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1 Einleitung

1.1 Pilze - Allgemeine Einfihrung

Etwa ein Viertel der Biomasse unseres Planeten besteht aus Pilzen. Fur den
Kreislauf von organischen Stoffen in der Natur haben Pilze eine immense
Bedeutung. Mit Pflanzenwurzeln symbiotisch lebende Pilze, sog. Mykorrhizen,
sorgen fur die N&ahrstoffaufnahme aus dem Boden und spielen so fur das
Gedeihen von Pflanzen eine unabdingbare Rolle.

Des Weiteren werden Pilze in der Lebensmittelproduktion genutzt, wie zum
Beispiel bei der Fermentierung von Wein, Brot und Bier. Als Bestandteil unserer
Nahrung sind Hefen und Hutpilze wertvolle Nahrstofflieferanten, da sie u.a.
viele Vitamine und essentielle Aminoséuren enthalten und reich an Kalium sein
kénnen (bspw. der gemeine Pfifferling, Cantharellus cibarius). Manche Pilze,
wie Candida utilis, sind wiederum in der Lage, aus kurzkettigen, aliphatischen
Abfallprodukten aus der Erdol- und Benzingewinnung Proteine zu
synthetisieren, die als Tiernahrung Verwendung finden. In vielen europaischen
Landern wird dariber hinaus der von Fusarium graminearum produzierte,
Cholesterin- und BSE-freie Fleischersatz Quorn bereits in grof3en Mengen
konsumiert.

Auch in der Pharmazie sind Pilze von groR3er Bedeutung, werden doch viele
Antiboitika von  Pilzen synthetisiert. Weitere medizinisch relevante
Pilzmetaboliten sind die in der Therapie von Fettstoffwechselstérungen
eingesetzten Statine (das von Aspergillus terreus produzierte Mevinolin und
dessen halbsynthetisches Derivat Simvastatin) oder das zur Immunsuppression
verwendete, von Tolyplocladium inflatum produzierte Cyclosporin A.
Gentechnisch hergestelltes Human-Insulin und der aktuelle Hepatitis-B-
Impfstoff werden in Backerhefe produziert.

Als gefiirchtete Phytopathogene fur Nutzpflanzen sind einige Pilzarten
mitverantwortlich fir betrachtliche Ertragseinbuf3en in der Landwirtschaft und

verursachen somit nicht nur grof3en wirtschaftlichen Schaden, sondern sind



auch Mitursache fur Untererndhrung und Hunger in vielen Landern der dritten
Welt.

Von den bis zum heutigen Tage mehr als 1.000.000 bekannten Pilzen sind die
meisten fur die Gesundheit des Menschen ungefahrliche Umweltkeime.
Lediglich 400 Arten sind als humane Pathogene in der Lage, Infektionen
auszulésen. Zu den medizinisch relevanten Auswirkungen auf den Menschen
gehoren neben Infektionen und Intoxikationen insbesondere Allergien.

Pilzantigene zéhlen zu den haufigsten Allergenen tberhaupt.

Da Pilze trotz vieler Gemeinsamkeiten, wie z.B. heterotropher Erndhrung und
des Besitzes einer Zellwand, in ihrer Erscheinung &uf3erst vielgestaltig sind und
sich in Vorkommen und biologischer Funktion mitunter betrachtlich voneinander
unterscheiden, gestaltete sich ihre taxonomische Klassifizierung als schwierig
und wurde zudem im Laufe der Zeit mehrfach abgeéandert.

Mittels moderner molekularbiologischer Verfahren lassen sich Pilze in sieben
taxonomische Phyla einteilen: Ascomycota, Basidiomycota,
Blastocladioomycota, Chytridiomycota, Glomeromycota, Neocallimastigomycota
und Zygomycota (HIBBETT et al., 2007).

Pilze sind in der Lage, sich sexuell oder asexuell zu vermehren. Die sexuelle
Form wird dabei als die teleomorphe, oder auch perfekte, die asexuelle als die
anamorphe oder auch imperfekte Form bezeichnet. Dies bringt eine zusatzliche
Komplexizitdt mit sich. So heil3t beispielsweise ein und derselbe Pilz
Cryptococcus neoformans nach seiner anamorphen Form, jedoch Filobasidiella
neoformans nach seiner teleomorphen Form. Die Vermehrung erfolgt dabei
Uberwiegend durch die Bildung von Sporen oder durch das sogenannte
"budding”, das Ausknospen der Tochterzelle aus der Mutterzelle.
Humanpathogene Pilze lassen sich nach dem DHSB-System in Dermatophyten
wie Trichophyton und Epidermophyton spp., in Sprosspilze (Hefen) wie
beispielsweise Candida albicans, in Schimmelpilze wie Aspergillus niger und
Aspergillus flavus, und in klassische dimorphe Pilze wie Histoplasma

capsulatum und Blastomyces dermatitidis klassifizieren (GROI3, 2006).



1.2 Das Genus Candida - Phylogenie, Epidemiologie und Klinik

medizinisch relevanter Spezies

Die zur Familie der Candidaceae gehtrenden Hefen wurden friiher nach der Art
und Weise ihrer Vermehrung unterschieden. Sich asexuell vermehrende
Spezies wurden dabei dem Phylum der Deuteromycota, sich sexuell
vermehrende Hefen den Ascomycota zugeordnet. Aktuellen phylogenetischen
Untersuchungen zufolge sind aber auch die asexuellen Formen der Candida
spp. den Ascomycota zuzuordnen. Von den heute 163 bekannten Candida
Spezies ist nur ein kleiner Teil humanpathogen, was u.a. auf die Tatsache
zuruckzufihren ist, dass ca. zwei Drittel der Arten nicht in der Lage sind, bei
einer Temperatur von 37°C zu wachsen und somit den Menschen als Wirt zu
kolonisieren (CASADEVALL, 2005; ODDS, 1988).

Zu den medizinisch relevanten Arten gehdren neben C. albicans die
sogenannten non-albicans-Spezies C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis,
C. dubliniensis und C. krusei.

Breit angelegte Studien aus den USA ergaben, dass Uber 80 % aller
nosokomialen invasiven Pilzinfektionen auf Spezies der Gattung Candida
zurtckzufihren sind (FRIDKIN und JARVIS, 1996). Candida spp. sind falkultativ
pathogene Erreger, die sich haufig in der endogenen Mund- oder Darm-Flora
gesunder Menschen finden lassen, wo sie als harmlose Kommensalen in
Symbiose mit Bakterien-Spezies verschiedenster Taxa, wie z.B.
Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae oder Neisseriaceae leben. So kbnnen
beispielsweise in Stuhlproben gesunder Menscher in Deutschland zu 70% C.
albicans und zu 15% C. glabrata nachgewiesen werden. Im immunkompetenten
Wirt verursachen Candida spp. vor allem oberflachliche Infektionen von Haut
und Schleimhauten (ODDS, 1994). Zwar besitzt das Vaginalepithel der Frau als
lokalen angeborenen Abwehrmechanismus eine antifungale Aktivitat, trotzdem
entwickeln bis zu 75 % der Frauen zumindest einmal in ihrem Leben eine
Episode einer vaginalen Candidose. Funf bis zehn Prozent von ansonsten
gesunden Frauen leiden unter wiederkehrenden vulvovaginalen Candidosen.
Auch hier ist C. glabrata die am haufigsten nachgewiesene Hefe unter den non-
albicans spp (BAROUSSE et al., 2004, 2005; FIDEL et al., 1999, YANO et al.
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2005). Die Ursachen fiur diese Infektionen sind bislang noch nicht vollstandig
geklart. Jedoch werden nicht-chronisch verlaufende vaginale Candidosen in
erster Linie auf lokale Irritationen, wie zu enge, schlecht beluftete Unterwéasche,
oder temporare Veranderungen, wie Antikontrazeptiva, schlechte Ernahrung
oder Antibiotikatherapie zurtickgefuhrt. Chronische Verlaufsformen von mehr
als vier Episoden pro Jahr kdnnen &ahnlich wie im Falle der oralen Candidose
ein erstes Anzeichen auf das Vorliegen anderer systemischer Erkrankungen
sein (RINGDAHL, 2000).

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Frauen, deren Vaginalepithel Uber
eine verminderte antifungale Aktivitat verfugt, fur die chronische Verlaufsform
der vaginalen Candidose pradisponiert sind (BAROUSSE et al., 2005).

Bei Neugeborenen verursacht Candida relativ haufig die so genannte Windel-
Dermatitis, wohingegen Candida-Infektionen der Schleimhéute des Oropharynx
und der Speiserbhre oftmals als eine Erstmanifestation von AIDS in
Erscheinung treten (Abbildung 1). Dariiber hinaus kann es durch ein Eindringen
von Candida spp. in den Blutstrom zu einem disseminierten Befall des
gesamten Organismus mit schweren, lebensbedrohlichen Krankheitsverlaufen
kommen. Die am haufigsten befallenen Organe sind hierbei die Lunge, Leber,

Milz und Nieren.

Abbildung 1: Manifestationen der Candidose

(A) Orale Candidose (Online: http://fedoc.hu-berlin.de/dissertationen/kiessling-cornelia-2005-04-
28/HTML/chapter2.html (Stand: 10.02.2010)). (B) Endoskopisches Bild eines ausgepragten
Befundes einer Osophagealen Candidiasis (Online:
http://www.gastrointestinalatlas.com/English/Esophagus/Candida_Esophagitis/candida_esopha
gitis.html (Stand: 10.02.2010)). (C) Durch Candida hervorgerufene Windeldermatitis bei einem
Neugeborenen (Online: http://www.skincarenet.org/candidiasis.html| (Stand: 10.02.2010)).



Pradisponierende Faktoren fur eine systemische Candidose sind iatrogene
Immunsuppression im Rahmen von Organ- oder
Knochenmarkstransplantationen und in der Therapie von Malignomen, AIDS,
angeborene oder erworbene Immundefekte, Langzeit-Hospitalisierung und
Intensivstation-Aufenthalte.

Als weitere Risikofaktoren gelten metabolische Stérungen, wie Diabetes
mellitus, traumatisch bedingte Zerstérung der Barrierefunkiton von Haut und
Schleimh&uten, zentral-ventse Katheter und der vermehrte Einsatz von
Breitspektrum-Antibiosen (PFALLER und DIEKEMA, 2007).

Die steigende Inzidenz nosokomialer systemischer Candidosen fuhrt durch
langere Hospitalisierung der Patienten zu erhdéhten medizinischen Kosten und
letztich zu einer nicht unwesentlichen finanziellen Belastung des
Gesundheitswesens (PFALLER und DIEKEMA, 2007).

Nach wie vor ist C. albicans die am haufigsten aus Blutkulturen und
Gewebeproben isolierte Hefe-Spezies. Dies dirfte unter anderem auf die
Tatsache zurlckzufiihren sein, dass C. albicans als einzige aller bekannten
Candida Arten ihren primaren Standort beim Menschen besitzt (HUBE, 2004;
BgVV, Bericht 2001). Allerdings konnte im Verlauf der neunziger Jahre eine
epidemiologische Veranderung hin zu den sogenannten non-albicans spp., wie
C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis und C. dubliniensis
beobachtet werden (BORG-VON ZEPELIN et al., 2007), was auf den haufigen
Gebrauch von Triazolen zurtickgefiihrt wurde (GIRMENIA und MARTINO,
1998; HORN et al. 2009). Unter diesen non-albicans Candida spp. stellt
C. glabrata mit 19 % aller in Deutschland verzeichneten invasiven Hefepilz-
Infektionen des Erwachsenen den wichtigsten Vertreter dar (BORG-VON
ZEPELIN et al., 2007).



