-9 wurden in allen untersuchten RHE-Proben nach-
gewiesen, was auf eine konstitutive Expression dieser Gene in diesem Modell hindeutet.
Die Expression der restlichen Lipase-Gene war erst nach 36 h detektierbar. Somit konnte
erneut eine zeitliche Regulation der Lipase-Gentranskription nachgewiesen werden.
Verglichen mit dem Mausmodell einer systemischen Candidose konnte wieder eine
konstitutive Expression von LIP5-LIPS gezeigt werden. Anscheinend {ibernimmt diese
Gruppe an Lipasen in beiden Infektionsmodellen eine wichtige Aufgabe. Interessanter-
weise erfolgte die zeitliche Regulation von LIP4 und LIP9 gegenldufig in beiden
Modellen. Zum spéten Zeitpunkt der systemischen Infektion wiesen weniger Leber-Proben
eine Expression dieser Gene auf als im frithen Stadium. Im Gegensatz dazu wurden die
beiden Gene im RHE-Modell mit Zunahme der Infektionszeit starker exprimiert. Die
zeitliche Regulation der Lipase-Gene ist somit abhédngig vom untersuchten Infektions-
modell. Des weiteren wurde zum ersten Mal die zeitlich kontrollierte in vivo Expression

von LIP1(0 nachgewiesen.
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Es wurde ein weiteres Schleimhaut-Modell, ndmlich das einer vaginalen Schleimhaut,
beziiglich der Lipase-Genexpression {iberpriift. Kiirzlich ist die erste Veroffentlichung mit
dem vaginalen Modell erschienen (Schaller ez al., 2003), in der die Expression der SAP-
Genfamilie tberpriift und verschiedene sap-Mutanten beziiglich ihrer Invasivitdt getestet
wurden. Candidosen der Vagina und der Mundhohle sind die héufigsten Pilzinfektionen
der Schleimhaut. Die vaginale Candidose ist eine Pilzerkrankung, von der % aller Frauen
betroffen sind (Sobel ez al., 1998). Der vaginale pH-Wert von 4,5 (Caillouette et al., 1997)
liegt im Bereich des pH-Optimums der lipolytischen Aktivitdt von C. albicans. Daher kann
angenommen werden, dass die Lipase-Genfamilie an dieser Art von Candidose beteiligt
sein konnte. Die Lipasen unterstiitzen eventuell die Adhdsion des Pathogens an vaginale
Epithelzellen. Es wurde gezeigt, dass das Absenken des pH-Wertes auf 3,5 die Adhésion
von Mikroorganismen an vaginale Zellen fordert (Bibel et al., 1987). Durch das Freisetzen
von FS konnten die Lipasen den pH-Wert bis auf 3,5 absenken, wie sich in den Versuchen
mit YNB-Olivenol zeigte. Zusétzlich beglinstigen die FFS hydrophobe Wechselwirkungen
und damit die unspezifische Adhdsion an Wirtszellen und/oder benachbarte Zellen, wie es
fiir Propionibacterium acnes postuliert wurde (Miskin et al., 1997). Das Absenken des pH-
Wertes scheint auch einen erheblichen Einflu3 auf den Infektionsverlauf zu nehmen, da bei
weniger schweren vaginalen Candidosen der pH-Wert zwischen 3,8 und 4,2 liegt (Plourd,
1997).

Im vaginalen Schleimhaut-Modell wurden L/P4-8 iiber den untersuchten Zeitraum von
24 h exprimiert (3.7.3.2; Tab. 16). Da die Lipase-Gene ebenfalls im RHE-Modell durch-
gehend exprimiert wurden, scheinen sie auch in dieser Art von Oberflacheninfektion eine
Rolle zu spielen. Die restlichen Lipase-Gene wurden nur am Anfang (L/PI, LIP3 und
LIPY) oder gar nicht (LIP10) transkribiert, was einen Unterschied zur RHE-Expression
darstellt, wo die Expression dieser Gene mit der Zeit anstieg. Somit konnte erneut eine
zeitliche und vom Infektionsmodell abhéngige LIP-Expression gezeigt werden. Auch die
SAP-Gene werden in diesem Modell zeitlich und differentiell reguliert (Schaller et al.,
2003). Im Gegensatz zu der Lipase-Genfamilie werden mit der Zeit mehr SAP-Gene
exprimiert als zu Anfang der Infektion. Die gleichzeitige Expression von verschiedenen
Hydrolase-Genen, die unterschiedlich reguliert werden, unterstreicht die Flexibilitdt des
Pilzes. Daher erscheint es sinnvoll, nach gemeinsamen Hemmstoffen zu suchen, um die
pathogene Proliferation von C. albicans durch eine antimykotischen Therapie zu unter-
binden.

Einer der stiarksten Hinweise, dass die Lipase-Gene fiir Virulenzfaktoren kodieren, war der
Nachweis der Expression verschiedener L/P-Gene in klinischen Proben von Patienten, die
an unterschiedlichen Candidosen erkrankt waren (3.7.4.2; Abb. 24, Tab. 17). Neben der
differentiellen und zeitlichen Regulation im RHE-Modell konnte die Expression der
Lipase-Genfamilie in Proben von Patienten, die an oraler Candidose erkrankt waren,
gezeigt werden (3.7.4.2; Abb. 24).
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Die orale Candidose ist die hdufigste opportunistische Infektion HIV-Infizierter, wobei bis
zu 90 % der Patienten betroffen sein kénnen (Sullivan et al., 1995). C. albicans kann sich
an die orale Mucosa sowie an Zahnprothesen heften. Die Lipasen von C. albicans kdnnten
durch ihre katalytischen Eigenschaften die Hydrophobizitdt und damit ein unspezifisches
Anheften des Pathogens fordern. Bei S. aureus wird angenommen, dass die Lipase Ober-
flichenmolekiile der Wirtszelle angreift und somit Rezeptoren freisetzt, welche die Ad-
hision unterstiitzen (Rollof ez al., 1988).

In den oralen Patientenproben wurde erneut vor allem LI/P8 exprimiert (Abb. 24). Des
weiteren wurde die Expression von LI/P4 und LIP5 in 50 % der Proben nachgewiesen.
Transkripte von LIP1, LIP2, LIP3, LIP7 und LIP9 wurden jeweils nur in einer Probe nach-
gewiesen, obwohl LIPI, LIP7 und LIP9 wihrend der RHE-Infektion zu allen untersuchten
Zeitpunkten exprimiert wurden. Ebenso wurde LI/P6 im kiinstlichen Mucosa-Modell
konstitutiv exprimiert, aber nur in zwei Patientenproben wurden entsprechende Transkripte
nachgewiesen. LIP10-mRNA konnte in keiner der acht Proben detektiert werden, obwohl
die einzige in vivo Detektion von LIPI(0-Transkripten im RHE-Modell erfolgte. Unter-
schiede beziiglich der Expressionsdaten von RHE-Modell und oralen Patientenproben
konnen aus den bereits erwéhnten Griinden aufgetreten sein.

Neben den oralen Proben wurden noch weitere Infektionsorte, wie z.B. der gastro-
intestinale Trakt sowie die vaginale Schleimhaut, untersucht (3.7.4.2; Tab. 17). Die Zahl an
detektierten Candida-Zellen im Stuhl kann aufgrund von erndhrungsspezifischen Faktoren
oder einem pathogenen Befall des gastrointestinalen Traktes erhoht sein (Auger & Joly,
1975). Die Lipasen von C. albicans konnten dem Pilz in diesem Zusammenhang die vor-
handenen Lipide als C-Quelle erschlieBen und somit dessen Proliferation fordern. Ins-
gesamt wurden fiinf Lipase-Gene in der einzigen auswertbaren Stuhlprobe exprimiert. Vor
allem konnte von LIP6-8 eine deutliche Expression nachgewiesen werden.

Es wurde bereits prasentiert, dass die L/P-Genfamilie wéhrend der kontrollierten Infektion
eines kiinstlichen Modells einer vaginalen Schleimhaut differentiell exprimiert und zeitlich
reguliert wird (3.7.3.2; Tab. 16). Zusédtzlich wurden auch zwei Proben von Patientinnen
untersucht, die an einer vaginalen Candidose litten. Wie im analysierten Modell wurden
LIP5 und LIPS in beiden vaginalen Proben exprimiert (3.7.4.2; Tab. 17). Die beiden
Lipasen sind daher hdochstwahrscheinlich bei dieser Art der Pathogenese beteiligt.
Zusammenfassend 1468t sich sagen, dass auch bei einer vaginalen Candidose die Lipase-
Genfamilie differentiell exprimiert wird. Dies ist mit den Ergebnissen von Schaller et al.
(2003) vergleichbar, die bei vaginalen Patientenproben eine differentielle S4P-Expression
vorgefunden haben. Da zwei Arten von sekretierten Hydrolasen wéhrend vaginaler
Candidosen gleichzeitig exprimiert und differentiell reguliert werden, kénnte es zwischen
den verschiedenen sekretierten Hydrolasen zu synergistischen Effekten kommen. Die Her-
stellung von Mehrfach-Mutanten, bei denen verschiedene Hydrolase-Gene ausgeschaltet
werden sowie die Verwendung einer Kombination unterschiedlicher Enzym-Inhibitoren,

konnten tiber mogliche Synergismen Aufschluf3 geben.



