290

Analyse der Expression einer Virulenzgenfamilie

von Candida albicans wahrend der Infektion

Peter Staib
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Abb. 1 A: Aktivierung des Zielgens fiihrt in der Pilzzelle zum Verlust des MPA-Resistenzmarkers, sodass
diese nach Ausplattieren auf entsprechendem Indikatormedium kleine Kolonien bildet. Der Anteil
kleiner Kolonien nach Reisolierung der Pilzzellen nach einer Infektion zeigt, wieviel Prozent der Zellen
das zu iiberpriifende Gen signifikant aktiviert hatten.

Abb. 1 B: Mit verschiedenen Reporterstimmen wurde die Aktivierung der Proteasegene SAP1-SAP6 in
unterschiedlichen Stadien nach intraperitonealer Infektion von Mdusen bestimmt. Jeder Balken stellt
die Ergebnisse aus einem Tier dar. Fiir jedes SAP-Gen wurden zwei Reporterstimme unabhdngig kon-
struiert, dargestellt in hellen bzw. dunklen Farbténen.

» Der opportunistisch humanpathogene
Hefepilz Candida albicans gehort bei vielen
gesunden Menschen zur mikrobiellen
Schleimhautflora, kann jedoch bei abwehr-
geschwichten Patienten oberflichliche In-
fektionen sowie lebensbedrohliche tiefe Or-
ganmykosen verursachen. Obwohl der Im-
munstatus des Wirtes fiir eine Infektion mit
diesem Erreger von entscheidender Bedeu-
tung ist, tragen vermutlich auch eine Reihe
von Virulenzfaktoren zur Pathogenitit von
C. albicans bei.

Eine fiir die Pathogenitit von C. albicans
wichtige Eigenschaft ist die Bildung sekre-
torischer Aspartylproteasen (SAPs), die
durch eine groBe Familie homologer Gene
codiert werden. Vermutlich erfiillen die in-
dividuellen Proteasen wihrend der Infekti-
on verschiedene Aufgaben oder sind optimal
an unterschiedliche Wirtsnischen angepasst.
Jedoch ist der Beitrag der einzelnen SAP-
Gene zur Pathogenese noch weitgehend un-
verstanden. Da die wirtsinduzierte Aktivie-
rung dieser Virulenzgene wihrend be-
stimmter Infektionsstadien Hinweise auf ih-
re spezifische Bedeutung liefern kénnte,
wurde in dieser Arbeit eine Methode fiir C.
albicans entwickelt, mit der die Aktivierung
eines Gens wihrend der Infektion nachge-
wiesen werden kann (Abb. 1A)MM. Die Me-
thode beruht auf einer genetischen Rekom-

bination als Reporter einer Genexpression,
was bedeutet, dass nach Anschalten des zu
untersuchenden Gens eine ortsspezifische
Rekombinase spezifisch einen Resistenz-
marker aus dem Genom der Zelle entfernt.
Da diese Deletion ein irreversibles Ereignis
darstellt, das auf die jeweiligen Nachkom-
men vererbt wird, kann selbst eine voriiber-
gehende Genaktivierung withrend eines be-
stimmten Infektionsstadiums oder in einem
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bestimmten Organ in einzelnen Zellen nach
deren Reisolierung aus infiziertem Gewebe
durch Ausplattieren auf geeignetem Indika-
tormedium nachgewiesen werden.

Diese 7z vivo-Expressionstechnologie
(IVET) wurde verwendet, um die Expressi-
on von sechs verschiedenen SAP-Genen von
C. albicans, SAPI1-SAP6, in unterschiedlichen
Tiermodellen zu studieren (Abb. 1B)1?. Da-
bei konnte gezeigt werden, dass die einzel-
nen Proteasegene abhingig von der Art der
Infektion (lokal begrenzte Schleimhautin-
fektion oder Systeminfektion) und auch vom
Infektionsstadium unterschiedlich reguliert
werden. So scheint SAP5 fiir die Gewebein-
vasion wihrend der Schleimhautinfektion
und auch fiir die ersten Schritte wihrend
einer sich ausbreitenden Infektion von Be-
deutung zu sein. Dagegen wurde eine Akti-
vierung des SAP2-Gens vorwiegend im Spiit-
stadium einer systemischen Infektion be-
obachtet, nachdem die Pilzzellen innere Or-
gane befallen hatten. Dariiberhinaus wurde
deutlich, dass bestimmte Signalwege in C.
albicans fiir die Kontrolle verschiedener zel-
luldrer Programme wihrend der Infektion
wichtig sind und so offensichtlich die Ex-
pression von unterschiedlichen Virulenzei-
genschaften koordinieren. Eine Aktivierung
des SAP5-Gens beispielsweise war wihrend
der Infektion von Regulatoren abhiingig, die
fiir die Ausbildung von C. a/bicans-Hyphen
wichtig sind, einer Zellmorphologie, die
ebenfalls fiir die Pathogenitit dieses Erre-
gers von besonderer Bedeutung scheintll,
Die erzielten Erkenntnisse sollen dazu bei-
tragen, die Pathogenitiit dieses wichtigen op-
portunistisch humanpathogenen Erregers
besser verstehen zu kénnen.
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