1.3 C. glabrata - ein humanpathogener Hefepilz von steigender

Bedeutung

1.3.1 Generelle Charakteristika

C. glabrata und die eng verwandte Béackerhefe S. cerevisiae gehdren zum
Subphylum der Saccharomycotina. Angehdorige Arten dieser phylogenetischen
Gruppe liegen meist als einzelne Zellen vor und vermehren sich vegetativ
mittels Ausknospung. Alteren taxonomischen Einteilungen zu folge wurden sie
auch als Hemiascomyceten beschrieben. Obgleich sie demselben Genus
angehoren, ist C. glabrata ndher mit S. cerevisiae verwandt, als mit dem
humanpathogenen Hefepilz C. albicans (KAUR et al., 2005, Abbildung 2). Trotz
vieler Ahnlichkeiten im Zellwandaufbau und in der Signaltransduktion, zeigen
diese drei Hefen sehr unterschiedliche individuelle Eigenschaften und
Merkmale, vom Vorhandensein oder Fehlen bestimmter Oberflachenproteine,
bis hin zu unterschiedlichen Phanotypen bei Deletion oder Uberexpression
homologer Gene (Tabelle 1). Bis gegen Ende der zweiten Halfte des 20sten
Jahrhunderts basierten taxonomische Kategorisierungen gréf3tenteils auf
morphologischen Kriterien, jedoch konnten mittels moderner
molekularbiologischer Techniken enge verwandtschaftliche Beziehungen
zwischen Spezies nachgewiesen werden, die nach frilheren taxonomischen
Kriterien als grundlegend unterschiedlich klassifiziert worden sind. So hiel3
beispielsweise C. glabrata, bevor sie 1978 dem Genus Candida zugeordnet
wurde, nach ihrer Entdeckung im Jahre 1917 Cryptococcus glabratus und ab
1938 Torulopsis glabrata (ODDS, 1988). Heute ermoglicht die Identifikation und
taxonomische Klassifikation unterschiedlicher Spezies anhand von modernen
molekularbiologischen Methoden, wie Restriktions-Fragmentlangen-
Polymorphismus-Analysen (RFLP), PCR-Fingerprinting und Sequenzierungen,
beispielsweise der variablen D1/D2 Domane der 26S rDNA (BUTLER et al.,
2004; DIEZMANN et al. 2004; SUGITA und NISHIKAWA, 2004), eine

verglichen mit der phanotypischen wesentlich prazisere Einteilung.
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Abbildung 2: Phylogenie von C. glabrata
C. glabrata ist phylogenetisch enger mit der apathogenen Béackerhefe S. cerevisiae verwandt,
als mit C. albicans (aus KAUR et al., 2005, S. 379).

Im Gegensatz zu C. albicans besitzt die Besiedlung von Warmblitern fur
C. glabrata, wie auch fiur C. krusei, eine eher sekundéare Bedeutung. C. glabrata
ist vor allem in der Umwelt weit verbreitet, da sie sich durch die Mdglichkeit,
verschiedenste Stoffe wie Xylolose, Kohlenwasserstoffe oder die wachsartige
Cuticulaschicht auf Pflanzenoberflachen verwerten zu kbénnen, an
verschiedenste Habitate anzupassen vermag. So ist C. glabrata auf
verrottendem Obst, in Fruchtsaften und anderen Lebensmitteln, im Boden,
sowie in Streu, Schlamm, SiRwasser, in der Luft und auf verschiedenen
Insektenarten zu finden (BgVV, Bericht 2001). Durch die Fahigkeit als Biofilm zu
wachsen, ist es ihr dariber hinaus mdoglich, natirliche und kinstliche
Oberflachen, wie z.B. Plastikkatheter, zu besiedeln (IRAQUI et al., 2005). Auf
der anderen Seite ist C. glabrata ein humanpathogener Opportunist von
steigender Bedeutung und der zweithaufigste Verursacher einer systemischen
Candidose in immunsupprimierten Patienten nach C. albicans (PFALLER und
DIEKEMA, 2007). Epidemiologische Daten in Deutschland zeigen folgendes
Verteilungsmuster flr aus Blutkulturen isolierte non-albicans spp.: C. glabrata
ist mit 19,1 % die am haufigsten isolierte Hefe, gefolgt von, C. parapsilosis
(8,0%) und C. tropicalis (7,5%) (BORG VON ZEPELIN et al., 2007).

Oftmals entstehen Infektionen aus der endogenen Mikroflora des Wirts heraus.
Obwonhl C. glabrata eine enge Verwandtschaft mit dem apathogenen Hefepilz
S. cerevisiae aufweist, sind Infektionen mit einer hohen Mortalitéat verbunden.
Einer der Grunde hierfur stellt die von Natur aus geringe Empfindlichkeit und
oftmals erworbene Resistenz gegentber dem Antimykotikum Fluconazol dar,

welches heute als Standardtherapeutikum zur Behandlung von systemischen



Candida-Infektionen eingesetzt wird (HITCHCOCK et al., 1993; VANDEN
BOSSCHE et al., 1992).

Tabelle 1: Vergleich der Hauptmerkmale von S. cerevisiae, C. glabrata und C. albicans

S. cerevisiae C. glabrata C. albicans
Natirliches Habitat Pflanzen, Frichte Pflanzen, Frichte, Mikrobielle Flora
Boden, Insekten, des Menschen

mikrobielle Flora
des Menschen

Pathogenitat nicht humanpathogen opportunistisch opportunistisch

Infektionsformen nicht infektios lokal (Haut, lokal (Haut,
Schleimhaute) Schleimhaute)
disseminierend disseminierend

Klinische Relevanz nicht relevant bis 20 % 50-60 %

(% aller Candidosen)

Genom/ haploid und haploid/13 diploid/8
Chromosomenanzahl diploid/16
"Mating"-Gene vorhanden vorhanden vorhanden
Sexuelle Vermehrung ja unbekannt ja (kryptisch)
Morphologie/Wachstums  monomorph/ monomorph/ dimorph/
-formen Hefeform, Hefeform, Hefeform,
(Pseudohyphen) (Pseudohyphen) Hyphen,
Pseudohyphen,
Chlamydosporen
"Phenotypic Switching" nein ja ja
Biofilm-Formation ja ja ja
Adhéasion Sexuelle Agglutinine,  Lectine (EPA- Lectine (HWP1,
Lectine (FLO-Familie) Familie) Als-Familie)
Azol-Suszeptibilitat suszeptibel hyposuszeptibel suszeptibel

1.3.2 Genetik und Biologie von C. glabrata

Der zur Gruppe der Ascomyceten gehoérende Hefepilz C. glabrata ist ein
asexueller, einzelliger Organismus mit einem haploiden Genom, der sich durch
Ausprossung der Tochterzelle aus der Mutterzelle vermehrt. Die Ausknospung
erfolgt hierbei unipolar. C. glabrata-Zellen verfigen Uber eine rundlich bis

ellipsoide Form und eine durchschnittliche Gro3e von 3,4 x 2,0 um. Sie sind



nicht zur Ausbildung von Chlamydosporen befahigt und liegen typischerweise
eng beieinander liegend in Gruppen vor. Das Genom von C. glabrata besteht
aus dreizehn Chromosomen (A bis M), die in einer Lange von 485 bis ca. 2300
kb vorliegen. Insgesamt ergibt sich eine GesamtgenomgroéRe von ungefahr 13
mb. C. glabrata-Stamme zeigen eine auffallig starke genomische Variabilitat. Es
werden karyotypische Alterationen wie Translokationen, Deletionen,
Duplikationen und Langenpolymorphismen beobachtet. Solche genotypischen
Aberrationen kénnen unter anderem spontan im Rahmen von
Adaptionsvorgangen beobachtet werden und konsekutiv zu Veranderungen im
Phanotyp, bzw. Resistenzverhalten flhren, die einen Selektionsvorteil flr den
jeweiligen Stamm darstellen kénnen (FISCHER et al., 2006; MARICHAL et al.,
1997; POLAKOVA et al.,, 2009; SHIN et al., 2007). Besonders die beiden
groten Chromosomen L und M variieren in ihrer Grof3e relativ stark. Sie
beherbergen die variablen rDNA-Loci mit einem hohen Anteil an repetitiven
Sequenzen (ASAKURA et al., 1991; SHIN et al., 2007).

Obwonhl C. glabrata erwiesenermalfien eine klonale Populationsstruktur aufweist
(DODGSON et al., 2005), besitzt sie die genetischen Grundvorausetzungen zur
sexuellen Reproduktion, weswegen sie zur Gruppe der Ascomycota, und nicht,
wie die meisten anderen asexuellen Pilze, zur Gruppe der Deuteromycota
gezahlt wird. Es konnte ein putativer "mating type"-Locus (MTL1) identifiziert
und untersucht werden (FABRE et al., 2005; SRIKANTHA et al., 2003; WONG
et al., 2003), der den Paarungstyp der Hefezelle determiniert. Hierbei handelt
es sich um ein orthologes Gen des MAT-Locus in S. cerevisiae (HABER, 1998),
das entweder fir die a- oder o-Variante des Paarungstyps kodiert. Die
Regulation der Transkription dieses Gens erfolgt durch den MAT-Promotor. Die
Genprodukte haben eine regulatorische Funktion u.a. in Bezug auf die
Peptidhormone Faktor-a und Faktor-a. Diese Pheromone binden an Zellen des
jeweils anderen "mating types" und bewirken so die Fusion beider Zellen
(MADIGAN und MARTINKO, 2006). Dartber hinaus besitzt C. glabrata
mindestens noch 31 weitere zu S. cerevisiae orthologe Gene, die nachweislich
eine Rolle bei der Paarung oder Meiose spielen. Es konnte gezeigt werden,
dass C. glabrata in vivo zwischen den beiden Genotypen MTL1a und MTL1a zu

wechseln vermag. Des Weiteren konnte ein Wechsel zwischen den beiden



Genotypen in infizierten Patienten beobachtet werden. So ist beispielsweise die
Pathogenese von vaginalen Infektionen nicht auf einen einzelnen "Mating Typ"
begrenzt (BROCKERT et al., 2003). Dieser durch eine homothallische
Endonuklease via Strangbruch und anschlieBende homologe Rekombination
katalysierte Wechsel des Genotyps konnte sowohl in der Saccharomyces-
sensu-stricto-Gruppe, wie auch seinen Verwandten C. glabrata, Kluyveromyces
delphensis und Saccharomyces castellii beobachtet werden (BUTLER et al.,
2004).

C. glabrata ist ein leicht zu kultivierender Organismus, der an ein breites pH-
und Temperaturspektrum in vivo und in vitro angepasst ist. So ist es ihm
beispielsweise mdglich, sowohl im sauren Millieu der Vagina bei einem pH von
4,0, als auch bei einem pH von 7,4. in der Blutbahn des Menschen zu wachsen.
Unter Standard-Laborbedingungen (z.B. auf YPD-, YNB- oder Sabouraud-
Platten, inkubiert bei 30°C oder 37°C), wachst C. glabrata in Kkleinen,
glanzenden Kolonien von weicher Konsistenz mit einer weildlich-cremigen
Farbe (Abbildung 3A). Wenn der Pilz unter Sickstoff-Mangelbedingungen
kultiviert wird, bildet er Pseudomyzel (CSANK und HAYNES, 2000, Abbildung
3B). Pseudomyzelien entstehen zwar ebenfalls durch Aussprossung aus
Hefezellen, die neu entstandenen Zellen bleiben dabei jedoch mit den
Elternzellen verbunden und elongieren lediglich. Als morphologisch auffélliges
Merkmal sind Einschnirungen der Zellwande im Bereich zwischen den Zellen

zu beobachten.

Abbildung 3: Phanotypen von C. glabrata

(A) C. glabrata wachst auf Sabouraud-Agar in glatten, weiRllich-cremefarbenen Kolonien. (B)
Auf Stickstoff-limitierenden Medien bildet C. glabrata Pseudomycel (aus CSANK and HAYNES,
2000, S. 117).



Darlber hinaus zeigt C. glabrata unter bestimmten Bedingungen weitere
morphologische Charakteristika, wie phanotypisches "switching”, Kolonie-
Pigmentierung und Wachstum in Biofilm-Formation, die die Pathogenitat
entscheidend mitbeeinflussen kdnnen.

Das morphologische Phanomen des phanotypischen "switchings" wurde sowohl
fur C. albicans, als auch fur C. glabrata und C. tropicalis mehrfach in der
Literatur beschrieben und als Virulenzfaktor diskutiert (LACHKE et al., 2002;
SLUTSKY et al., 1985; SOLL et al., 1987). Es beruht auf einer phanotypischen
Instabilitat, die mit einem veranderten Expressionsprofil bestimmter, an
Assimilations-Prozessen und Stress-Resistenz beteiligten Genen, sowie mit
chromosomaler Rekombination einhergehen kann (RAMSEY et al.,, 1994;
RUSTCHENKO-BULGAC et al, 1990; RUSTCHENKO-BULGAC, 1991,
SRIKANTHA et al., 2005).