Diskussion 129

Alle zehn Lipase-Gene waren zumindest in einem Modell transkriptionell aktiv, was
beweist, dass es sich nicht um Pseudogene handelt. Bei S. cerevisiae sind Pseudogene
ungewohnlich (Dujon, 1996). Bei C. rugosa wurden hingegen Pseudogene von Lipasen ge-
funden (Phillips ef al., 1995). Durch heterologe Expressionen in Hefen konnte gezeigt
werden, dass LIPI, LIP4, LIPS und LIP10 aktive Lipasen kodieren (Fu et al., 1997,
Melzer, 2002; Riecken, 2003).

Aufgrund der Expressionsdaten und erster erfolgreicher Proteincharakterisierungen kénnen
erste Riickschliisse auf mogliche Funktionen einzelner Lipasen gezogen werden. Bei der
systemischen Mausinfektion wurde L/P4 im frithen Stadium deutlich exprimiert, wobei die
Expression mit der Zeit abnahm. In beiden Schleimhaut-Modellen wurde eine konstitutive
Expression nachgewiesen. Des weiteren wurde L/P4-mRNA in 50 % der vaginalen und
oralen Patientenproben detektiert. Aufgrund dieser Ergebnisse kann angenommen werden,
dass Lip4 an frithen Infektionsprozessen bzw. oberfldachlichen Infektionen beteiligt ist.
Dies stimmt mit den Daten iiberein, die von Lan und Mitarbeitern (2002) tiber den phéno-
typischen Wechsel gesammelt wurden. Eine Microarray-Analyse hat gezeigt, dass LIP4
wihrend dieses Wechsels reguliert wird. Verglichen mit den ,,white* Zellen (W-Zellen)
wurde die LIP4-Expression in den ,,opaque™ Zellen (O-Zellen) des WO-1-Stammes
hochreguliert. O-Zellen waren in einem kutanen Mausmodell virulenter als in einem
systemischen Mausmodell (Kvaal et al., 1999). Anzumerken ist, dass Gene, die fiir
Enzyme der (3-Oxidation kodieren, in O-Zellen stdrker exprimiert werden als in W-Zellen.
Somit konnten die Lipide der Haut eventuell besser verwertet werden. Hanley und Mit-
arbeiter (2000) haben gezeigt, dass die Erzeugung von Cholesterol und FFS im richtigen
Verhiltnis kritisch fiir die Erhaltung der epidermalen Barrierefunktion ist. Die un-
kontrollierte Freisetzung von FFS konnte somit die Invasion von Pathogenen erleichtern.
Daher ist es notwendig, die kombinierten Effekte von den sekretierten lipolytischen En-
zymen selbst und deren enzymatischen Endprodukte in der gesamten mikrobiellen
Virulenz zu berlicksichtigen. Diese Reaktionen koénnten Entziindungsprozesse und Ge-
webeschéadigungen verursachen. Daher erscheint es sinnvoll, eine L/P4-KO-Mutante von
C. albicans herzustellen und z.B. in einem Epidermis-Modell zu testen.

LIP8 wurde sowohl in den Infektionsmodellen, als auch in den getesteten Proben der
Patienten konstitutiv exprimiert. Wahrend der systemischen Mausinfektion wurden LIPS§-
Transkripte sogar in 100 % der untersuchten Leber-Proben detektiert. Erste Charak-
terisierungen des heterolog exprimierten Proteins ergaben, dass zwei Serine, die durch
CUG-Codons kodiert werden, essentiell fiir die Aktivitdt der Lipase sind (Riecken, 2003).
In Abhéngigkeit davon, wieviele CUG-Codons fiir die heterologe Expression in
Pichia pastoris korrigiert wurden, verdnderten sich pH- und Temperatur-Optima der ent-
sprechenden Lipase-Varianten. Die Substratspezifitdt hingegen blieb konstant. Die ver-

schiedenen Lip8-Formen bevorzugten C-Ketten mit einer Lange von 8 und 16 C-Atomen.



Diskussion 130

Die hochsten lipolytischen Aktivitdten wurden mit dem Enzym erreicht, bei welchem alle
drei CUG-Codons angepalit wurden und damit dem urspriinglichen Protein am ehesten ent-
sprach. Diese Lipase besal3 ihre hochste Aktivitdt in einem Temperaturbereich von 28-
37 °C und einem pH-Bereich von 4-7. Durch diese Eigenschaften konnte dieses Enzym an
vielen verschiedenen Stellen im Wirt aktiv werden, was die vorgefundene konstitutive

Expression untermauert.

Funktionsanalyse von Lip8, einer konstitutiv exprimierten Lipase

Wie kann die Funktion bzw. Virulenzrelevanz eines Gens analysiert werden? Zum einen
gibt es die Moglichkeit, dass Gen gezielt auszuschalten, zum anderen den entgegen-
gesetzten Weg einer konstitutiven Uberexpression des Zielgens. Die entsprechenden
Mutanten konnen dann unter verschiedenen in vitro Bedingungen und wéhrend unter-
schiedlicher Infektionen im Vergleich zum Wildtyp (wt) analysiert werden.

Um zu untersuchen, ob Lipasen bei der Pathogenese von Candidosen von Bedeutung sind,
wurden /ip§-Mutanten hergestellt. Dieses spezielle Lipase-Gen wurde als Angriffsziel
ausgewdhlt, da es, verglichen mit den anderen Mitgliedern der Lipase-Genfamilie, am
haufigsten in vivo exprimiert wurde, was auf eine wichtige Rolle bei Infektionen mit
C. albicans schlieen konnte. Zur Funktionsanalyse von LI/P8 wurden verschiedene Gen-
disruptionsmethoden - die konventionelle URA-Blaster-Methode der vollstandigen Gendis-
ruption und zwei neue im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Methoden zum ,,Knock-
down* der Genexpression - und eine Strategie zur konstitutiven Uberexpression des Gens
angewendet.

Mit der URA-Blaster-Methode konnten beide LIPS-Allele erfolgreich zerstért werden
(3.10; Abb. 28), was mit einer Expressionsanalyse bestédtigt wurde (3.10; Abb. 29). Die
dafiir angewandte Methode zur gezielten Eliminierung von Genen (1.4; Abb. 4) ist bei
Fonzi & Irwin (1993) und Gow et al. (1994) ausfiihrlich beschrieben worden und wurde
bereits mehrfach fiir die Untersuchung von sekretorischen Proteasen angewendet (Hube et
al., 1997; Sanglard et al., 1997; Ibrahim et al., 1998). Ein Nachteil dieser Methode besteht
darin, dass zwei Transformationen notwendig sind, um beide Ziel-Allele nacheinander
auszuschalten. Mit jeder erfolgten Transformation und der damit verbundenen genetischen
Verdnderung besteht die Gefahr, dass ungewollte und unerkannte Mutationen auftreten.
Des weiteren beinhaltet diese Methode den Einsatz des Zellgiftes Fluoroorotat, welches
unspezifische Rekombinationsereignisse fordern konnte. Daher ist es von Nutzen, wenn
die Zahl der Transformationen auf ein geringeres Mal} reduziert werden kann. Im Rahmen
der Doktorarbeit wurden zwei neue Methoden etabliert, um die Genexpression von LIP§
mit einer einzigen Transformation stark zu senken. Diese Strategien kombinieren den KO-
Effekt (Deletion eines Teils des Zielgens) mit einem Antisense- bzw. RNAi-Interferenz-
Effekt (Knock-down (KD) Effekt).
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Zum einen wurde eine Insertionskassette entwickelt, welche spezifisch ein L/P§-Allel iiber
homologe Rekombination ausgeschaltet (3.11; Abb. 32) und gleichzeitig Antisense-RNA
produziert hat. Diese Antisense-RNA war gegen den 5°-Teil von LIPS gerichtet. Der
eingesetzte TEF3-Promotor (Colthurst et al., 1992) sollte fiir eine konstitutive Expression
der Antisense-RNA sorgen. Zum anderen wurde eine Insertionskassette generiert, die
ebenfalls ein Allel iiber homologe Rekombination zerstorte (3.11; Abb. 32). Zusétzlich
sollte diese Kassette doppelstringige RNA (dsRNA) des 5°-Teils von LIP8 mit einem
internen Abstandshalter exprimieren. Dieses Konstrukt stand nach der Transformation
unter der Kontrolle des endogenen L/P8-Promotors.

Die produzierte dsRNA, die moglicherweise bei beiden Strategien entstand, sollte als
Initiator fiir die sogenannte RNA-Interferenz (RNA1) fungieren. Diese spezielle Form des
»post-transcriptional gene silencing™ (PTGS) wurde das erste Mal bei C. elegans be-
schrieben (Fire et al., 1998). Interessanterweise scheint S. cerevisiae diesen Mechanismus
der RNA-Interferenz nicht zu besitzen. Daher war es fraglich, ob diese Strategie in der
nahverwandten Hefe C. albicans funktionieren wiirde. Durch eine Homologiesuche nach
RNAi-relevanten Proteinen in der C. albicans-Datenbank konnte ein Argonaut (Ago)-
homologes Protein identifiziert werden (Anhang 3). Es wird vermutet, dass Argonaut-
Proteine fiir den Transport von ,,short interfering RNAs* (siRNAs) zwischen der RNase III
,Dicer und dem Protein-RNA Nuklease Komplex ,,RNA-induced silencing complex*
(RISC) zustidndig sind (Hammond et al., 2001). AGO-Gene kommen in den meisten
eukaryotischen Genomen vor (Bohmert et al., 1998; Tabara et al., 1999; Catalanotto ef al.,
2000; Hammond et al., 2001; Pal-Bhadra er al., 2002), wobei S. cerevisiae hochst-
wahrscheinlich eine Ausnahme darstellt. Diese Proteine besitzen alle sogenannte PAZ- und
Piwi-Doménen. Im S. cerevisiae-Genom kommt kein Protein mit einer Piwi-Doméne vor.
Nach den RT-PCR Ergebnissen der Knock-down-Mutanten zu urteilen, scheint die RNA-
Interferenz in C. albicans mit beiden Strategien erfolgreich gewesen zu sein, denn es
konnte keine Expression von LI/P8 mehr nachgewiesen werden (3.11; Abb. 33A). Der
Knock-down-Effekt schien spezifisch gewesen zu sein, denn es konnte nachwievor eine
Expression des zu LIPS nahverwandten Gens LIPS festgestellt werden (3.11; Abb. 33C).
Um die putativen siRNAs nachzuweisen und damit den RNAi-Mechanismus endgiiltig zu
belegen, miissen noch Northern Blot-Analysen erfolgen.

Somit wurden zwei neue Strategien zur Analyse von Genfunktionen entwickelt, welche nur
eine Transformation benétigten.

Fiir die konstitutive Uberexpression von LIPS wurde zusitzlich ein dritter LIP8-ORF in
das Genom von C. albicans eingefiihrt. Dieser ORF stand unter der Kontrolle des Actin-
Promotors (Losberger & Ernst, 1989), um eine Uberexpression zu gewihrleisten. Da die
Mutanten (drei LI/PS-ORFs) verglichen mit dem wt (zwei LIPS8-ORFs) und mit einer
heterozygoten KO-Mutante (ein L/P§-ORF) (3.12; Abb. 36) sehr starke LIPS-Expressions-

signale aufwiesen, kann von einem Funktionieren des Konstruktes ausgegangen werden.
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Die hergestellten LIPS-Mutanten (KO-, KD- und Uberexpressionsmutanten) wurden be-
ziiglich verschiedener Parameter untersucht, um den EinfluB} einer gesteigerten bzw. einer
herabgesenkten oder génzlich ausgeschalteten LIPS8-Expression auf das Verhalten von
C. albicans unter verschiedenen in vitro und in vivo Bedingungen zu klaren.

Anscheinend beeintrachtigte das Zerstoren von einem oder zwei LIPS8-Allelen bzw. deren
Runterregulierung nicht die Fahigkeit zur Chlamydosporenbildung (3.13.2.3; Abb. 43).
Des weiteren nahm der Verlust von Lip8 keinen EinfluB} auf die Fahigkeit von C. albicans
andere Kohlenhydrat-Quellen als Glucose zu nutzen (3.13.2.5; Abb. 46A&B) und keinen
EinfluB auf die Osmotoleranz des Pilzes (3.13.2.6; Abb. 47A&B). Alle generierten lip§-
Mutanten zeigten dafiir im Lipid-Medium YNB-Tween 40 ein schlechteres Wachstum als
der wt (3.13.1.2; Abb. 38A&B). Tween 40 wird hiufig als Zusatz bei Kulturmedien und
als Lipasesubstrat flir verschiedene pathogene Bakterien genutzt (Lonon et al., 1988; van
Boxtel et al., 1990; Pratt et al., 2000). Anscheinend war die Expression beider L/P8-Allele
fur C. albicans notwendig, um eine optimale Wachstumsrate in diesem Medium zu er-
zielen, denn bereits die heterozygoten KO-Mutanten zeigten ein schwicheres Wachstum
als der wt. Demnach konnte dieser Verlust nicht vollstédndig durch andere Lipasen ausge-
glichen werden. Die Uberexpressionsmutanten verhielten sich in diesem Medium wie der
wt. Daher scheint ein dritter LIPS8-ORF, keinen Wachstumsvorteil fiir die Hefe zu be-
wirken. Von weitaus groferer klinischer Relevanz ist, dass die KO- und KD-Mutanten in
NuTRIflex® Lipid-Medium signifikant schlechter wuchsen als der wt (3.13.1.3; Abb. 39).
Diese Art von Losung stellt eine mogliche Kontaminationsquelle fiir mikrobielle Infek-
tionen dar (Deitel et al., 1975). Nach dem Wachstumstest zu urteilen, ist Lip8 fiir eine
optimale Proliferation in dieser Losung, welche in der parenteralen Erndhrungsbehandlung
zum Einsatz kommt, notwendig. Diese Lipase ist somit ein Kolonisationsfaktor, der das
Wachstum in einer lipidreichen Umgebung fordert, wie es z.B. auch auf pathogene
Staphylococcus-Arten zutrifft. Deren extrazelluldre lipolytische Aktivitdt unterstiitzte
ebenfalls das Wachstum der Bakterien (Rollof ef al., 1987; Longshaw et al., 2000). Die
C. albicans Lipasen stellen somit moglicherweise eine Anpassung an den Wirt dar
(Bossenz, 1998). Falls man die Definition eines Virulenzfaktors ausweitet und Gene bzw.
deren abgeleiteten Produkte, die das Uberleben des pathogenen Organismus unterstiitzen,
miteinbezieht, so widren die Lipasen von C. albicans potentielle Virulenzfaktoren im
weitesten Sinne. Somit stellt dieses Lipase-Gen bzw. das Enzym ein geeignetes Angriffs-
ziel dar, um die Proliferation von C. albicans in diesen Fettemulsionen, wie z.B. das
verwendete NuTRIflex® Lipid-Medium, zu unterbinden.

Die Inkubationstemperatur beeinflulite den Phéanotyp der LIPS8-Mutanten (3.13.2.2;
Abb. 42). Mit steigender Temperatur wurde der ,,rauhe” Phanotyp bei den /ip§-Mutanten
starker ausgeprégt. Dieses war sowohl bei den KO- als auch bei den KD-Mutanten zu be-

obachten.
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Die Uberexpressionsmutanten verhielten sich iiber den untersuchten Temperaturbereich
wie der wt. Bei den KO- und KD-Mutanten wurde bei héherer Temperatur die Myzel-
bildung gefordert bzw. bei niedrigerer Temperatur inhibiert. Das gleiche Phanomen war
bei einem steigenden pH-Wert festzustellen (3.13.2.1; Abb.41). Selbst die Retrans-
formande der homozygoten KO-Mutante konnte diesen Phénotyp nicht revertieren. An-
scheinend waren zwei intakte LIPS8-ORFs erforderlich, denn die Retransformande der
heterozygoten KO-Mutante verhielt sich wie der wt. Dieses Ergebnis wiirde auf einen
Gendosis-Effekt hindeuten. Die lipolytischen Aktivititstests im NuTRIflex® Lipid-
Medium haben jedoch gezeigt, dass sowohl die Retransformanden der heterozygoten als
auch der homozygoten KO-Mutante eine wesentlich hohere sekretierte lipolytische
Aktivitdt aufwiesen als der wt (3.13.3; Abb. 49B). Daher kann ein Gendosis-Effekt
vermutlich ausgeschlossen werden.

Moglicherweise ist das Zusammenspiel von zwei LIPS-Allelen notwendig, um den wt-
Phinotyp wiederherzustellen. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass beide Allele sich
differenziert und auseinander entwickelt haben und daher unterschiedliche Aufgaben
wahrnehmen. Bei den S4P2-Allelen konnte diese Art von divergenter Evolution nach-
gewiesen werden (Staib, ef al., 2002a). Dass bereits die heterozygoten KO-Mutanten den
»rauhen® Phénotyp ausbildeten, obwohl noch ein intaktes LIP8-Allel vorhanden war, ist
daher nicht erstaunlich. Uhl und Mitarbeiter haben kiirzlich gezeigt (2003), dass hetero-
zygote Mutanten phénotypische Abweichungen zum wt zeigen koénnen. Uber eine
Transposon-Mutagenese haben sie festgestellt, dass 146 Gene den Hefe-Myzel-Ubergang
beeinflussen, wenn sie nur in einer Kopie vorliegen. In diesem Screen fiel u.a. auch ein
mogliches Lipase-Gen auf (LIP2-3). Diese ,, Transposon“-Mutante zeigte eine verminderte
Myzelbildung auf Spider-Medium. Die Ergebnisse zeigen, dass Lipasen einen Einflu3 auf
den Hefe-Myzel-Ubergang nehmen kénnen. Die /ip8-Mutanten verhielten sich aber auf
Spider-Medium &hnlich wie der wt (3.13.2.3; Abb. 43). Interessanterweise schienen die
Uberexpressionsmutante und die Retransformande der heterozygoten KO-Mutante mehr
Myzel am Rand der Kolonie zu bilden als der wt. Offenbar unterstiitzte ein dritter L/PS-
ORF bzw. der iiberexprimierte ORF die Filamentbildung auf diesem Medium. Auf Platten,
die normalerweise genutzt werden, um die W- und O-Zellen des WO-1-Stammes zu unter-
scheiden (Andersen & Soll, 1987), zeigten die Uberexpressionsmutante und die Retrans-
formande der heterozygoten KO-Mutante, dhnlich wie beim Spider-Medium, eine erhdhte
Filamentbildung (3.13.2.4; Abb. 45). Des weiteren wiesen die Kolonien rote Sektoren auf,
die beim wt nicht auftraten. Beim WO-1 Stamm ist dies ein Indikator fiir O-Zellen.
Vielleicht forderte die Uberexpression von LIPS den phinotypischen Wechsel. Eine KO-
Mutante von SIR2 (,.silent information regulator®) wies ebenfalls eine vermehrte Myzel-
bildung und eine erh6hte Frequenz des phéanotypischen Wechsels auf (Perez-Martin et al.,
1999).
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Zusdtzlich zeigten die [/lip8-Mutanten eine erhohte Eigenaggregation (3.13.1.4;
Abb. 40A&B). Diese Flockung konnte durch eine gesteigerte Hydrophobizitédt verursacht
worden sein. Die Mutanten neigten unter vielen Bedingungen zu einer vermehrten
Filamentbildung und gerade die Myzelform ist hydrophober als die Hefeform (Lopez-
Ribot et al., 1991; Rodrigues et al., 1999). Eine Aquaporin-Mutante von S. cerevisiae wies
ebenfalls eine erhohte Flockenbildung auf (Carbrey er al., 2001). Bei S. cerevisiae-
Mutanten sind héufig Zellflockung im fliissigen Medium und eine ,,rauhe® Morphologie
der Kolonie auf Agar-Platten miteinander gekoppelt (Hampsey, 1997), was auf die /ip§-
Mutanten ebenfalls zutrifft. Der Grund der hdufig zum wt abweichenden Kolonieform der
Mutanten ist daher vermutlich die vermehrte Filamentbildung dieser Mutanten. Es wire
denkbar, dass Lip8 bevorzugt hydrophobe Substrate auf den Pilzzellen abbaut und somit
die unspezifische Zellaggregation unterbindet.