Wird C. glabrata auf CuSOgy-haltigen Medien Kkultiviert, lassen sich vier
verschiedene Phanotypen nach ihrer Koloniefarbe unterscheiden: weil3, hell-
braun, dunkel-braun und stark dunkel-braun (Abbildung 4A). Diese Phanotypen
unterscheiden sich im Grad der Expression des MTII-Gens, welches fir
Metallothionein kodiert, sowie der Frequenz des "switchings" und ihrer Farbung
bei Subkultivierung auf Phloxin-B-enthaltenden Medien. Neben diesen vier
durch das so genannte "core switching"-System hervorgerufenen Phanotypen
konnte ein weiterer Phénotypen-Wechsel in vitro beobachtet werden, der
“irregular wrinkle"-Phanotyp (IWr). Dieser Phanotyp besitzt eine, verglichen mit
der regularen, runzlig-faltige Kolonieoberflache (Abbildung 4B). Dies lasst
darauf schliel3en, dass neben dem "core switching"-System ein weiteres durch
diesen Phanotyp reprasentiertes "switching"-System existiert. Wahrend die
"core"-Phanotyp-Kolonien vornehmlich aussprossende Hefezellen enthalten,
bestehen die Kolonien des "wrinkle"-Phanotyps auch ohne Stickstofflimitation
fast ausschlief3lich aus Pseudohyphen bildenden Zellen.

Diese phénotypische Variabilitdt scheint Hefezellen in vivo die Méglichkeit zu
verleihen, sich dem Immunsystem des Wirtsorganismus durch die Veranderung
antigener Strukturen zu entziehen und Resistenzen gegen antifungale
Medikamente zu entwickeln (BOUCHARA et al.,, 2000; SOLL et al.,, 1987,
VARGAS et al. 2004). So konnte in zahlreichen Studien belegt werden, dass

bei der durch Hefen bedingten Vulvovaginitis verschiedene Phéanotypen



atiopathogenetisch involviert sein konnen (BROCKERT et al., 2003;
LIPPERHEIDE et al., 2002).

A B
weild hell-braun dunkel-braun  stark dunkel-braun sirregular wrinkle*
o D U .
o E n .

Abbildung 4: C. glabrata zeigt unterschiedliche Koloniemorphologien
(A) Kultivierung auf CuSO,- und Phloxin-B-supplementiertem Agar. (B) “irregular wrinkle*-
Phanotyp (aus LACHKE et al., 2002, S. 2665)

Verschiedene medizinisch relevante Pilze sind in der Lage, durch die
Metabolisierung  bestimmter  Nahrstoffquellen  Pigment-Farbstoffe  zu
synthetesieren, die einen madglicherweise Virulenz-assoziierten Phanotyp
bedingen. Die Humanpathogene Cryptococcus neoformans und Aspergillus
fumigatus sind in der Lage, das Pigment Melanin zu synthetisieren, welches zu
einer Pathogenitatssteigerung in beiden Spezies fuhrt (LIU und NIZET, 2009).
Ahnlich wie der zur Gruppe der Basidiomyceten gehoérende Hefepilz Malassezia
furfur, ist C.glabrata in der Lage, Pigmente aus verschiedenen Indol-
Komponenten zu bilden, wenn sie auf Medien kultiviert wird, die Tryptophan als
einzige Stickstoffquelle enthalten (MAYSER et al., 2007). Bislang ist jedoch
nicht bekannt, inwiefern diese F&ahigkeit die Virulenz von C. glabrata
beeinflussen kann.

Die Fahigkeit, in Biofilm-Formation wachsen zu konnen, ist eine weitere
Eigenschaft, die mit der Manifestation einer symptomatischen Klinik und dem
Auftreten von Medikamentenresistenzen von fungalen und anderen mikrobiellen
humanen Pathogenen zusammenhangen kann (GRANSLO et al., 2008;
IKONOMIDIS et al.,, 2009; NETT et al., 2007). Ein Biofilm besteht aus einer
Gemeinschaft einzelner Zellen, die in einer extrazellularen polymeren Matrix
eingebettet sind (Abbildung 5). Diese spezielle Formation ermoglicht dem

Zellverband das Wachstum auf verschiedensten Oberflachen, u.a. auch auf



alloplastischem Material, wie ventsen Kathetern, kinstlichen Herzklappen und
Prothesen. Die Suszeptibilitdt gegentber antimikrobiellen Medikamenten kann
dabei um ein vielfaches reduziert sein. Fir Hefen besteht méglicherweise ein
Zusammenhang zwischen Resistenzen gegenuber gangigen Antimykotika und
einer quantitativen Veranderung der Zellwandkomposition von in Biofilm-
Formation wachsenden Zellen. Ein Vergleich zwischen planktonischen Zellen
mit Biofilmen von C. albicans, C. glabrata und C. parapsilosis ergab einen bis
zu zehnfach erhohten Glukangehalt der Zellwdnde in vivo und in vitro, bei
gleichzeitg um bis zu 1000-fach erhdhter Antimykotikatoleranz (NETT et al.,
2007).

(a)

(b) -« @

TRENDS in Microbiaiogy

Abbildung 5: Stufen-Schema der Biofilm-Ausbildung

(a) & (b) Einzelne Zellen adhéarieren an eine Oberflache. (c) Diese Zellen bilden Mikrokolonien,
die extrazellulare Matrix produzieren. (d) Der wachsende Biofilm zeigt Zellen mit myzetelialem
Wachstum und in extrazellulare Matrix eingebettete Hefezellen (aus Douglas, 2003, S. 30).



1.3.3 Virulenzfaktoren von C. glabrata

Obwohl C. glabrata und C. albicans beide als opportunistische fungale
Pathogene in der Lage sind, den Menschen als Wirt zu kolonisieren und sich in
ahnlichen 6kologischen Nischen anzusiedeln, konnte durch phylogenetische
Analysen bestatigt werden, dass beide Organismen sich bereits vor langer Zeit
evolutionar auseinander entwickelten. Somit ist es wahrscheinlich, dass beide
Pilze sowohl spezies-exklusive Strategien zur Wirtskolonisation entwickelt
haben, als auch gemeinsame Adaptionsmechanismen und Virulenz-Faktoren
besitzen.

Uber die genauen Mechanismen der Pathogenitat und Virulenz von C. glabrata
ist bislang nur wenig bekannt. C. albicans ist diesbeztiglich in vielerlei Hinsicht
untersucht und charakterisiert worden.

Seit mehr als 30 Jahren ist bekannt, dass pH-Verdnderungen die
morphologische Differenzierung von C. albicans beeinflussen. Wéahrend unter
aziden Bedingungen bevorzugt das Wachstum in der Hefe-Form beobachtet
werden kann, wird filamentéses Wachstum durch pH-Werte im alkalischen
Bereich induziert (BRAUN und JOHNSON, 2000; BUFFO et al., 1984; LEE KL
et al, 1975). Dem Wachstum in Hyphenform wurde die F&ahigkeit zur
Gewebepenetration und invasivem, disseminiertem Befall des Wirtsorganismus
zugesprochen (GOW et al., 2003; LO et al., 1997).

Im Gegensatz zu C. albicans ist C. glabrata nicht zur Ausbildung von Hyphen
befahigt. Daher sind im Falle von pH-Veranderungen keine vergleichbaren
morphologischen Veradnderungen zu beobachten. Die Pathogenitat von
C. glabrata wird somit einzig und allein von der Hefeform vermittelt. Da es
C. glabrata jedoch mdglich ist, dieselben 6kologischen Nischen wie C. albicans
zu kolonisieren, muld sie Uber eine &hnliche genetische Grundausstattung
verfuigen, die ihr ahnliche Flexibilitat in der Anpassung und Virulenz verleiht.
Virulente C. albicans Stamme sind zur Sekretion von Aspartylproteinasen und
Phospholipasen befahigt, die durch die Zerstérung der Keratinschicht
epithelialen Gewebes die Wirtsinvasion ermdglichen (CHANDRA et al., 2001).
Zwar ist C. glabrata ebenfalls in der Lage, Proteinasen zu synthetisieren,
allerdings sind diese bislang nicht naher spezifiziert worden (CHAKRABARTI et

al.,, 1991), bzw. lediglich GPI-verankert an strukturellen Umbauprozessen



beteiligt, die sich auf die Adharenzfahigkeit des Pilzes auswirken kdnnen
(KAUR et al., 2007).

Die Adharenzfahigkeit an die Wirtszellen stellt einen weiteren wichtigen
Virulenzfaktor von humanpathogenen Hefen dar. Das Ausmald der Adharenz
wird dabei entscheidend durch die Hydrophobie der Zelloberflache (engl. CSH
= cell surface hydrophobicity) des Pilzes beeinflusst, die wiederum von den
umgebenden Millieubedingungen mitbedingt wird (DE GROOT et al., 2008;
KLOTZ et al. 1985; HAZEN et al. 1986; FIDEL et al. 1999). KLOTZ et al.
konnten zeigen, dass C. glabrata eine mit C. albicans vergleichbare CSH
besitzt., In vergleichenden in vitro-Studien mit vaskularen Endothelzellen besafl3
C. albicans innerhalb der Gattung Candida jedoch das grofite
Adhérenzpotential, wahrend dieses bei C. glabrata, C. parapsilosis und C. kefyr
am geringsten ausgepragt war (KLOTZ et al., 1983).

Im Gegensatz zu C. albicans verfugt C. glabrata nicht Uber B,-Integrine als
Adhé&sinrezeptoren, was eine weitere Erklarungsmoglichkeit fir das schwachere
Adhasionspotenzial von C. glabrata sein konnte (BENDEL et al., 1991). Die
Bedeutung anderer Oberflachenadhasine, wie z. B. Fibronectin- und
Lamininrezeptoren, Fibrinogen-bindende Proteine sowie Mannoproteine wurde
fur C. albicans vielfach diskutiert (HOSTETTER 1994). Des Weiteren sind flr
C. albicans eine Gruppe von Zellwandproteinen isoliert worden, die kompetetiv
an Rezeptoren auf der Oberflache von neutrophilen Granulozyten binden und
den peroxidasevermittelten fungiziden Effekt durch die Inhibition der
Myeloperoxidase zu beeintrachtigen vermégen (WRIGHT et al. 1981). Die
Funktion 0. g. Rezeptoren und Proteine als Virulenzfaktoren von C. glabrata ist
bisher noch nicht naher verifiziert worden, obwohl tGber 50 % aller mittels in
silico Analysen identifizierten putativen GPI-Proteine der Zellwand Adhasin-
ahnliche Sequenzcharakteristika aufweisen (DE GROOT et al., 2008).

Das bereits unter 1.3.2 beschriebene Phanomen des phanotypischen
"switching® zahlt ebenfalls zu den Virulenzfaktoren von Hefen und wurde bei
C. albicans sowohl in vitro als auch in vivo beobachtet. Es ist auf eine
phanotypische Instabilitat zurtickzufihren, die bei einigen Stdmmen atypische
Kolonieformen hervorbringt (SOLL et al., 1987). Dieses Phdnomen wurde auch
bei C. glabrata beobachtet (LACHKE et al., 2002; LIPPERHEIDE et al., 2002).

Moglicherweise wird dadurch die Virulenz verstarkt und die Entstehung von



symptomatischen Infektionen begunstigt (FIDEL et al. 1999, BROCKERT et al.,
2003). Eine weitere Gemeinsamkeit beider Hefen ist ihre hohe genomische
Flexibilitat, die sich sowohl auf die Virulenz, als auch auf die Adaption an die
stark fluktuierenden Bedingungen des Wirtsmillieus auswirken kann. Darlber
hinaus ist die von Natur aus reduzierte Suszeptibilitit gegeniber Azol-
Antomykotika ein charakteristischer Phanotyp von C. glabrata. Diese
intrinsische Resistenz kdnnte einen wichtigen, die Virulenz beeinflussenden
Faktor von C. glabrata darstellen. Diese Hypothese wird zusatzlich von der
Beobachtung gestiitzt, dass C. glabrata haupsachlich bei Patienten unter
Langzeit-Azol-Therapie aus prophylaktischren oder therapeutischen Griinden
isoliert werden kann (BOUCHARA et al., 2000; PFALLER et al., 2004).

1.3.4 Adaptionsmechanismen von C. glabrata

Am Infektionsort muss C. glabrata mit verschiedensten, teils unwirtlichen
Bedingungen fertig werden. Temperatur und pH-Verdnderungen fihren zu
erschwertem Aufrechthalten von Protonengradienten, zu veranderten
Enzymaktivitaiten und Nahrstoffangebot, sowie zu Anderungen in der
Zusammensetzung des Polysaccharid-Netzwerks und in der Proteinpopulation
der Zellwand.