Da eine putative Lipase ausgeschaltet wurde, war neben den morphologischen Unter-
suchungen vor allem der EinfluB auf die lipolytische Aktivitét von Interesse. Die Uber-
stinde der KO- und KD-Mutanten, die im NuTRIflex® Lipid-Medium kultiviert wurden,
zeigten eine verringerte Aktivitit gegeniiber dem Uberstand des wt (3.13.3; Abb. 49A).
Die Differenz kann nicht auf das Fehlen eines URA3-Allels zuriickgefiihrt werden, da
CAI-2 die gleiche extrazelluldre lipolytische Aktivitit wie der wt besal3. Anscheinend
wurde Lip8 in diesem Medium sekretiert, denn die mit dem Uberexpressionsvektor
transformierten Stimme (Retransformanden und Uberexpressionsmutanten) besalen eine
stark erhohte extrazelluldre Aktivitit gegeniiber dem wt (3.13.3; Abb. 49B). Es wurde eine
Abhéngigkeit der lipolytischen Aktivitdt von Art und Anzahl der Allel festgestellt, die
folgende Reihe ergab:

2 wt-Allele < 1 Uberexpressionsallel < (1 wt-Allel + 1 Uberexpressionsallel) < (2 wt-Allele + 1 Uberexpressionsallel).

Die Zellwand des Pilzes selbst wird nicht von sezernierten lipolytischen Enzymen ange-
griffen, da sie hauptsichlich aus -Glukan (48-60 %), Mannoproteinen (20-23 %), Protein
(2-3 %), Chitin (0,6-2,7 %) und nur zu 2 % aus Lipiden besteht (Sullivan et al., 1983). Die
lipolytische Katalyse konnte durch Spaltung von antimykotischen FS direkt einen Schutz
fir C. albicans bieten. So produziert z.B. S. aureus eine Lipase, welche die antibakteriellen
Lipide der Haut hydrolysiert (Tirunarayanan & Lundebeck, 1968). Es wird angenommen,
dass das Fettsdure-modifizierende Enzym (FAME) (Kapral ef al., 1992) diese Funktion
unterstiitzt (Lowe et al., 1998). In diesem Zusammenhang wire es interessant, die
Suszeptibilitdt der LIP8-Mutanten gegeniiber antimikrobiellen Lipiden zu testen. Es konnte
bereits gezeigt werden, dass Sphingosine gegen Dermatophyten und C. albicans aktiv sind
(Bibel et al., 1993). SchlieBlich konnten die Lipasen auch andere kommensale Mikro-
organismen direkt angreifen oder durch Veridnderung der Umgebung die Wachstums-
bedingungen fiir andere Mikroorganismen verschlechtern und gleichzeitig fiir C. albicans
verbessern. Man konnte in diesem Zusammenhang die LIP8-Mutanten in Kokulturen mit

verschiedenen kommensalen Mikroorganismen testen.
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Zusitzlich zu den verschiedenen in vitro Analysen wurden die Mutanten in mehreren
Infektionsmodellen eingesetzt, um die Virulenzrelevanz von Lip8 zu kléren.

Es wurde der EinfluB3 der L/P8-Expression auf eine kiinstliche orale Candidose {iberpriift
(3.14.3.1; Abb. 53A&B). Hierbei zeigte sich, dass die eingesetzte KO-Mutante genauso
infektios gegeniiber der kiinstlichen Schleimhaut war wie der wt. Die Mutante wies erneut
eine verstirkte Myzelbildung auf, was dem Bild der in vitro Versuche entspricht. Der
Vergleich der Expressionsmuster von wt und Mutante (3.7.3.1; Abb. 20; Tab. 18) ergab,
dass die Expression von LIPI-3 und LIPS8-10 keine wesentliche Rolle fiir eine RHE-
Infektion spielte. Dagegen wurden LIP4-7 von beiden Stdmmen konstitutiv exprimiert.
Somit konnte offenbar das Fehlen von Lip8 ausgeglichen werden, obwohl LIP8 am
haufigsten in oralen Patientenproben exprimiert wurde (3.7.4.2; Abb. 24).

Auch im vaginalen Schleimhautmodell schien Lip8 keine entscheidende Rolle zu spielen,
denn die KO-Mutante war genauso virulent wie der wt. Beziiglich des Expressionsprofils
war auffillig, dass fast alle LIP-Gene konstitutiv von der KO-Mutante exprimiert wurden
(3.14.3.2; Tab. 19). LIPI, LIP3 und LIP9 waren hingegen beim wt nach 24 h nicht mehr
aktiv. Vielleicht war diese schwache Expression zusétzlicher Lipase-Gene eine Form der
Kompensation der Mutante. Wie beim RHE-Modell wurden LIP4-7 erneut stark ex-
primiert. Moglicherweise sind gerade diese Gene wichtig fiir Schleimhautinfektionen.

Bei einer intraperitonealen Infektion von Mé&usen werden die Candida-Zellen in die
Bauchhohle gespritzt. Anschliefend miissen sie zundchst die Organkapseln penetrieren,
um in das Blutsystem zu gelangen. Diese Gewebeschadigungen koénnen {iber Messungen
von Markerenzymen festgehalten werden (Kretschmar ef al., 1999; Ok ef al., 2003). Nach
der Alaninaminotransferase der Leber zu urteilen, bestand nach 24 h Infektion kein Unter-
schied zwischen wt und Mutanten. Vielleicht wéren Unterschiede erst zu einem spéteren
Zeitpunkt sichtbar gewesen oder es reichte z.B. die konstitutive L/P5-Expression aus, um
die fehlende LIPS-Expression zu ersetzen. Gerade LIP3 zeigt die hochsten Homologien zu
LIPS und ist vielleicht daher geeignet, die Aufgaben von L/P8 zu iibernehmen.

Des weiteren wurde das Mausmodell einer Katheterinfektion genauer untersucht. Der
Katheter ist die hdufigste nosokomiale Erregerquelle. Studien ergaben, dass in den USA
zentrale intravendse Katheter das Risiko einer tiber das Blut vermittelten Candidose um
den Faktor 3 erhohen (Beck-Sague & Jarvis, 1993). Diese Art von Candidose wird mit
einer intravendsen (i.v.)-Infektion bei Mausen nachgestellt. Nach der i.v. Injektion des
Pilzes verteilt sich dieser tiber das Blut und befillt die Organe. C. albicans ist dazu in der
Lage, an die Endothelzellen der Blutgefd3e zu adhérieren und diese zu penetrieren, um das
dahinter gelegene Organgewebe von z.B. Nieren und Leber zu befallen (Cannom et al.,
2002). In diesem Szenario ist die Endothelschicht die erste Barriere, die der Pilz zu
tiberwinden hat. Die sekretierten Lipasen von C. albicans konnten moglicherweise an den

Infektionsschritten der Adhdsion und/oder der Penetration beteiligt sein.
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Die homozygote KO-Mutante wurde wéhrend der i.v.-Infektion in einem geringeren
Prozentsatz in den Nieren der Méuse vorgefunden als der wt (3.14.4.2; Abb. 55A). Gerade
die Niere ist in diesem Infektionsmodell das Organ mit dem grofiten Pathogen-Befall
(Cannom et al., 2002). Die restlichen Mutanten zeigten keine signifikanten Unterschiede
zum wt. In der Leber waren die Unterschiede wesentlich ausgepragter (3.14.4.2; Abb. 55B)
- anscheinend war die KO-Mutante nicht dazu in der Lage, dieses Organ innerhalb von drei
Tagen zu befallen. Die heterozygote Mutante und die Retransformande der homozygoten
KO-Mutante besaBlen ferner eine geringere CFU als der wt. Die restlichen Candida-
Stamme wiesen keine signifikanten Unterschiede gegeniiber dem wt auf. Danach zu
schlieBen, sind zwei intakte L/P8-Kopien notwendig, um eine vollstindige Virulenz zu
entfalten. Somit scheint Lip8 einen Virulenzfaktor fiir eine Katheterinfektion darzustellen,
denn es starb keine Maus, die mit der KO-Mutante infiziert wurde (3.14.4.2; Tab. 20). Bei
allen anderen Stimmen traten letale Infektionen auf, wobei sich das Bild der CFU in der
Leber auch hier widerspiegelte, denn die Stimme mit der geringeren CFU verursachten
auch die wenigsten letalen Infektionen. Diese Korrelation von erhéhter CFU und erhdhter
Sterblichkeitsrate wurde ebenfalls von Ibrahim und Mitarbeitern (1995) festgestellt.

Um zu klaren, warum eine verringerte Virulenz im Mausmodell nach einer i.v.-Infektion
auftrat, wurden die Infektionsschritte der Adhéision und Penetration an isolierten humanen
Endothelzellen genauer untersucht. Andere Gruppen haben diesbeziiglich den Einflul von
verschiedenen Proteasen, Phospholipasen und Adhésionsproteinen bereits gepriift (Ibrahim
et al., 1998; Leidich et al., 1998; Fu et al., 2002). Es stellte sich die Frage, ob die gene-
rierten /ip8-KO- und Knock-down-Mutanten ebenfalls eine geringere bzw. die Uberexpres-
sionsmutanten eine erhdhte Adhésion an die Endothelzellen aufweisen wiirden als der wt.
Wie die Adhésionsversuche an isolierten Endothelzellen gezeigt haben, verhielten sich die
Mutanten aber wie der wt (3.14.1.2; Abb. 51). Somit nahm Lip8 keinen Einfluf auf die
Endothel-Adhésion oder andere Lipasen konnten das Fehlen von Lip8 kompensieren.

Auch die Gendisruptionsmutanten von Phospholipase B1 (caPLB1) und den sekretorischen
Protease-Genen SAP1, SAP2 und SAP3 wiesen beziiglich der Adhédsion keinen Unterschied
zum wt auf (Ibrahim ez al., 1998; Leidich et al., 1998). Im Gegensatz zu diesen sekretierten
Hydrolasen zeigte eine Gendisruptionsmutante des Adhésins Alslp eine stark reduzierte
Adhésion an humane Endothelzellen (Fu ef al., 2002). Des weiteren konnte festgestellt
werden, dass die Hydrophobizitit der C. albicans-Zellen bei der Anheftung an die
Wirtszellen eine wichtige Rolle spielt (Glee ef al., 2001). Da die /ip§-Mutanten wahr-
scheinlich hydrophober sind als der wt, ist es erkldrlich, warum die Mutanten keine
reduzierte Adhésion aufwiesen.

Nach einer erfolgreichen Adhésion des Pathogens ist das néchste Stadium der Infektion die
Penetration und Zerstorung der Endothelzellen. Es wurde nachgewiesen, dass Endothel-
zellen C. albicans-Zellen phagozytieren, aber nicht téten konnen (Filler ef al., 1995).
C. albicans induziert zundchst seine eigene Phagozytose indem es die Tyrosin-

phosphorylierung von zwei Endothelzellproteinen stimuliert (Belanger et al., 2002).
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Die Pilzzellen koénnen nach der Phagozytose jedoch aus den Endothelzellen wieder
ausbrechen und so aus den Blutgeféllen weiter in tiefere Gewebe vordringen.

Die sekretierten Lipasen von C. albicans konnten an der Zerstérung der Plasmamembran
durch eine unspezifische Hydrolyse von Phospholipiden beteiligt sein. Diese unspezifische
Hydrolyse durch Lipasen ist nicht ungewohnlich, da Phospholipide und Triacylglycerole
ein dhnliches Grundgertist besitzen (Anthonsen et al., 1995). Somit wire die Moglichkeit
gegeben, die Membranen von Wirtszellen zu lysieren oder deren Oberflédche zu verdndern,
wodurch die Adhésion und Penetration fiir den Mikroorganismus erleichtert wiren. Als
Beispiel fiir eine unspezifische Katalyse von Lipasen und der Zerstérung von Zellober-
flichen kann Borytris cinerea, ein phytopathogener Pilz mit einem breiten Wirtsspektrum,
angefiihrt werden. Dieser Pilz produziert eine Lipase, die neben lipolytischer auch cutino-
lytische Aktivitdt zeigt (Commenil et al., 1995). Neben einer unspezifischen Hydrolyse
konnten die Lipasen aber auch direkt Wirtsgewebe schiadigen. Bei Helicobacter pylori
wurde gezeigt, dass eine Lipase die Barriere-Funktion des Mucus durch den Abbau von
endogenen Lipiden schwécht (Slomiany ef al., 1992). Eine unkontrollierte Hydrolyse von
Lipiden des Wirtes durch C. albicans wiirde FFS erzeugen, welche bioaktive Molekiile
sind. Sie agieren als Signalboten, die u.a. die Aktivitidt von Phospholipasen, lonenkanilen,
ATPasen, G-Proteinen und Proteinkinasen beeinflussen (Duplus ef al., 2000). FFS kénnen
somit das ausbalancierte Netzwerk des Wirtes storen. Daher konnte die lipolytische Hydro-
lyse eine indirekte Rolle in der Virulenz spielen, indem sie Signaltransduktionswege modi-
fiziert und aus dem Gleichgewicht bringt.

Um zu tiberpriifen, ob die LIP-Gene an der Penetration der Endothelschicht beteiligt sind,
wurden mit den L/P8-Mutanten sogenannte ,,.Damage“-Versuche an humanen Endothel-
zellen durchgefiihrt. Nach den ersten Ergebnissen zu urteilen, ist eine der KD-Mutanten, in
der Fahigkeit Endothelzellen zu zerstoren, beeintrichtigt (3.14.2; Abb. 52). Die Uber-
expressionsmutante zeigte das entgegengesetzte Verhalten, da sie invasiver war als der wt.
Somit wire es moglich, dass aufgrund der verringerten Fahigkeit der Penetration eine
geringere Virulenz der /ip§-Mutanten im i.v.-Mausmodell einer Katheterinfektion fest-
gestellt wurde.

Des weiteren wurde das Mausmodell einer Osophagus-Candidose getestet. Osophagus und
Kardia (Mageneingang) sind von einem verhornten mehrschichtigen Plattenepithel aus-
gekleidet. Die Einmiindung des Kardia in den Antrum stellt einen Grenzbereich dar, in
dem das Plattenepithel in das mehrschichtige Zylinderepithel iibergeht (Pschyrembel,
1990). Die histologischen Grenzbereiche sind sehr verletzlich und kénnen im Fall einer
Maus-Infektion als eine Invasionsstelle dienen (Frau Dr. M. Kretschmar, personliche
Mitteilung). In diesem Mausmodell war die KO-Mutante nicht fahig, die Grenze zwischen
Kardia und Antrum zu penetrieren (3.14.4.3; Abb. 56B). Die LIPS8-Uberexpressions-
mutante hingegen konnte sogar an weiteren fiir den wt ungewdhnlichen Stellen das
Gewebe penetrieren (3.14.4.3; Abb. 56C). In diesem Modell konnte somit eindeutig

gezeigt werden, dass Lip8 einen Virulenzfaktor darstellt.
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Nach den Mausmodellen der Katheterinfektion und der Osophagus-Candidose zu urteilen,

ist Lip8 ein neu identifizierter Virulenzfaktor von C. albicans.

Antisense-Oligonukleotide und Lipase-Inhibitoren

Wie gezeigt wurde, kann der Verlust einer konstitutiv exprimierten Lipase zum Teil vom
Pilz kompensiert werden. Da eine Familie von LI/P-Genen existiert und C. albicans weitere
putative lipolytische Enzyme besitzt, stellte sich die Frage, wie moglichst viele Gene bzw.
deren Produkte gleichzeitig gehemmt werden konnen. Eine Strategie war, iiber eine
Kombination von Antisense-Oligonukleotiden, welche gegen verschiedene Lipase-Gene
gerichtet waren, die mRNA-Prozessierung zu storen. Es existiert ein Patent iiber die
Anwendung von Antisense-Oligonukleotiden als therapeutischen Ansatz gegen die Pro-
liferation von C. albicans (Ecker & Hoke, 1994). Eine andere Vorgehensweise war der
Einsatz von Lipase-Inhibitoren, um die sekretierten Enzyme direkt zu hemmen.

Beim Einsatz von Antisense-Oligonukleotiden ist die Auswahl der Zielsequenz besonders
kritisch, denn die Aktivitdt der Antisense-Oligonukleotide kann in Abhéngigkeit von der
Position der Zielsequenz von 0 % bis 100 % schwanken. Hierbei kann bereits die Ver-
schiebung der Sequenz um wenige Nukleotide zu dieser Schwankung fiihren (Crooke,
1992). Daher muB3 die effektivste Sequenz empirisch ermittelt werden. Durch den Einsatz
speziell modifizierter Antisense-Oligonukleotide, welche gegen Lipase-Gensequenzen
gerichtet waren, die das Startcodon enthielten, konnte das Wachstum von C. albicans in
YNB-Olivensl gehemmt werden. Diese Antisense-Oligonukleotide besalen endsténdige
Phosphothioat-Bindungen, um sie vor Exonukleasen zu schiitzen. Die gr6fte Hemmung
wurde mit einer Kombination von vier verschiedenen Antisense-Oligonukleotiden erzielt,
die gegen Lipase-Transkripte von LIP4-6 und LIPS gerichtet waren (3.15.2; Abb. 58).
Anscheinend war der gewéhlte Sequenzbereich essentiell fiir die Prozessierung, den Trans-
port oder die Translation der mRNA. Es wire ebenfalls moglich, dass die Antisense-DNA
an die Ziel-mRNA hybridisierte und sie somit fiir einen Abbau durch die RNase H
markierte (Lottspeich & Zorbas, 1998). Der Ausfall der Lipasen konnte durch die anderen
Mitglieder der Genfamilie nicht kompensiert werden.