Um das Uberleben des Pathogens zu sichern, muB eine adaquate und schnelle
Adaption an die jeweiligen Bedingungen erfolgen. Hefen besitzen eine Vielzahl
verschiedener Rezeptoren, die es ihnen ermoéglichen, Umweltreize
wahrzunehmen und die jeweiligen Signale von der Zelloberflache Uber
Transduktionskaskaden zum Zellkern Zu transportieren. Diese
Signaltransduktionswege sind vor allem in die Wahrnehmung und die Reaktion
auf Umweltstress, pH-Veranderungen und Veranderungen im Nahrstoffangebot
ausgerichtet, wie der Proteinkinase A- (PKA), der Rim101- und der TOR- (target
of rifampycin) Weg (LAMB et al., 2001; THEVELIN und DE WINDE, 1999).

Der essentiellste aller Signaltransduktionswege ist jedoch der mitogen-aktivierte
Protein-Kinase-Weg (MAPK). Das Kernstiick bildet dabei eine aus drei mitogen-
aktivierten Kinasen bestehende Kaskade, die sich durch Phosphorylierung
gegenseitig aktivieren. Diese MAPK-Kaskade kontrolliert Uber verschiedenste

Transkriptionsfaktoren eine Vielzahl an zellularen Prozessen durch die



Verarbeitung von intra- und extrazellularen Stimuli. Fir S. cerevisiae sind
bislang funf verschiedene MAPK-Wege beschrieben worden, die unter anderem
an der Pheromon-Antwort bei der Paarung, der Induktion von filamentdésem
Wachstum, der Sporenbildung und der Zellwandintegritat bei Stressexposition
von elementarer Bedeutung sind (CHEN RE und THORNER, 2007). C. glabrata
besitzt putativ orthologe Gene fir nahezu alle diese Signaltransduktionswege,
die bereits grofldtenteils im Hinblick auf ihren Einfluss auf das Zellwachstum und
die Virulenz untersucht worden sind.

Der "high osmolarity glycerol pathway" (HOG) und die damit assoziierte STE-
Genfamilie spielen u.a. eine entscheidende Rolle fur die Zellwandintegritat, die
Osmosensitivitat der Zelle, bzw. bei der Adaption an hypertone
Stresssituationen, die Virulenz, sowie unter Stickstoff-Mangelbedingungen
induziertem filamentdsem Wachstum (CALCAGNO et al., 2003; 2004; 2005;
GREGORI et al., 2007).

Desweiteren unterliegt die Aufrechterhaltung der Zellwandintegritdt unter
Sterssbedingungen, wie Hitze, Hypoosmolaritdt des umgebenden Millieus und
Zellwand-pertubierenden Substanzen, der sensibel regulierten Kontrolle des
"cell wall integrity"-MAPK-Wegs (LEVIN, 2005). Zusatzlich erfolgt die
Regulierung der Instandhaltung der Zellwandstruktur und der Chitinsynthese in
C.glabrata durch den PKC-Weg, der dartuber hinaus in die
Resistenzentstehung gegenuber Caspofungin und Azolen involviert ist (COTA
et al., 2008; EDLIND et al., 2005). Zellen, die Defekte in diesem
Signaltransduktonsweg aufweisen, zeigen ausgepragte Wachstumshemmung
bei Exposition gegenuber Zellwand-pertubierenden Substanzen, wie z.B.
Diaminostilbenen, Kongorot, Caspofungin und SDS (SCHWARZMULLER,
2009).

1.4 Struktur der pilzlichen Zellwand

Als die am auf3ersten gelegene Struktur spielt die Zellwand eine entscheidende
Rolle in der Vermittlung der Morphologie und der direkten Interaktion von Wirt
und Pathogen. Sie schitzt die Pilzzelle vor Lyse und Degradierung durch
feindliche Enzyme, sorgt fir die Aufrechterhaltung des Zellturgors und reguliert



und ermdglicht die selektive Aufnahme von Substanzen aus der Umgebung.
DarUber hinaus spielen die verschiedenen Komponenten der Zellwand eine
entscheidende Rolle bei der Gewebsadhésion und -invasion, als Schutz vor
Verteidungsmechanismen des Wirtsorganismus, sowie in der Formation von
Biofilmen und der Resistenzentwicklung gegeniber antifungalen Medikamenten
(DE GROOT et al., 2004; NAGLIK et al., 2006; NETEA et al., 2006; PARDINI et
al., 2006; TUMBARELLO et al., 2007; WHEELER et al., 2006). Uber Jahrzehnte
war die einzige Information Uber die pilzliche Zellwand die biochemische
Zusammensetzung ihrer strukturellen Hauptkomponenten: Polysaccharide und
Proteine. Mittels moderner biochemischer und genetischer
Untersuchungsmethoden konnten die Funktionen vieler an Struktur und
Synthese der Zellwand beteiligter Proteine analysiert werden. Da die Zellwand
von pilz-spezifischen Enzymen synthetisiert wird und somit utber exklusive
strukturelle Komponenten und antigene Determinanten verfugt, die in
Saugetierzellen so nicht vorkommen, ist sie ein vielversprechender
Angriffspunkt sowohl fur Antimykotika als auch diagnostischer Methoden in der

Infektionsserologie.

Die Mehrheit der Studien, die sich mit der Zusammensetzung und der Struktur
der pilzlichen Zellwand befassen, beziehen sich auf den Modellorganismus
S. cerevisiae. Der molekulare Aufbau der Zellwand dieses Ascomyceten ist
deshalb gut dokumentiert (AGUILAR-USCANGA und FRANCOIS, 2003; CABIB
et al.,, 2007; KAPTEYN et al., 1997; KLIS et al., 2006; POPOLO et al., 1997).
Auch die Zellwand von C. albicans wird mehr und mehr erschlossen (CHAFFIN
et al., 1998; KLIS et al., 2001; PARDINI et al., 2006; RUIZ-HERRERA et al.,
2005). Uber die molekulare Organisation der Zellwand von C. glabrata
existieren jedoch bisher nur wenige Studien (DE GROOT et al. 2008; FRIEMAN
et al., 2002; KAUR et al., 2005; WEIG et al., 2004).



Die Zellwand von Hefen besteht hauptsachlich aus den Polysacchariden Chitin,
B-1,3-Glukan, p-1,6-Glukan und hochgradig mannosylierten Proteinen
(Abbildung 6).

Chitin ist ein 1,4-B-verknupftes Homopolymer aus N-Acetylglucosamin, welches
die Plasmamembran bedeckt und somit die innerste Schicht der Zellwand
bildet. Sie bestimmt maf3geblich die Rigiditat der Zellwand. Der prozentuale
Anteil von Chitin in der Zellwand variiert zwischen 1 % - 3 % in S. cerevisiae
und von 1 % - 2 % in C. albicans (BROWN and CATLEY, 1992; FLEET, 1985).
Der Chitingehalt von C. glabrata macht ungefahr 1% des Trockengewichts der
Zellwand aus (WEIG et al.,, 2004). Mittlerweile sind verschiedene Gene
katalytischer Untereinheiten von Isoenzymen der Chitinsynthase und deren
Produkte isoliert und untersucht worden. So Ubernehmen jeweils
unterschiedliche Isoformen dieses Enzyms die Chitinsynthese des
Primarseptums, der lateralen Zellwand, fur Reparaturvorgdnge wéahrend der
Zellteilung, sowie fur die Synhtese des "bud ring® an der Stelle der
Tochterzellenausknospung (POPOLLO et al., 1996; WALKER et al., 2008).
Glukane sind fibrillare, Uber Wasserstoffbriickenbindungen verbundene
Polymere aus Glukose, die bei Ascomyceten entweder B-1,3-glykosidisch oder
B-1,6-glykosidisch miteinander verknipft sind. Sie machen bei Candida spp. ca.
40-60 % des Zellwandtrockengewichts aus und liegen ungefahr im Verhaltnis
2:1 vor (HOF H., 2003).

B-1,3-Glukan bindet nach innen Uber nicht-reduzierende Enden kovalent an das
darunter liegende Chitin und nach auf3en an stark verzweigtes p-1,6-Glukan.
Ein geringer Anteil an B-1,6-Glukan ist direkt glykosidisch an Chitin gebunden
(KAPTYEN et al., 1997). Auf diese Weise entsteht ein elastisches,
dreidimensionales Netzwerk, das sogenannte Zellwandskelett. Dieses ist
gleichzeitig fur die mechanische Stabilitdt und durch standigen Umbau auch fir
die Flexibilitat der Zellwand verantwortlich ist. (CHAFFIN et al., 1998;
KAPTEYN et al, 1997; KLIS, 1994). Spezielle GPIl-verankerte
Transglykosidasen sind dabei einerseits fur die Polymerisierung des Glukans
verantwortlich und sorgen zum anderen fir die Verknipfung des Glukans mit
der Chitinschicht (PARDINI et al., 2006).



Die &uBerste Schicht der Zellwand besteht grof3tenteils aus kovalent
gebundenen, stark glykosylierten Proteinen, den sogenannten Mannoproteinen
(KLIS, 1994; KLIS et al., 2006), die fur Oberflacheneigenschaften wie
Hydrophobizitat, elektrische Ladung, Adhasion und die Zell-Agglutinierbarkeit
verantwortlich sind und somit letztlich auch die Pathogenitdt vermitteln.
Mannoproteine machen bis zu 40% des Zellwandtrockengewichts aus (HOYER,
2001; HOYER und HECHT, 2001; RUIZ-HERRERA et al., 2006; SUNDSTROM
et al., 2002a). Man unterscheidet drei Klassen von kovalent an das
Zellwandskelett gebundenen Proteinen: (i) Glycosyl-Phosphatidylinositol- (GPI)
verankerte Proteine, (i) Uber eine Alkali-labile Bindung verankerte Proteine, zu
denen unter anderem die Pir-Proteine (protein with internal repeats) gehdren,
und (iii) Uber Disulfidbriicken an andere Zellwandproteine gebundene Proteine.

Spezielle Sequenzmotive entscheiden dartiber, ob das jeweilige GPI-Protein in

der Plasmamembran verbleibt, oder ob es kovalent an -1,6-Glukan gebunden

in die Zellwand transloziert wird. Alkali-sensitiv-gebundene Proteine binden
hingegen direkt an B-1,3-Glukan (DE GROOT et al., 2005; DE GROOT et al.,
2008).
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Abbildung 6: Zellwandstruktur von C. glabrata

Die Zellwand von Hefen besitzt eine Dicke von schatzungsweise 250-260 nm. Im
elektronenmikroskopischen Bild (A) konnen zwei Schichten unterschieden werden: Eine
elektronendichte  &ufBere  Schicht, bestehend aus  Mannoproteinen und die
elektronentransparente Polysaccharid-Schicht. (B) Schematische Darstellung der Struktur der
Hefe-Zellwand: Aufgefuhrt sind die strukturellen Hauptkomponenten Chitin und Glukan, sowie
die in das Zellwandskelett eingebundenen Mannoproteine. VergroRert dargestellt ist die
monomere Komposition der einzelnen Polymere (aus NETEA et al., 2008, S. 69).



Biochemische Analysen haben gezeigt, dass die Zellwand von C. glabrata bis
zu 50 % mehr Protein enthélt als die Zellwand von S. cerevisiae. (DE GROOT
et al.,, 2008). Der Grad der Glykosylierung der Zellwandproteine hat dartber
hinaus Einfluss auf die Permeabilitit der Zellwand fir Makromolekile (DE
NOBEL et al., 1990; ZLOTNIK et al., 1984). Abhangig von den umgebenden
Bedingungen (wie beispielsweise dem pH-Wert, der Temperatur, oxidativem
oder hoch-osmolarem Stress, aeroben oder anaereoben
Wachstumsbedingungen), Wachstumsphase (z.B. logarithmische oder
stationére Phase), Wachstumsform und die Phase des Zellzyklus, kann sowonhl
der Gehalt der Zellwand an Chitin und Glukan, als auch die Zusammensetzung
der Zellwand-Protein-Population erheblich variieren.

Diese Mechanismen erhéhen somit die Anpassungsfahigkeit des Pilzes
(ABRAMOVA et al., 2001; CARO et al., 1998; DE NOBEL et al. 1991, DE
GROOT et al., 2008; KAPTEYN et al., 2000; KLIS et al., 2001; RODRIQUEZ-
PENA et al., 2000).