Eine weitere Strategie, um die Proliferation von C. albicans in einer lipidreichen Um-
gebung zu hemmen und die gesamte lipolytische Aktivitdt zu senken bzw. mehrere lipo-
lytische Enzyme gleichzeitig zu inhibieren, war der Einsatz von Lipase-Inhibitoren.

Die Alkaloide Quinin und Quinidin konnten mit der hochsten eingesetzten Konzentration
das Wachstum von C. albicans im Lipid-Medium vollstindig hemmen (3.16;
Abb. 59A&B). Erste lipolytische Aktivitétstests haben gezeigt, dass mit 2 g Quinidin/l die
extrazelluldre Aktivitiat von C. albicans auf einen Wert von 76 % erniedrigt werden konnte
(3.17). Es ist beschrieben worden, dass Quinidin ebenfalls eine Esterase der Leukozyten
konzentrationsabhingig hemmen konnte, wobei mit einer Konzentration von 6,6 g/l eine

Restaktivitdt von 60 % gemessen wurde (Markovic et al., 1988).
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Quinin konnte mit einer Endkonzentration von 2 mg/ml die extrazelluldre lipolytische
Aktivitdt von C. albicans um ca. 50 % erniedrigen (3.17; Abb. 64).

Des weiteren hatte Acetylsalicylsdure (ASS) eine inhibitorische Wirkung auf das Wachs-
tum von C. albicans in YNB-Tween 40 und in einem Medium, welches in der parenteralen
Ernghrung eingesetzt wird (NuTRIflex® Lipid-Medium) (3.16; Abb. 60C). Die Inhalts-
stoffe dieses Mediums (Elektrolyte, Spurenelemente, Proteine und Lipide) stellen eine
exzellente Grundlage fiir das Wachstum von C. albicans dar. In vitro konnte hier sogar ein
selektiver Vorteil des Pilzes gegeniiber Bakterien festgestellt werden (Sherertz et al.,
1992). Das Wachstum in den Emulsionen wird mit systemischen Candida-Infektionen
assoziiert. Wie sich gezeigt hat, konnte die lipolytische Aktivitit des Candida-Uberstandes
einer NuTRIflex® Lipid-Kultur sowie die Aktivitit der eingesetzten Kontroll-Lipase
konzentrationsabhéngig mit ASS gehemmt werden (3.17; Abb. 65). Mit der Inhibition von
Lipasen konnte in der vorliegenden Arbeit eine neue Wirkung von ASS identifiziert
werden. Der Wirkmechanismus basiert wahrscheinlich auf einer Acetylierung des nukleo-
philen Serins der katalytischen Triade, denn Cyclooxygenasen werden ebenfalls an ihrem
aktiven Serin durch ASS acetyliert (Bailey, 1989). Darauf basiert die entziindungs-
hemmende Wirkung von Aspirin®. Bis jetzt wurde ASS bzw. Aspirin® jedoch noch nicht
als Lipase-Inhibitor beschrieben. Der Vorteil dieses Inhibitors wére daher, dass mikrobielle
lipolytische Enzyme gehemmt und gleichzeitig Entziindungsreaktionen von Seiten des
Wirtes inhibiert werden konnten.

Die lipolytische Aktivitét eines Kulturiiberstandes von C. albicans war interessanterweise
durch den Einsatz von Orlistat®, einem bekannten Inhibitor von humanen Lipasen, redu-
zierbar (3.17; Abb. 63). Humane Lipasen wurden zum Teil mit einer Orlistat®-Endkon-
zentration von 1 mg/l im Blut stark gehemmt (Krebs et al., 2000). Mit einer 100fach
hoheren Konzentration wurde die extrazelluldre lipolytische Aktivitit von C. albicans
inhibiert, und es bestand eine Restaktivitdt von ca. 70 %. Die humane Leber-Esterase
wurde ebenfalls erst bei dieser hoheren Konzentration inhibiert (Hadvary ef al., 1988).

Zur weiteren Charakterisierung der Lipasen von C. albicans wurden neben den Versuchen
mit Inhibitoren humaner Lipasen auch Untersuchungen mit deren Aktivatoren vor-
genommen. Bei einer humanen Lipase wurde festgestellt, dass das Gallensalz Natrium-
taurocholat die adsorbierte Lipase wahrscheinlich stabilisiert (Granon & Seneriva, 1980).
Die Rontgenstrukturanalyse der gallensalzaktivierten Lipase des Rinds bewies, dass das
Natriumtaurocholat den ,,Deckel* des Enzyms in der offenen Konformation festhélt (Wang
et al., 1997). Bei C. albicans konnte die extrazelluldre lipolytische Aktivitdt durch die
Zugabe des Gallensalzes stimuliert werden (3.17; Abb. 62). Dies stimmt mit Ergebnissen
tiberein, die mit Malassezia furfur erzielt wurden. Hier konnte die lipolytische Aktivitét
des Pilzes, welche ebenfalls ein pH-Optimum von 5,0 besitzt, konzentrationsabhédngig mit
Natriumtaurocholat erh6ht werden (Ran et al., 1993).
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Tsuboi und Mitarbeiter (1996) konnten bereits mit einer Konzentration von 0,5 %
Natriumtaurocholat eine Erhhung der extrazelluldren Esterase-Aktivitdt von C. albicans
auf einen Wert von 183 % messen. Bei Wachstumsversuchen mit C. albicans verursachte
die hochste Endkonzentration an Natriumtaurocholat (1 %) nach drei Tagen eine Wachs-
tumszunahme um den Faktor 5 (3.16; Abb. 61). Damit konnte gezeigt werden, dass die
extrazelluldre lipolytische Aktivitdt das Wachstum von C. albicans forderte. Dies stimmt
mit Ergebnissen liberein, welche mit M. furfur erhalten wurden. Auch hier konnte durch
die Zugabe von Natriumtaurocholat das Wachstum der lipophilen Hefe konzentrations-
abhéngig gefordert werden (Ran et al., 1993).

Somit beeinflussen sowohl Aktivatoren als auch Inhibitoren humaner Lipasen das
Wachstum und die extrazelluldre lipolytische Aktivitdt von C. albicans. Ein Grund dafiir
konnte die Anpassung des opportunistischen Pathogens an den Wirt sein. Beide erhalten
das gleiche Nahrstoffangebot. Daher ist es plausibel, wenn sich die Enzyme der Néhrstoft-

beschaffung auch in ihren Eigenschaften gleichen.

Spekulationen iiber weitere Funktionen der sekretierten Lipasen von C. albicans
Genauso wie die SAP-Genfamilie erfihrt die Lipase-Genfamilie eine differentielle und
zeitliche Kontrolle der Genexpression, was darauf hinweist, dass die einzelnen Lip-
Isoenzyme individuelle Funktionen iibernehmen konnten. Daher kann angenommen
werden, dass C. albicans die Lipase(n) exprimiert, die abhédngig von der Umgebung am
geeignetsten sind. Die wahrscheinlich durch Genduplikation und anschlieBende Diversi-
fizierung entwickelten Lipasen, die vermutlich optimal an unterschiedliche Aufgaben in
Wirtsnischen adaptiert sind, ermoglichen dem Erreger eine ideale Anpassung an die sich
verdndernde Wirtsumgebung. Die sekretierte Lipasen von C. albicans konnten wihrend
der Kolonisation und Infektion des Wirtes folgende Funktionen tibernehmen (Abb. 66;
modifiziert Stehr et al., 2003):
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Wachstum Synergismen

© e o X Pl (X)

Lipasen

Invasion durch / \ Verteidigung
(un)spezifische Hydrolysen

Immunsystem

Abb. 66: Mogliche Funktionen der Lipasen von C. albicans, die zum Teil bestétigt (griine Felder),
widerlegt (rote Felder) bzw. noch untersucht werden miissen (gelbe Felder).

Wachstum: Die Lipolyse konnte C-Quellen fiir C. albicans erschlieBen und somit das Wachstum
fordern. Adhidsion: Die freigesetzten FS konnten iiber hydrophobe Wechselwirkungen die
Adhision des Pilzes stimulieren. Synergismen: Die Lipasen koénnten mit anderen Hydrolasen
zusammenwirken oder zumindest optimale Bedingungen fiir diese Enzyme schaffen. Verteidigung:
C. albicans erfahrt durch die extrazelluldren Lipasen mdoglicherweise einen Selektionsvorteil
gegeniiber anderen Mikroorganismen, indem die Lipasen diese Konkurrenten oder antimykotische
Lipide des Wirts abbauen. Immunsystem: Die Lipasen und deren katalytischen Endprodukte
konnten Effekte auf Immunzellen ausiiben und vielleicht Entziindungsreaktionen hervorrufen.
Invasion durch (un)spezifische Hydrolysen: Die Lips konnten zusdtzlich phospholipolytische
Aktivitit aufweisen oder direkt die Invasion fordern.

Der zunehmende Einsatz neuerer medizinischer Behandlungsmethoden wie Organ-
transplantationen, eine Langzeitanwendung von Breitbandantibiotika und/oder Immun-
suppressiva sowie zentralvendse Katheter fithren zu einer erhohten Inzidenz invasiver
Mykosen unter den nosokomialen Infektionen. Analog zur HIV-Kombinationstherapie
konnten sich durch den Einsatz von diversen Inhibitoren gegen hydrolytische Enzyme
moglicherweise neue Therapieansétze er6ffnen, um die Proliferation des humanpathogenen

Pilzes C. albicans zu unterdriicken.
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S Zusammenfassung

Der opportunistische Erreger Candida albicans verursacht die meisten Mykosen beim
Menschen. Zur Zeit gibt es nur wenige wirkungsvolle Medikamente gegen invasive oder
systemische Candida albicans-Infektionen. Durch Zunahme der Risikopatienten und der
Zahl resistenter Pilze wird die Situation weiter verscharft.

Im Rahmen dieser Arbeit wird erstmalig eine Genfamilie von sekretierten Lipasen bei
einem humanpathogenen Pilz beschrieben. Sie besitzt mindestens zehn Mitglieder (LIP1-
LIP10). Um neue klinisch relevante Angriffspunkte zu identifizieren, sollte die Bedeutung
sekretierter lipolytischer Enzyme, speziell der Lipase-Genfamilie, bei der Besiedlung und
Infektion von Candida albicans aufgeklart werden. Dazu wurden wahrend verschiedener
Infektionen umfangreiche in vivo Expressionsstudien durchgefiihrt. Es wurde gezeigt, dass
ein neu identifiziertes Phospholipase A-Gen sowohl in vitro als auch bei Infektionen kiinst-
licher Schleimhéute konstitutiv exprimiert wird, was auf eine essentielle Rolle dieses Gens
schlieBen ldsst. Des weiteren wurde mittels RT-PCR-Analysen gezeigt, dass die Lipase-
Genfamilie wahrend systemischer Mausinfektionen, Infektionen kiinstlicher oraler und
vaginaler Schleimhdute sowie verschiedener humaner Candidosen exprimiert und differen-
tiell reguliert wird. Um Patientenproben untersuchen zu kénnen, wurde eine PCR-basierte
Methode zur Unterscheidung der nahverwandten Hefen Candida albicans und
Candida dubliniensis etabliert.

Einige Lipase-Gene wurden konstitutiv exprimiert wéhrend andere eine transiente Expres-
sion aufwiesen. Vor allem LIP4 bis LIP§ wurden durchgehend bei oberfldchlichen sowie
systemischen Candidosen exprimiert. Das Transkriptionsprofil der Lipase-Gene hing vom
Infektionsstadium (zeitliche Kontrolle) und der Art der Infektion ab. Diese Ergebnisse
verdeutlichen die Flexibilitdt des pathogenen Pilzes als Antwort auf verénderte Um-
gebungsreize, sein Expressionsstatus den gegebenen Umstéinden anzupassen. In den
Patientenproben wurden vor allem L/P8-Transkripte nachgewiesen. Um zu kléren, ob es
sich bei LIPS um einen Virulenzfaktor fiir Candida albicans handelt, wurde das Gen
mittels URA-Blaster-Methode zerstort. Parallel dazu wurden zwei neue molekular-
biologische Strategien entwickelt, um die Genexpression von L/P8 mit einer einzigen
Transformation - basierend auf einem RNA-Interferenz/Antisense-Mechanismus -
vollstindig zu inhibieren. Zusitzlich wurden Uberexpressionsmutanten hergestellt.
Infektionsstudien deuteten an, dass Lip8 nicht an der Infektion oraler und vaginaler
kiinstlicher Schleimhdute sowie bei systemischen Infektionen von Mausen beteiligt ist, da
die Mutanten genauso virulent waren wie der Wildtyp. Im Gegensatz dazu ergaben in vitro
Analysen des Phénotyps, dass die /ip§-Mutanten zu einer vermehrten Filamentbildung auf
unterschiedlichen Festmedien und in Fliissigmedien neigten. Es wurde eine direkte

Korrelation zwischen pH-Wert, Temperatur und der Myzelbildung festgestellt.
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Die Verhinderung der L/PS8-Genexpression verursachte ein verringertes Wachstum in ver-
schiedenen Lipid-Medien. Von klinischer Relevanz war die geringere Proliferation der
Mutanten in einer fetthaltigen, parenteralen Erndhrungslosung. Zusétzlich zeigten die
Mutanten auch eine um bis zu 30 % niedrigere, extrazelluldre lipolytische Aktivitét als der
Wildtyp.

Lip8 stellt sowohl bei intravendsen als auch bei Osophagus-Infektionen einen Virulenz-
faktor von Candida albicans dar. Bei der intravendsen Infektion von Méusen wurde bei der
Deletionsmutante, im Gegensatz zum wt, keine letale Wirkung festgestellt. AuBerdem
konnte eindeutig gezeigt werden, dass Lip8 bei einer Infektion des Osophagus von Mausen
essentiell fiir die Penetration der Kardia-Antrum-Falte ist. Im gleichen Modell wies eine
LIPS-Uberexpressionsmutante eine weitaus groBere Invasivitit auf als der Wildtyp.

Mit den Lipase-Inhibitoren Quinin, Quinidin und Acetylsalicylsdure sowie verschiedenen
Antisense-Oligonukleotiden konnte die Proliferation von Candida albicans in Lipid-
Medien beeintrachtigt oder sogar ganz unterbunden werden. Es wurde gezeigt, dass die
extrazelluldre lipolytische Aktivitét des Pilzes flir das Wachstum von Candida albicans in
einer parenteralen Erndhrungslosung verantwortlich ist, da das Wachstum und die Aktivitét
mit Acetylsalicylsdure gehemmt werden konnte. Der humane Lipase-Inhibitor Orlistat®™
konnte die lipolytische Aktivitdt ebenfalls hemmen. Damit wurde gezeigt, dass sekretierte
lipolytische Enzyme bei dem multipotenten Erreger Candida albicans die Erschliefung
von Lipiden als Nahrstoffquellen und die Invasion bei verschiedenen Infektionsmodellen

ermoglichen.

Das Verstdndnis der Rolle der Lipasen von Candida albicans konnte zu neuen Therapie-
ansédtzen fiihren. Diese Arbeit hat mit dem Lipase-Gen LIPS einen neuen Ansatzpunkt fiir

eine antimykotische Therapie identifiziert.
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Anhang

Anhang 1: In dieser Arbeit hergestellte Plasmide, deren Ausgangsvektoren und Verwendungszweck.

Plasmid Insert Ausgangsvektor Quelle Zweck
pCR-BluntII-TOPO-LIP3 (B42) LIP3 + umliegende Bereiche pCR-BluntII-TOPO Diese Arbeit Sequenzierung
pGEM®-T-LIP6 (B112) LIP6 + umliegende Bereiche pGEM®-T Diese Arbeit Sequenzierung
pGEM®-T-LIP7 (B113) LIP7 + umliegende Bereiche pGEM®-T Diese Arbeit Sequenzierung
pGEM®-T-LIP8 (B103) LIPS + umliegende Bereiche pGEM®-T Diese Arbeit Sequenzierung
pGEM®-T-LIP9 (B114) LIP9 + umliegende Bereiche pGEM®-T Diese Arbeit Sequenzierung
pGEM®-T-LIP10 (B115) LIP10 + umliegende Bereiche pGEM®-T Diese Arbeit Sequenzierung
pGEM®-T-HindIII-PLAexp-Xhol (B5) HindllI-PLAexp-Xhol pGEM®-T Diese Arbeit Sequenzierung
pMB-7 (B23) hisG-URA3-hisG pUCI18 Fonzi & Irvin, 1993  Knock out
pGEM®-T-Sacl- LIP8(5’)-Kpnl (B11) Sacl-LIP8(5°)-Kpnl pGEM®-T Diese Arbeit Knock out,
Antisense
pGEM®-T- Sall-LIP8(3”)-PstI (B9) Sall-LIP8(3’)-Pstl pGEM®-T Diese Arbeit Knock out,
Antisense, RNAI
pGEM®-T- Sacl-LIP8(5)-Kpnl-2 (B14) Sacl-LIPS(5’)-Kpnl-2 pGEM®-T Diese Arbeit RNAi
pGEM®—T-KpnI-LIP8antisense—B glll (B15)  Kpnl-LIP8antisense-Bglll pGEM®—T Diese Arbeit RNAi
pGEM®-T-BgllI-PolyA-Bglll (B16) BgllI-PolyA-BglII pGEM®-T Diese Arbeit RNAi
pGEM®-T-Kpnl-TEF3-Promotor-Kpnl (B22) Kpnl-TEF3-Promotor-Kpnl pGEM®-T Diese Arbeit Antisense
pGEM®-T-Kpnl-Actin-Promotor-Kpnl (B40) Kpnl-Actin-Promotor-Kpnl pGEM®-T Diese Arbeit Retransformation,
Uberexpression
pMB-7-Sall-LIP8(3°)-Pstl (B12) Sall-LIP8(3°)-Pstl pMB-7 Diese Arbeit Knock out,
Antisense, RNAI
pGEM®-T-Sacl-LIP8sense-Kpnl- Sacl-LIP8sense-Kpnl- pGEM®-T-Sacl-LIP8(5’)- Diese Arbeit RNAI
LIP8antisense-BglIl (B24) LIPS8antisense-Bglll Kpnl-2
pMB-7-Sacl-LIP8(5*)-Kpnl-hisG-URA-hisG- Sacl-LIP8(5’)-Kpnl-hisG-URA- pMB-7-Sall-LIP8(3°)-Pstl  Diese Arbeit Knock out
Sall- LIP8(3°)-Pstl (B25) hisG- Sall-LIP8(3’)-Pstl
pMB-7-Sacl-LIP8sense-Kpnl-LIP8antisense- Sacl-LIP8sense-Kpnl- pMB-7-Sall-LIP8(3°)-Pstl Diese Arbeit RNAi
Bglll-hisG-URA-hisG-Sall-LIP8(3’)-Pstl LIP8antisense-Bglll-hisG-URA-
(B23) hisG-Sall-LIP8(3°)-Pst]
pMB-7-Sacl-LIP8(5°)-Kpnl-TEF3-Promotor- Sacl-LIP8(5°)-Kpnl-TEF3- pMB-7-Sall-LIP8(3°)-Pstl Diese Arbeit Antisense