Auch wenn nicht alle GPI-Proteine letztendlich in der Zellwand ankommen, so
weist doch die Anzahl von 106 durch in-silico-Analysen vorausgesagten GPI-
verankerten Zellwand-Proteinen in C. glabrata auf ein hohes Potential an
regulierter, spezifisch angepasster Zellwand-Protein-Expression in diesem Pilz
hin (DE GROOT et al., 2008; WEIG et al., 2004).

Verglichen mit anderen Hefen verfugt C. glabrata Gber eine aul3ergewdhnlich
hohe Anzahl an Genen, die fur Adhasin-dhnliche GPI-Proteine kodieren.
Phylogenetisch lassen sich diese Proteine wiederum in verschiedene Gruppen
einordnen, wie z.B. die in Adhésion und Biofilmbildung involvierte Lektin-
ahnliche EPA-Familie. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die Regulation
der  Zellwand-Protein-Expression und die  Aufrechterhaltung der
Zellwandintegritat nicht nur entscheidend fir Stressresistenz ist, sondern
ebenso fur die Virulenz von C. glabrata (CALCAGNO et al., 2003; DE GROOT
et al., 2008).



1.5 Antimykotika und Resistenzmechanismen

Aufgrund der metabolischen Ahnlichkeiten von Wirt und den ebenfalls
eukaryontischen pathogenen Pilzen, gestaltet sich die Entwicklung von
effektiven und gut vertraglichen antimykotischen Substanzen schwieriger als
beispielsweise bei bakteriellen Erregern.

Lange Zeit galt das zur Substanzgruppe der Polyene gehdrige Amphotericin B
wegen seines breiten Wirkspektrums und mangels Alternativen als
Goldstandard in der Therapie von systemischen Mykosen (ODDS et al., 2003).
Es ist ein sehr lipophiler Stoff, der mit dem Ergosterol der pilzlichen
Zellmembran einen irreversiblen Komplex bildet und so zu einer veranderten
Membranpermeabilitat fuhrt. Es ist hochst wirksam gegen die meisten klinisch
relevanten Hefen und andere Pilzarten, wie z. B. Aspergillus spp..
Unglucklicherweise besitzt Amphotericin eine sehr geringe Ldslichkeit und eine
hohe Nephrotoxizitat. Das seit einigen Jahren auf dem Markt befindliche
liposomale Amphotericin B (Ambisome®) stellt eine weniger toxische Alternative
dar.

Trotz langjahriger, weitverbreiteter Anwendung sind sekundare Resistenzen
selten. Es existieren aber einige intrinsisch resistente Spezies, wie z.B.
C. lusitaniae. Polyenresistente Candida spp. verfluigen uber einen verminderten
Ergosterolgehalt der Plasmamembran, was wahrscheinlich die Bindung des
Antimykotikums an die Pilzzelle beeintrachtigt (NOLTE et al., 1996).

Flucytosin ist ein  Nukleosid-Analogon, das vornehmlich in der
Kombinationstherapie von Candidosen eingesetzt wird. Die Aufnahme in die
Zielzelle erfolgt durch das Enzym Cytosin-Permease. Durch die intrazellulare
Verstoffwechslung zu 5-Fluor-Uracil mit nachfolgender Inkorporation in die
MRNA kommt es zu einer Unterbrechung der Proteinbiosynthese und so
letztlich zu einer Wachstumshemmung. Dartberhinaus wird 5-Fluor-Uracil in 5-
Fluor-dUMP umgewandelt, welches die Thymidylat-Synthase und somit die
DNA-Synthese und die Zellteilung inhibiert. Resistenzen gegen Flucytosin
kénnen u.a. durch Mutationen in Enzymen hervorgerufen werden, die in den

Substanz- und/oder RNA-Metabolismus involviert sind und sind sowohl! fir



Hefen, als auch fur Aspergillen beschrieben worden. Da Resistenzen in der
Monotherapie sich schnell auf die gesamte Population ausbreiten kdbnnen, wird
Flucytosin fast nur in Kombination mit Amphotericin B verwendet
(MORSCHHAUSER, 2003; ODDS et al, 2003). Populationsgenetische
Untersuchungen an C. albicans ergaben, dass Flucytosin-Resistenzen gehauft
bei phylogenetisch eng verwandten Stdmmen auftreten. Flucytosin-resistente
Isolate, die (Uber eine Punktmutation in dem Enzym Uracil-
Phosphoribosyltransferase verfugten, zeigten alle ahnliche
Sequenztypcharakteristika und fanden sich zum Grol3teil in einer der funf flr
C. albicans beschriebenen phylogenetischen Haupt-Kladen (DODGSON et al.,
2004).

Anfang der 70er Jahre erfolgte die Einfihrung der Gruppe der Azole in der
antimykotischen Therapie humanpathogener Pilze. Praktisch parallel dazu hielt
diese Stoffgruppe Einzug im Pflanzenschutz und spater auch als
antimikrobieller Zusatz in der Kosmetikaproduktion. Azolderivate besitzen ein
Di- bzw Triazol-Grundgerust, welches die antimykotische Wirkung dieser
Substanzen vermittelt und viele chemische Modifikationen zulasst. Die
fungistatische Wirkung der Azole beruht auf der Blockierung der
Ergosterolbiosynthese Uber eine Inhibierung des pilzspezifischen Cytochrom-
P450-Enzyms Lanosterol-14-a-Demethylase (Erg11/Cyp51).

Ein moglicher Erklarungsansatz fur die Wachstumshemmung durch Azole ist
die intrazellularere Bildung und Akkumulation intermediarer toxischer Metabolite
aus der Ergosterol-Vorstufe Lanosterol. Auf der anderen Seite kann der Mangel
von Ergosterol als integraler Bestandteil der Plasmamembran ursachlich in
Betracht gezogen werden. Das heute in der Regel zur Behandlung von
Candidosen eingesetzte Triazol Fluconazol besitzt eine sehr gute Wirksamkeit
gegenuber den meisten Hefen (z.B. C. albicans, C. parapsilosis oder
C. tropicalis) und Dermatophyten (z.B Microsporum auduonii), gegen die
meisten Schimmelpilze (z.B. Aspergillus spp.) ist es hingegen wirkungslos
(TIETZ, 2004). Obwohl es Leberschaden verursachen kann, ist es weitaus
weniger toxisch und somit besser vertraglich als Amphotericin B.



Im Gegensatz zu den meisten anderen Candida spp. ist C. glabrata weniger
suszeptibel oder sogar resistent gegenuber Fluconazol (PFALLER et al., 1999,
Abbildung 7). Dieser Umstand erfordert entweder eine Dosiserh6hung, eine
Verlangerung der Therapiedauer, oder das Erwagen alternativer
Behandlungsstrategien. Es konnte gezeigt werden, dass die Fluconazol-
Suszeptibilitat getesteter C. glabrata-Isolate erheblich variiert, mit einer
Spannbreite von 82 % bis 44 %, abhangig unter anderem vom Alter des
Patienten und der geographischen Lokalisation (PFALLER et al., 2003a).
Jingsten Studien zufolge sind 93% aller in Deutschland getesteten C. albicans
Isolate, aber nur 23 % aller C. glabrata voll suszeptibel gegentiber Fluconazol.
50 % der C. glabrata-Isolate wurden als S-DD ("susceptible-dose dependent")
eingestuft, was eine Behandlung mit héheren Dosen oder den Wechsel der
Wirkstoffklasse erforderlich macht (BORG VON ZEPELIN et al., 2007).

Seit Einfuhrung der neuen Breitspektrum-Triazole (z.B. Voriconazol) steht eine
verbesserte Therapieoption zur Behandlung fluconazolresistenter Candida spp.
zur Verfigung. Diese Wirkstoffe sind im Vergleich zu ihren Vorgangern um
einiges effektiver (PFALLER et al.,, 2003b), allerdings konnten bereits
Kreuzresistenzen beobachtet werden (MULLER et al., 2000).
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Abbildung 7: Verteilungsmuster der E-Test-MHK-Werte von Fluconazol klinischer
Candida-Isolate

Die humanpathogenen non-albicans spp. C. glabrata (b) und C. krusei (c) sind vermindert
suszeptibel, bzw. sogar resistent gegeniiber dem Antimykotikum Fluconazol. Dies bedingt eine
Linksverschiebung der Verteilungskurve verglichen mit Azol-suszeptiblen Hefen, wie z.B.
C. albicans (a). R = resistent, | = intermediar / S-DD, S = suszeptibel (modifiziert aus Hof, 2003,
S. 62).

Fur C. glabrata und andere fungale Pathogene sind bereits mehrere Resistenz-
vermittelnde Mechanismen beschrieben worden. Neben den Mdéglichkeiten der
reduzierten Aufnahme des Pharmakons in die Zelle, beispielsweise durch

Verédnderungen in der Membranpermeabilitat oder der



Zellwandzusammensetzung, der vermehrten intrazellularen Sequestration und
Inaktivierung, sowie Verédnderungen in der Zielstruktur, gilt vor allem die
Hochregulierung von ABC-Transportern, bzw. von Efflux-Pumpen als der
bislang am besten untersuchte Mechanismus.

So fiihrt die Uberexpression der Efflux Pumpen CgCgrl und CgPdhl unter
Azol-Exposition zu einer rapiden Resistenzentwicklung in C. glabrata. Bei
diesen Genen handelt es sich um Orthologe des S. cerevisiae-ABC-
Transporters ScPdr5 und der C. albicans-Efflux-Pumpen CaCdrl und Cdr2
(SANGLARD et al., 1999). Die Transkription dieser beiden ABC-Pumpen steht
unter Kontrolle des Regulator-Gens CgPDRL1. Zusétzlich wird die Efflux-Aktivitat
durch den Grad der Phosphorylierung durch die Proteinkinase A reguliert
(WADA et al., 2005).

Gelegentlich kann bei Subkultivierung von C. glabrata auf Glycerol-
enthaltenden Medien der sogenannte Petite-Phé&notyp beobachtet werden, der
eine charakteristische Kolonie-Morphologie, sowie mitochondriale Defekte zeigt.
Fur diese Atmungs-defizienten Petite-Mutanten wurde ein Zusammenhang
zwischen Azolresistenz, erhdhtem Efflux durch Hochregulierung der Gene
CgCDR1 und CgPDH1, Veranderungen auf genetischer Ebene und einer
veranderten gquantitativen Zusammensetzung der Zellwand beschrieben (BRUN
et al., 2005). Des Weiteren kénnen Punktmutationen, Uberexpression, sowie
verstarkte Genamplifizierung des Zielenzyms Ergll far die
Resistenzentstehung verantwortlich sein.

All diese Mechanismen der Resistenzentstehung koénnen durch hohe
genomische Flexibilitdt betrachtlich beeinflusst werden. Es ist bekannt, dass in
der diploiden Hefe C. albicans die Entstehung von Azolresistenzen oftmals mit
dem Erwerb eines Isochromosoms zusammenhéngt, welches aus den zwei
linken Armen von Chromosom 5 besteht. Diese Region beherbergt die beiden
Gene ERG11, welches fur das Ziel Enzym von Fluconazol in der
Ergosterolbiosynthese kodiert, die Lanosterol-14-a-Demythelase, und TAC1,
das fur einen Transkriptionsfaktor kodiert, welcher die Expression der beiden
Gene CDR1 und CDR2 reguliert, die wiederum fur Multidrug-Transporter der
ABC-Superfamilie kodieren. Durch deren gemeinsame Duplizierung und
konsekutiver vermehrter Expression und Transkription ist der Pilz in der Lage,
hohe Azol-Konzentrationen zu tolerieren (SANGLARD et al., 1997),



wohingegen die alleinige ERG11-Uberexpression in C. albicans nicht fur eine
erhohte Azoltoleranz verantwortlich ist (SANGLARD et al., 1995; WHITE, 1998).
Auch far C.glabrata wurden bereits dahnliche Mechanismen zur
Resistenzentstehung beschrieben. Polakova et al. berichteten von einem
Fluconazol-resistenten Isolat, das in der elektrophoretischen Karyotypisierung
Uber ein Minichromosom im niedermolekularen Bereich verflgte. Bei
Kultivierung ohne Selektionsdruck verschwand das Minichromsom und die
Toleranz gegeniber Fluconazol veranderte sich von resistent zu suszeptibel.
Marichal et al. hingegen postulierten flr ein Azol-resistentes Isolat, das eine
Duplikation von Chromosom E aufwies, auf welchem sich das ERG11-Gen
befindet, einen &hnlichen Mechanismus, wie er bereits oben fur C. albicans
beschrieben wurde (MARICHAL et al., 1997; POLAKOVA et al., 2009).
Desweiteren zeigten sequentielle klinische Isolate aus Blutkulturen
immunsupprimierter Patienten wahrend des Infektionsprozesses mitunter
binnen weniger Tage rapide karyotypische Veranderungen, die eine erhohte
Azoltoleranz zur Folge hatten (SHIN et al., 2007).