Kpnl-hisG-URA-hisG-Sall-LIP8(3”)-Pstl Promotor-Kpnl-hisG-URA-hisG-
(B29) Sall-LIP8(3°)-Pstl
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Plasmid Insert Ausgangsvektor Quelle Zweck
pMB-7-Sacl-LIP8sense-Kpnl-LIP8antisense- Sacl-LIP8sense-Kpnl- pMB-7-Sacl-LIP8sense- Diese Arbeit RNAI
Bglll-PolyA-Bglll-hisG-URA-hisG-Sall- LIPSantisense-Bglll-PolyA-Bglll-  Kpnl-LIP8antisense-BglII-
LIP8(3’)-Pstl (B30) hisG-URA-hisG-Sall-LIP8(3°)-Pstl  hisG-URA-hisG-Sall-
LIP8(3’)-Pstl
pGEM®-T-KpnI-LIP§ORF+3’UTR-Ncol Kpnl-LIPSORF+3 "UTR-Ncol pGEM®-T Diese Arbeit Retransformation,
(B39) Uberexpression
pGEM®-T-Kpnl-Actin-Promotor-Kpnl (B40) Kpnl-Actin-Promotor-Kpnl pGEM®-T Diese Arbeit Retransformation,
Uberexpression
pGEM®-T-K pnl-Actin-Promotor-Kpnl- Kpnl-Actin-Promotor-Kpnl- pGEM®-T-Kpnl- Diese Arbeit Retransformation,
LIP8ORF+3’UTR-Ncol (B41) LIPSORF+3"UTR-Ncol LIP8ORF+3°’UTR-Ncol Uberexpression
pGEM®-T-Sacl-Actin-Promotor-LIP8-Sacl  Sacl-Actin-Promotor-LIP8-Sacl PCR mit B41 als DNA- Diese Arbeit Retransformation,
(B43) Template Uberexpression
pClp10 (B38) RP10-URA3 pBluescript KS™ I Murad et al., 2000 Retransformation,
Uberexpression
pClp10-Sacl-Actin-Promotor-LIP8-Sacl Sacl-Actin-Promotor-LIPS-Sacl pClp10 Diese Arbeit Retransformation,
(B44) Uberexpression

Erkldrung der relevanten Abkiirzungen, wenn nicht anders beschrieben, sind die Gene und Genfragmente von C. albicans:
Actin-Promotor: Promotor des Actin-Gens; hisG: Sequenz des hisG-Gens von Salmonella typhimurium; LIP8(5”), LIP8(3’): 5°- bzw. 3’-Bereich des
LIP8-Gens; LIP8antisense, LIP8sense: entgegengesetzt orientierte Abschnitte des LIP§-Gens; LIPSORF+3’UTR: ORF und 3°-UTR des LIP§-Gens;
PLAexp: Gen fiir eine putative Phospholipase; PolyA: 3’-Bereich mit 3’-UTR des LIP8-Gens; RP10: Gen fiir ein ribosomales Protein; TEF3-Promotor:
Promotor des TEF3-Gens; URA3: Gen fiir die Orotidin-5’-Monophosphat Decarboxylase
Sequenzierung: Die Inserts dieser Plasmide wurden sequenziert; Knock out, Antisense, RNAi, Uberexpression: Diese Plasmide wurden eingesetzt, um
das entsprechende Konstrukt fiir die Candida-Transformation zu generieren.



Anhang

il

Anhang 2: Rechnerischer Vergleich der aus den Lipase-Genen abgeleiteten Proteine. Es sind
jeweils die Anzahl der identischen Aminosduren, die Anzahl der ,dhnlichen Aminosiduren
(z.B. Leucin und Isoleucin) und die Anzahl der ,,Liicken” (s. freie Positionen in Abb. 8, 3.1)
angegeben. Ebenso sind diese aboluten Zahlen in Prozentzahlen umgerechnet. So besitzen
z.B. Lip5 und Lip8 zu 84 % identische Aminosiuren (390 AS) und zu 92 % &hnliche Amino-
sduren (426 AS). Es wurden drei ,,Liicken* im Alignment eingesetzt. Die Proteine sind von
links nach rechts nach ihrer Homologie angeordnet.

Lipl

Lip3

Lip2

Lip6

Lip10

Lip4

Lip5

Lip8

Lip9

Lip7

Lipl

468
0
0

343
415

272
363

271
363

259
359

251
329

248
325

251
329

239
323
15

167
252
42

Lip3

72 %
87 %
0%

471
0
0

265
356

290
366

261
352

230
328
12

236
328

236
327
11

222
315
18

168
263
45

Lip2

58 %
77 %
0%

56 %
76 %
1%

466
0
0

301
384

306
383

225
310

233
312

231
307

228
306
13

159
247
40

Lip6

57 %
77 %
1%

61 %
77 %
1%

64 %
82 %
0%

463
0
0

300
373

234
323

238
316
10

239
320
11

227
310
12

163
251
37

Lip10

55%
76 %
0%

55%
74 %
1%

65 %
82 %
0%

64 %
80 %
0%

465
0
0

226
317

235
312

231
317

219
310
12

163
251
39

Lip4

53 %
70 %
1%

48 %
69 %
2%

48 %
66 %
1%

50 %
69 %
1%

48 %
68 %
1%

459
0
0

372
428

373
417

341
402

163
252
37

Lip5

52 %
69 %
1%

50 %
69 %
1%

49 %
66 %
1%

50 %
67 %
2%

50 %
66 %
1%

80 %
92 %
0%

463
0
0

390
426

344
399
10

161
258
41

Lip8

53 %
70 %
1%

50 %
69 %
2%

49 %
65 %
1%

51%
68 %
2%

49 %
67 %
1%

80 %
90 %
1%

84 %
92 %
0%

460
0
0

329
392

164
256
38

Lip9

51 %
69 %
3%

47 %
66 %
3%

48 %
65 %
2%

48 %
66 %
2%

47 %
66 %
2%

74 %
87 %
1%

74 %
86 %
2%

71 %
85 %
1%

453
0
0

154
254
31

Lip7

35%
53%
8%

35%
55%
9%

34 %
53 %
8%

35%
53%
7%

35%
53%
8%

35%
54 %
8%

34 %
55%
8%

35%
55%
8%

33 %
55 %
6 %

426
0
0



Anhang v

Anhang 3: Argonaut-dhnliches Protein von C. albicans.

Dieses Protein wurde von den ORFs orf6-2445 (12471-13169) und orf6-2445 (13248-15224) ab-
geleitet. Es konnte eine Funktion in der RNA-Interferenz iibernehmen. Zwei Doménen wurden
identifiziert: die PAZ-Doméne (Aminosduren 259-387, hellblau unterlegt) und die Piwi-Doméne
(Aminosduren 554-880, gelb unterlegt).

1 MSDLVKESTPTKINDKALVAIDTYKKTEFQKQIKNEQNGILLRPSFGTEGVPTIVGVNYFK
61 YNVNGLKLYSYRVDLLEDPNVKTRLSIKTAVEKYLMELEPFKSKKAITIYYRDHNHLYSRM
121 PLPIEDVVIYPLELGGDPKREKKIVELKIQFIKQLNEFSDLLNYTQLKNYTPDFLETVEYT
181 NALVAVMGSQVMKNTNVVGLGPNKFFLMDGATKTTDLDKGLYVAMGTFASVRSEFDDVRIN
241 LNPTPAIFYKSSKPNGOQPMNVLDLIQEFLKIRNVPTERDIRRAQSFIKGCKIYRTYLNRK
301 TTKPILGFDYSNNSETLKFKDANDKLVNVKQYFQERWNIRLKHPTLPLIKIGPEAFLPMK
361 LGIIAPHQQYKGDFADPAKIIKITATRPNQKAELISKTNRNLFQKQVDFGTIESQFTVVP
421 ARVLNAPTIEYANNQOMVTYRPAPFNGRTEKQKGNWNLERYQFVDGAKLTKPMGKPFTEGV
481 VILKDEFVAKRIGDLQRAVPTFLTELGRLGIKIGKNFKKYSIDLNHASVQSQTGLESNIT
541 SIAKKAKTEDQCNFLLFILPRODTPLYSATKRACDLKVGILNSCSILNTFTKKRRGTENF
601 DAMTYAQMAMKINIKLGGSNHKLSKKDSQGLEFDKNNVPIFILGADVTHPTGEINSESVSI
661 ASIVGSEDGIFNKFPGSVRIQTGGQEVIADVKSMVLERLENFHKKIGKLPSKVLEFYRDGV
721 SEGOYTTILKEELTKIKAAFNEYGKLKNIPKYSPTITFMIVVKRHHTREIPIHDNADDPK
781 TKKQIAVTSNENVIAGTTVDREITSPAYFDFYVQSQQOSLOGTGIPAHYYVLHDENNYTSD
841 TIQKITYDLCHTFSRATKSVKVVPAAYYADLLCTRGRDYIYGFAKDPNLKGSPIERARTK
901 FGENVNPSIKNTMEYTI
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