Auch andere Arbeiten an Mikroorganismen mit bekannter karyotypischer
Variabilitat, wie dem parasitaren Protozoon Leishmania, zeigen, dass
Aneuploidie, Deletionen und verstarkte Genamplifikation mit veradnderter
Medikamententoleranz und Virulenz assoziiert sein kbnnen (UBEDA et al.,
2008).

Eine neue Klasse von antifungalen Substanzen sind die Echinocandine, welche
die B-1,3-Glukan-Synthese inhibieren und somit die Zellwand als die aufere
Schutzschicht der Pilzzelle zerstoren oder zumindest stark schwéchen. Die
antifungale Wirkung der Echinocandine ist bereits seit den friilhen siebziger
Jahren bekannt und untersucht worden (BENZ et al., 1974). Seit 2002 ist
Caspofungin (Cancidas®) als das erste Echinocandin fiir den Einsatz am
Menschen zugelassen worden. Sein Wirkspektrum umfasst viele medizinisch
relevante Candida spp. (z.B. C.albicans, C.glabrata, C. tropicalis,
C. dubliniensis (PFALLER et al., 2003a; 2003b)), wie auch Aspergillus spp.. Es
existieren aber auch wichtige humanpathogene Pilze (z.B. C. neoformans), die

das Wirkspektrum von Caspofungin nicht erfasst.



Die Grunde hierfur sind vielschichtig. Zum einen kann eine veranderte
Zusammensetzung der Zellwand, beispielsweise ein erniedrigter Gehalt an -
1,3-Glukan (v.a. Basidiomyceten), ursachlich sein, zum anderen eine
kompensatorische Hochregulierung des Chitingehalts, um einer Schwachung
der Zellwand durch  B-1,3-Glukan-Verlust entgegenzuwirken  (v.a.
Ascomyceten). Solche Kompensationsmechanismen konnten in Mutanten
beobachtet werden, die entweder in ihrer Fahigkeit zur -1,3-Glukan-Synthese
beeintrachtigt waren oder von Natur aus Uber eine geschwachte Zellwand
verfugten (COTA et al., 2007; KAPTEYN et al., 1997; POPOLO et al., 1997,
WALKER et al., 2008).

In der Literatur ist dariber hinaus dokumentiert, dass nur Stdmme mit einer
spezifischen Mutation, bzw. Aminosaure-Polymorphismen in der Hot Spot-
Region der Gene FKS1 und FKS2, welche fur essentielle Komponenten der
Glukan-Synthase kodieren, und/oder einer Uberexpression von Sbe2p, einem
Golgi-Protein, dass in den Transport von Zellwandkomponenten involviert ist,
Resistenzen gegeniber Echinocandinen aufweisen (BALASHOV et al., 2006).
Desweiteren ist mittlerweile bekannt, dass es keine Kreuzresistenzen zwischen
Caspofungin und Fluconazol gibt, da Caspofungin kein, bzw. ein unpassendes
Substrat fur die meisten Multidrug-Efflux-Transporter darstellt, die an der
Vermittlung von Azol-Resistenzen maf3geblich beteiligt sind (NIIMI et al., 2006;
PFALLER und DIEKEMA, 2007). Azolresistente Stamme mit einer
Uberexpression der Transporter Cdrl/3 und Mdrl sind in der Regel voll
suszeptibel auf Caspofungin (BACHMANN et al., 2002). Nichtsdestotrotz
konnte fir C. albicans eine erhdhte Caspofungin-Toleranz bei gleichzeitiger
Uberexpression des Efflux-Pumpen-Gens CDR1 in vitro nachgewiesen werden
(SCHUETZER-MUEHLBAUER et al., 2003).

Caspofungin besitzt nur geringe Nebenwirkungen, was im Vergleich zu anderen
Antimykotika eine entscheidende Verbesserung darstellt. Demgegenuber
stehen allerdings das relativ enge fungizide Wirkspektrum und die intravendse

Applikation als einzige Darreichungsform (CORNELY et al., 2002).



Zusammenfassend lasst sich sagen, das die derzeit zur Verfigung stehenden
Antimykotika entweder Uber eine erhebliche Toxizitat verfiigen, sich nur fir ein
begrenztes Spektrum an Erregern einsetzen lassen, oder das Auftreten von
Sekundarresistenzen eine effektive Therapie erschwert. Mit der Einfihrung der
Echinocandine hat sich die Zellwand als neuer effektiver Angriffspunkt fur
Antimykotika erwiesen, da sie an Strukturen angreifen, die nur die Pilzzelle,
nicht aber die Wirtszelle besitzt. Analog zur erfolgreichen Behandlung schwerer
bakterieller Infektionen kdnnten somit in Zukunft auch Kombinationstherapien
zum Einsatz kommen, wie beispielsweise die Kombination von Echinocandinen
mit einem Chitinsynthase-Inhibitor wie Nikkomycin Z oder Chitinbindnern aus
der Stoffgruppe der Diaminostilbene (LI und RINALDI, 1999; WALKER et al.,
2008).

1.6 Ziele der Arbeit

C. glabrata ist ein opportunistischer humanpathogener Hefepilz von steigender
medizinischer Bedeutung. Systemische Infektionen mit C. glabrata sind
aufgrund der hohen intrinsischen Resistenz gegenuber dem Standard-
Antimykotikum Fluconazol nur schwer zu behandeln. Dartber hinaus besitzt
C. glabrata eine aul3erst dynamische Zellwandstruktur, die es der Hefezelle
ermadglicht, flexibel auf Stresssituationen aus dem sie umgebenden Wirtsmillieu
zu reagieren. Durch die verstarkte Synthese spezifischer Zellwandkomponenten
ist der Pilz beispielsweise in der Lage, durch Antimykotika verursachte
Zellschaden zu kompensieren (COTA et al., 2008; WALKER et al., 2008).

Die beiden haufigsten humanpathogenen Hefen C. albicans und C. glabrata
verfigen des Weiteren uber eine sehr hohe Genomflexibilitat, die in Verbindung
mit veranderten phéanotypischen Merkmalen, wie klinisch relevantem
Resistenzverhalten stehen kann (FISCHER et al., 2006; MARICHAL et al.,
1997; POLAKOVA et al., 2009; SELMECKI et al., 2008).

Ziel dieser Arbeit war es, mdgliche Zusammenhénge zwischen phanotypischen
Merkmalen, wie z.B. Medikamentenresistenz und Toleranz gegenuber
Zellwandstress, der quantitativen Zusammensetzung der Zellwand sowie
spezifischen Veranderungen auf genotypischer Ebene bei C. glabrata zu

untersuchen. Hierzu wurde ein Kollektiv isogener Proben des



Laborreferenzstamms ATCC2001/CBS138 und ein Kollektiv von 124
heterogenen klinischen Isolaten aus verschiedenen europaischen Zentren
etabliert.

Die phéanotypische Charakterisierung beider Kollektive erfolgte durch
standardisierte Suszeptibilitatstests auf die Zellwand-aktiven Substanzen
Blancophor P, Calcofluor Weil3 und Kongorot, sowie die klinisch relevanten
Antimykotika Caspofungin und Fluconazol. Die Empfindlichkeit der Stamme
gegenuber den unterschiedlichen Substanzen wurde anschlieRend miteinander
verglichen, um zu untersuchen, ob eine Abh&ngigkeit zwischen der Toleranz
gegeniber Zellwandstress und Antimykotikaresistenz besteht.

Die Zellwandkomposition wurde durch spezifische Farbung der beiden
strukturellen Hauptkomponenten Chitin und Glukan und anschliel3ende
Quantifizierung mittels Durchflusszytometrie ermittelt. Daraufhin wurde durch
eine lineare Regressionsanalyse Uberprift, inwiefern die Daten aus den
phanotypischen Tests Ruckschlisse auf die quantitative Zellwandkomposition
erlauben und ob mdgliche Korrelationen bestehen.

Die  Genotypisierung beider  Kollektive erfolgte  mittels  Pulsfeld-
Gelelektrophorese (PFGE) und Multilokus-Sequenztypisierung (MLST). Die
PFGE ermdoglicht die Bestimmung der karyotypischen Phylogenie durch den
Vergleich von Chromosomenzahl und -gro3e. Die MLST dient der Analyse der
molekularen Phylogenie auf Basis von Nukleotidsequenzen hochkonservierter
Haushaltsgene.

Aus den Sequenzdaten der MLST der klinischen Isolate wurde im Anschluss
ein phylogenetischer Stammbaum erstellt und jedem Stamm sein karyo- und
phanotypisches Profil zugeordnet. Auf diese Weise konnte abschlieRend die
molekulare mit der karyotypischen Phylogenie verglichen und deren Einfluss
auf die unterschiedlichen Merkmalsauspragungen der Stamme beurteilt

werden.



2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Chemikalienwaage Typ BL 310 Sartorius
FACS-Calibur BD Biosciences
Fastprep™ FP120, Bio101 Thermosavatan
Gasbrenner, Flammy S Schatt
Geldokumentation, Biodoc |l Biometra
Gelelektrophoresekammern Keutz-Labortechnik
Inkubator, Typ BB 6220 CU Heraeus
Magnetrthrer Heidolph

PFGE- System:

CHEF-DR-II-System und Zubehor: Bio-Rad
- Drive module

- Elektrophoresekammer

- Pulsewave 760 switcher

- Power 200/2.0 power supply

- Pumpe



Zubehor:

- 10-Proben-Giel3form

- 10-z&hniger Kamm

- Gelgiel3stand 8,25" x 5"

- Kammbhalter 8,25

- Ersatzelektroden
pH-Meter, HI 221
Photometer, Ultrospec® 1000
Pipetten ,Reference”; Typ 4810;
Satz 0, 5-10 pl; 10-100 pl; 50-200 pl; 1200-1000ul
Pipettierhilfe Pipetus®-Akku
Plattenphotometer
Préazisionswaage, Typ CP224

Schttler, Typ 3020, GFE und Typ Duomax 1030

Sterilbank, BDK
GmbH

Thermomixer ,compact"

Transferpette R-12 20-200 pl

Wasserbad, Typ W16

Warmeschuttler, SM-30

HANNA Instruments
Amersham Pharmacia

Bioscience/Ge-Healthcare

Eppendorf

Dynex Revelation

Sartorius

Heidolph

Luft- und Raumtechnik

Eppendorf

Brand

HGL Technik

Edmund Buhler



Vortexer REAX top

Zentrifuge, Typ 5417 R

Zentrifuge, Typ 3 S-R

2.1. 2 Verbrauchsmaterialien

Einmalpipetten 5 ml, Costar® Stripette®

Einmalpipetten 10 ml, Costar® Stripette®

Einmalpipetten 50 ml, Costar® Stripette®

Einmalspritzen Ecoject® 10 ml Luer, Dispomed®

Einmaluntersuchungshandschuhe Diamond

Grip Plus

Eppendorf Reaktionsgefal3e 0,5 ml safe-lock

Eppendorf Reaktionsgefalie 1,5 ml safe-lock

Eppendorf Reaktionsgefalie 2,0 ml safe-lock

Glasperlen 0,5 mm, acid washed

Mikro-Schraubenrohrchen 2ml

Mikrotiterplatte 96 Loch Flachboden

Nitril-Handschuhe Nitra-Tex®

Heidolph

Eppendorf

Heraeus-Multifuge

Corning Incorprated

Corning Incorporated

Corning Incorporated

Witt oHG

Microflex

Eppendorf

Eppendorf

Eppendorf

Biospec

Sarstedt

Greiner

Ansell



Pipettenspitzen, blau, 1ml

Pipettenspitzen, gelb, 200 pl

Pipettenspitzen, Standardtips, 10 pl

Skalpell (22er Klinge )

Spritzen-Filter Corning® 0,22 um

Spritzen-Filter Corning® 0,45 pum

Steril-Filter Corning® 0,45 um (Zellulose-Acetat)

Steril-Filter Corning® 0,22 um (Zellulose-Azetat)

Zentrifugengefalde, 15 ml Falcons

Zentrifugengefalie, 50 ml Falcons

2.1.3 Chemikalien und Medien

Soweit nicht anders angegeben, wurden verwendete Chemikalien von Merck
(Darmstadt, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland) oder Sigma-Aldrich
(Taufkirchen, Deutschland) bezogen. Medien wurden von Becton-Dickinson

(Sparks, USA) bezogen. Bezugsfirmen der Enzyme sind jeweils im Text

vermerkt.

Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

TechnoCut

Corning Incorporated

Corning Incorporated

Corning Incorporated

Corning Incorporated

Greiner

Greiner



2.1.4 C. glabrata-Stamme

Insgesamt wurden ein Kollektiv von zehn Laborstdmmen und 124 Klinische
Isolate der Spezies C. glabrata untersucht.

Das Laborstamm-Kollektiv bestand aus klonalen Proben des Labor-
Referenzstamms ATCC2001/CBS138 unterschiedlicher Herkunft (Tabelle 2).
Die klinischen Isolate stammten grof3tenteils von klinisch auffalligen Patienten
aus verschiedenen Einrichtungen Deutschlands, der Schweiz, Spaniens und
der Tschechei (Tabelle 3).

Tabelle 2: C. glabrata-Laborstdamme

Stamm Nr. Bezeichnung Herkunft

1 ATCC2001/CBS138 Centraalbureau voor Schimmelcultures,
Utrecht, Belgien

2 ATCC2001/CBS138 Ag Weig, Goéttingen, Deutschland

3 ATCC2001/CBS138 Ag Weig, Wirzburg, Deutschland

4 ATCC2001/CBS138 Ag Muhlschlegel, Canterbury, England

5 ATCC2001/CBS138 Ag Kuchler, Strassburg, Frankreich

6 ATCC2001/CBS138 Ag Brown, Aberdeen, England

7 ATCC2001/CBS138 Ag Haynes, London, England

8 ATCC2001/CBS138 Ag Kuchler, Wien, Osterreich

9 ATCC2001/CBS138 Ag Kuchler, Wien, Osterreich

10 ATCC2001/CBS138 Ag Sanglard, Lausanne, Schweiz




Tabelle 3: Klinische C. glabrata-lsolate und Patientendaten

EU Stamm-Nr. Herkunft Geschlecht/ Primaér- Material
Alter Erkrankung

15 Uni Klinikum n.b. n.b. Tracheal-Sekret
Gottingen

18 Uni Klinikum n.b. n.b. n.b.
Gottingen

19 Uni Klinikum n.b. n.b. Vaginalabstrich
Gottingen

20 Uni Klinikum n.b. Atypische Bronchial-Sekret
Gottingen Pneumonie

23 Uni Klinikum w/16 n.b. Blutkultur
Rostock

24 Uni Klinikum n.b. n.b. n.b.
Gottingen

25 Charite Berlin w/54 ARDS Blutkultur

26 Charite Berlin m/75 n.b. Blutkultur

27 Charite Berlin m/70 Z.n. lleus Blutkultur

28 Uni Klinikum w/66 n.b. Blutkultur
Marburg

29 Krankenhaus m/64 Z.n. Alkohol- Blutkultur
Dresden intoxikation
Friedrichsstadt

30 Krankenhaus m/77 Peritonitis Aszites-Punktat
Dresden
Friedrichsstadt

31 Krankenhaus m/77 Peritonitis Blutkultur
Dresden
Friedrichsstadt

32 Helios Kliniken m/64 n.b. Blutkultur
Schwerin

33 Uni Klinikum m/64 Peritonitis Peritoneal-
Homburg Saar flussigkeit

34 Charite Berlin m/69 n.b. Blutkultur

35 Charite Berlin m/66 n.b. Blutkultur

36 Charite Berlin w/80 Peritonitis Aszites-Punktat




37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

48

49

50

52

53

54

57

Krankenhaus
Dresden
Friedrichsstadt

Krankenhaus
Dresden
Friedrichsstadt

Krankenhaus
Dresden
Friedrichsstadt

Krankenhaus
Dresden
Friedrichsstadt

Uni Klinikum
Klinik

Medizinal
Untersuchungs-
amt Bochum

Stadtisches
Krankenhaus
Krefeld

Krankenhaus
Dresden
Friedrichsstadt

Krankenhaus
Dresden
Friedrichsstadt

Uni Klinikum
Gottingen

Krankenhaus
Dresden
Friedrichsstadt
RKI Berlin
Charite Berlin
Friedrich Loffter
Institut
Greifswald

Charite Berlin

LUA
Sachsen/
Chemnitz

Uni Klinikum
Magdeburg

m/73

w/56

w/56

w/55

m/70

m/53

w/58

w/89

w/84

w/35

w/16

m/39

m/71

m/88

w/62

w/72

m/75

Peritonitis, Z.n.
Anastomosen-
insuffizienz
Peritonitis,
Pankreatitis

Peritonitis,
subabdominaler
Abszess

Septische
Temperaturen

n.b.

Z.n.Dinndarm-
perforation

n.b.

Magen-
perforation

n.b.

ARDS

Kniegelenks-
empyem

n.b.

Z.n. Rektum-Ca

n.b.

n.b.

n.b.

V.a.
Endokarditis

Bauchhohle

Blutkultur

Blutkultur

Blutkultur

Blutkultur

Blutkultur

Blutkultur

Aszites-Punktat

Blutkultur

Blutkultur

Punktat

Blutkultur

Blutkultur

Blutkultur

Blutkultur

Blutkultur

Blutkultur




58

59

60

61

62

63

64

69

74

83

84

85

86

87

89

90

91

92

Nieder-
sachsisches

Landesgesund-

heitsamt
Hannover

Krankenhaus
Dresden
Friedrichsstadt

Ev Krankenhaus

Gottingen -
Weende

Labor Wagner
Gottingen

Stadtische
Kliniken Ffm.
Hochst

Uni Klinikum
Gottingen

Uni Klinik Kiel

Uni Klinikum
Gottingen

n.b.
n.b.
n.b.

Uni Klinikum
Gottingen

Uni Klinikum
Rostock

Uni Klinikum
Rostock

Uni Klinikum
Mannheim

Uni Klinikum
Mannheim

Charite Berlin

Charite Berlin

w/82

w/59

m/74

w/84

m/65

m/70

w/44

n.b.

n.b.

n.b.

w/71

m/77

w/66

m/62

w/7

w/83

m/73

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

Uramie

Unklares Fieber

n.b.

Pneumonie,
Harnwegsinfekt,
Diabetes
mellitus

n.b.

n.b.

Blutige Diarrhoe
n.b.

Nieren-

insuffizienz

Pneumokokken-
Meningitis

n.b.

n.b.

Z.n. Herz-OP

Chron. Nieren-
insuffizienz

Blutkultur

Blutkultur

Aszites-Punktat

Blutkultur

Blutkultur

Blutkultur

Blutkultur

Urin

Urin
n.b.
ZVK-Spitze

Blutkultur

Blutkultur

Blutkultur

Magensaft

Magensaft

Blutkultur

Blutkultur




93

94

95

96

97

99

100

101

102

103

104

105

107

152

161

162

167

181

Charite Berlin
UKG

Helios Kliniken
Schwerin
Charite Berlin
Charite Berlin
Krankenhaus
Dresden
Friedrichsstadt
Krankenhaus
Dresden
Friedrichsstadt
Medizinal-Unter-
suchungsamt,
Bochum
Stadtische
Kliniken Ffn.
Hochst

Uni Klinikum
Homburg Saar

Uni Klinikum

Homburg Saar

Max von
Pettenkofer-
Institut, Grof3
Hadern

n.b.

Spanien

Spanien

Spanien

Uni Klinikum
Gottingen

Uni Klinikum
Gottingen

m/46

w/78

m/40

m/55

w/76

w/84

m/83

m/3

m/80

w/45

w/77

m/52

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

Leberabszess,
Pankreatitis

Fieberhafter
Infekt

Hypoxischer
Hirnschaden

n.b.
Z.n. Herz-OP

Z.n.
abdominaler OP

n.b.

Z.n. Kurzdarm-
syndrom

n.b.

n.b.

Diabetes
mellitus,
Gangran

n.b.

n.b.
n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

Blutkultur

Blutkultur

Blutkultur

Blutkultur
Blutkultur

Galle

Blutkultur

Blutkultur

Blutkultur

Blutkultur

Peritoneal-
flussigkeit

Blutkultur

n.b.
Sputum

Oropharyngeal-
Abstrich

Oropharyngeal-
Abstrich

Sputum

Drainagefliissig-
keit Bauchraum




182

184

188

213

216

226

227

228

229

230

231

Uni Klinikum
Gottingen

Centre
Hospitalier
Universitaire
Vaudois
Lausanne

Centre
Hospitalier
Universitaire
Vaudois
Lausanne

Spanien

Centre
Hospitalier
Universitaire
Vaudois
Lausanne

Centre
Hospitalier
Universitaire
Vaudois
Lausanne

Centre
Hospitalier
Universitaire
Vaudois
Lausanne

Centre
Hospitalier
Universitaire
Vaudois
Lausanne

Centre
Hospitalier
Universitaire
Vaudois
Lausanne

Centre
Hospitalier
Universitaire
Vaudois
Lausanne

Centre
Hospitalier
Universitaire
Vaudois
Lausanne

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

Blutkultur

Oropharyngeal-

Abstrich

Oropharyngeal-
Abstrich

Blutkultur

Blutkultur

Blutkultur

Blutkultur

Blutkultur

Blutkultur

Blutkultur




232

233

235

275

276

277

278

279

280

281

282

283

284

Centre
Hospitalier
Universitaire
Vaudois
Lausanne

Centre
Hospitalier
Universitaire
Vaudois
Lausanne

Centre
Hospitalier
Universitaire
Vaudois
Lausanne

Comenius
Universitat
Bratislava

Comenius
Universitat
Bratislava

Comenius
Universitat
Bratislava

Comenius
Universitat
Bratislava

Comenius
Universitat
Bratislava

Comenius
Universitat
Bratislava

Comenius
Universitat
Bratislava

Comenius
Universitat
Bratislava

Comenius
Universitat
Bratislava

Comenius
Universitat
Bratislava

n.b.

n.b.

n.b.

w/39

w/44

w/42

w/20

w/n.b.

w/39

w/39

w/59

w/22

w/21

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

Blutkultur

Blutkultur

Blutkultur

Vaginalabstrich

Vaginalabstrich

Vaginalabstrich

Vaginalabstrich

Urin

Cervixabstrich

Vaginalabstrich

Vaginalabstrich

Vaginalabstrich

Vaginalabstrich




285

286

340

341

342

343

348

357

359

362

381

386

387

388

390

393

483

871

879

Comenius
Universitat
Bratislava

Comenius
Universitat
Bratislava

Uni Klinikum
Gottingen

Uni Klinikum
Gottingen

Uni Klinikum
Gaottingen

Uni Klinikum
Gottingen

Uni Klinikum
Géttingen

Uni Klinikum
Géttingen

Uni Klinikum
Géttingen

Uni Klinikum
Gattingen

Uni Klinikum
Gottingen

Uni Klinikum
Gottingen

Uni Klinikum
Géttingen

Uni Klinikum
Géttingen

Uni Klinikum
Géttingen

Uni Klinikum
Gottingen

Spanien

Uni Klinikum
Regensburg

Wedau Kliniken
Duisburg

w/n.b.

w/37

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

m/67

w/n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

Fieber, Z.n.

Aspiration

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

Fieber, Z.n.

Abort

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

Héamatolog.
Malignom/HIV

n.b.

Urin

Vaginalabstrich

ZVK-Spitze

Stuhl

Rachenabstrich

Urin

Urin

Urin

Urin

Blutkultur

ZVK-Spitze

Leisten-Punktat

Blutkultur

Blutkultur

n.b.

Urin

ZVK-Sptize

Blutkultur.

Aszites-Punktat




884

891

1009

1010

1011

1012

1013

1014

1015

1016

1025

Uni Klinikum
Mainz

Helios Kliniken
Schwerin

Carl Thiem
Klinikum
Cottbus

Sachsische
Landesunter-
suchungsanstalt
fur Gesungheits-
und Veterinar-
medizin

Dresden

Uni Klinikum
Kiel

Uni Klinikum
Mainz

Gemeinschafts-
praxis Stein
Monchen-
gladbach

Uni Klinikum
Mainz

Uni Klinikum
Munster

Uni Klinikum
Greifswald

Uni Klinikum
Gottingen

w/61

w/67

w/69

m/45

m/51

m/76

m/84

m/73

w/62

m/61

n.b.

CMV Hepatitis

Héamatolog.
Malignom,
Multiorgan-
versagen

Unklares Fieber

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

Blutkultur

Blutkultur

Blutkultur

ZVK-Spitze

Blutkultur

Blutkultur

Blutkultur

Blutkultur

n.b.

m = mannlich, w = weiblich, n.b. = nicht bekannt, Z.n. = Zustand nach



2.2 Methoden

2.2.1 Anzucht von C. glabrata

Fur Flussigkulturen von C. glabrata wurden die Zellen in YPD-Medium (2%
Bactopepton, 1% Hefeextrakt, 2% Glucose) Uber Nacht in einem
Schittelinkubator bei 30°C und 180-200 rpm kultiviert. Sabouraud-Agarplatten
oder Sabouraud-Schragagar-Réhrchen (0,5% Casiton, 0,5% Pepton, 2%
Glucose, 2% Agar) mit C. glabrata wurden bei 30°C im Inkubator bebrutet.

2.2.2 Isolation genomischer DNA aus C. glabrata

C. glabrata Zellen aus 5 ml YPD-Flissigkultur wurden durch Zentrifugation ftir 5
min bei 4000 x g bei 4°C geerntet, in 500 pl bidestilliertem Wasser
resuspendiert und in ein 2 ml Schraubdeckel-Réhrchen Uberfihrt. Nach
Zentrifugation fir 2 min bei 14200 x g wurde der Uberstand dekantiert, die
Zellen mittels Vortexer in den verbleibenden Flissigkeit resuspendiert und 200
pl Lysis-Mix (2% Triton X-100; 1% SDS; 0,1 M NACI; 0,01 M Tris/HCI pH 8,0;
0,001 ™M EDTA) zugefugt. Zum Zellaufschluss wurden 200
Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1) Gemisch und sduregewaschene
Glasperlen zugegeben und zweimal in der FastPrep-Maschine fur 20 sec auf
Stufe 4,0 aufgeschlossen, wobei die Proben zwischendurch 5 min auf Eis
gekuhlt wurden. Nach Zugabe von 200 pl TE (10 mM Tris/HCI) pH 7,5 wurde 5
min bei 14200 x g zentrifugiert. Der wassrige, die DNA-enthaltende Uberstand
wurde in ein frisches Eppendorf-Gefal3 Uberflhrt.

Zur Fallung der Nukleinsduren wurden zwei Volumen 98%iges Ethanol
zugegeben, durch Invertieren gemischt und die Proben tber Nacht bei -20°C in
den Gefrierschrank gestellit.

Anschliel3end wurde die DNA fur 5 min bei 20000 x g abzentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Pelett wurde in 400 pl TE mit 30 pg RNase A (Sigma
Aldrich) resuspendiert, fir 30 min bei 37°C unter Schuitteln im Thermomixer

inkubiert und danach abermals mit 98%igen Ethanol tber Nacht bei -20°C im



Gefrierschrank gefallt. Nach Zentrifugation fir 5 min bei 14200 x g wurde der
Uberstand verworfen, das DNA-Pelett luftgetrocknet und in 100 pl TE pH 7,5

gelost.

2.2.3 Agarosegelelektrophorese

Die Visualisierung von genomischer DNA erfolgte in 0,8 - 1% (w / V)
Agarosegelen mit anschlieender Farbung in einem Ethidiumbromid-Bad (2
mg/l). Die Gele wurden mit 1x TAE-Puffer pH 8,5 (40 mM Tris; 1% Essigsaure;
1mM EDTA) angesetzt. Dieser diente auch als Laufpuffer wahrend der
Elektrophorese. Die Proben wurden durch Zusatz eines 10x Ladepuffers
(0,25% Bromphenolblau; 100 mM EDTA pH8; 20% Glycerol; 1% SDS; 0,25%
Xylencyanol) auf die Elektrophorese vorbereitet. Zur Abschatzung der Grolie
und Menge der Fragmente wurde zusatzlich ein DNA-Marker (SMART-ladder;
Eurogentec, Kdln, Deutschland) aufgetragen.

Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 80-120 V fur ca. 30 min. Durch
UV-Anregung des Fluoreszenz-Farbstoffs und DNA-Interkalators
Ethidiumbromid konnten DNA-Fragmente sichtbar gemacht werden.

Eine Quantifizierung der Emission konnte gegebenenfalls mit Hilfe des

Computerprogramms ScanPack3 vorgenommen werden.

2.2.4 Calcofluor-Wei3-Tropftest

Die Empfindlichkeit gegenliber der wachstumshemmenden Substanz Calcofluor
Weil3 (Fluorescent brightener 28; Sigma) wurde auf YPD-Agarplatten (2%
Bactopepton, 1% Hefeextrakt, 2% Glucose, 2% Agar) mit 150 mM Hepes pH
7,5 bei einer Konzentration von 0,6 mg/ml Gberpruft.

Hierzu wurden C. glabrata-Zellen aus einer YPD-Ubernachtkultur in frisches
Medium mit einer ODggo von 0,5 inokuliert und fur zwei Stunden unter Schutteln
bei 30°C inkubiert, bis sie eine ODgg von ~1 erreicht hatten. Die Zellen wurden
gewaschen und zu einer Zelldichte von 1x10° Zellen/ml in YPD-Medium
resuspendiert. Daraufhin wurde die Zellsuspension weitere finf Male im

Verhdltnis 1:5 verdinnt. Von jeder Verdinnungsstufe wurde in einer Reihe 3 pl



auf die Agarplatte pipettiert und der Tropfen angetrocknet. Die Platten wurden
1-2 Tage bei 30°C im Inkubator bebrttet. Die CFW-Stocklésung wurde durch
Lésen von 100 mg CFW in 1 ml 250 mM NaOH hergestellit.

2.2.5 Mikrodilutionstest mit den Antimykotika Caspofungin und

Fluconazol

2.2.5.1 Inokulum

Die Praparation des Inokulums erfolgte gemafl den Leitlinien des CLSI-
Protokolls M27 A2. Es wurden jeweils Reinkulturen verwendet, die bei 37°C

inkubiert und nicht alter als 24 bis 48 Stunden waren.

Ausgangssuspension

Mittels einer sterilen Impfose wurden je nach Koloniegro3e drei bis funf
einzelne Kolonien in steriler Kochsalzlosung gelost. Die Trubung wurde mit
einem Densimat McFarland Photometer bestimmt. Fur die verwendete Hefezell-
Suspension wurde eine Standard-McFarland-Trilbungsmessung von 0,3
eingestellt. Die Einsaat lag durch diese Methode bei 1x10° bis 5x10° Zellen pro
Milliliter Suspension.

Endverdinnung

Die Ausgangssuspension wurde durch Zusatz von steriler Kochsalzlésung im
Verhdltnis 1:100 und anschlieend mit RPMI Medium (10,43 g/l RPMI 1640
Medium mit L Glutamin, ohne NaHCO3;, 34,52 g/l MOPS, 0,2% Glucose) im
Verhaltnis von 1:20 weiter verdinnt. Das Inokulum hatte eine Endkonzentration
von 5x107 bis 2,5x10° Zellen/ml. Es wurde unmittelbar nach der Herstellung zur
Beschickung der Mikrotestplatten verwendet.



2.2.5.2 Etablierung der Qualitatskontrolle

Zur Etablierung der nétigen Standard-McFarland-Einstellungen und zur
weiteren regelméaRigen stichprobenartigen Kontrolle der Einsaat wurde wie folgt
vorgegangen:

Von der Zellsuspension einer Probe wurden zweimal 50ul entnommen und auf
je einer Sabouraud Agar-Platte gleichmaRig verteilt. Nach 24 bis maximal 48
stindiger Bebritung bei 37°C konnten die gewachsenen Einzelkolonien
ausgezahlt werden. Die mittlere Anzahl an koloniebildenden Einheiten ergab die
Zahl der urspringlich in den 50ul Inokulum geldsten Hefezellen. Sie wurde auf
1 ml hochgerechnet und mit der in den Leitlinien des CLSI empfohlenen Einsaat

von 1 x 10°bis 5 x 10° Zellen pro Milliliter abgeglichen.

2.2.5.3 Beschickung der Mikrotestplatten

Die Beschickung der Mikrotestplatten erfolgte entsprechend der CLSI-Leitlinien.
In den zwolf Positionen einer Reihe fanden sich als letztes die
Wachstumskontrolle, dann die Konzentrationsstufen der Verdinnungsreihe
beginnend mit der niedrigsten Antimykotikakonzentration und zuletzt die
Sterilkontrolle. Ein Candida-Kontrollisolat, fir welches die jeweilige MHK
bekannt ist (Tabelle 2), wurde jeweils parallel auf zwei Reihen der
Mikrotestplatte mitgefuhrt. Die getesteten Konzentrationsbereiche lagen fur
Fluconazol bei 0,25 - 128 pug/ml und fur Caspofungin bei 0,0313 bis 16 pg/ml.

Tabelle 4: MHK-Bereiche von zwei Referenzstammen

Stammbezeichnung ATCC 6258 (C. krusei) ATCC 22019 (C. parapsilosis)
Inkubationsdauer 24 h 48 h 24 h 48 h
Caspofungin-MHK [ug/ml] 0,12-1,0 0,25-1,0 0,25-1,0 0,5-4,0
Fluconazol-MHK [ug/ml] 8-64 16 - 128 0,5-4,0 1,0-4,0

MHK = Minimale Hemmkonzentration

Die Mikrotestplatten durchliefen zwei Arbeitsgange. Im Ersten wurden die
Testplatten soweit mit RPMI-Medium und den Ansatzen der Verdinnungsreihen



der Antimykotika vorbereitet und bis zur Verwendung bei - 20°C eingefroren. Im
Zweiten wurden die Platten mit Inokulum beimpft: Je nach Menge der zu
testenden Stamme, wurde die bendtigte Menge an gefrorenen Platten fur ca. 45
min im 37°C Inkubator aufgetaut. Pro Stamm wurden jetzt 100 ul des zuvor
grundlich durchmischten Inokulums mit einer Dispenser-Pipette mit steriler
Spitze zuerst in den Positionen der zwolften Spalte und dann aufsteigend in die
Positionen bis zur zweiten Spalte gegeben. Die Positionen der ersten Spalte
blieben fur die Sterilkontrolle unbeschickt. Nach diesem Schritt befanden sich in

jeder Position der Mikrotestplatte 200 pl Flissigkeit.

2.2.5.4 Inkubation

Die Platten wurden in einer sterilen feuchten Kammer bei 37°C Uber 48 h
inkubiert.

2.2.5.5 Ablesen der Ergebnisse

Das Ablesen der Mikrotestplatten erfolgte zunachst makroskopisch zur
Kontrolle des regelrechten Wachstums der Hefen. Jede Position wurde nach
den Kategorien ,kein sichtbares Wachstum®, ,schwaches, sichtbares
Wachstum® und ,deutlich, sichtbares Wachstum* oder ,Kontamination“ beurteilt.
In einem vorgefertigten Ergebnisbogen wurden die Ableseresultate fur die
einzelnen Positionen genau festgehalten. Der Bogen wurde spater mit den
Ergebnissen der photometrischen Auswertung verglichen, um deren
Plausibilitat abzuschéatzen und sie zu kontrollieren. Die makroskopische
Auswertung diente jedoch nicht der Festlegung der minimalen
Hemmkonzentration der einzelnen Stamme.

Hiezu wurde im zweiten Ablesevorgang das Wachstum in den einzelnen
Positionen auf Basis von Trilbungsmessungen bei einer Wellenlange von 630
nm im automatischen Platten-Photometer gemessen. Die Sterilkontrolle diente
als Nullabgleich.

Um die Genauigkeit der Messung zu gewahrleisten musste jede Position eine
maoglichst homogene Zellsuspension enthalten. Dies wurde durch mehrmaliges

Resuspendieren mit einer Achtkanalpipette und einem Satz steriler Spitzen



erreicht. Begonnen wurde in Spalte zwei und dann entsprechend des
zunehmenden Wachstums bis zu Spalte zwolf. Nach Kontrolle auf und
Beseitigung von storenden Blaschen konnte die Tribung der einzelnen
Positionen bestimmt werden. Dann konnte der Mittelwert aus den
Tribungswerten der sich entsprechenden Positionen des Doppelansatzes
errechnet werden. Durch den Vergleich mit dem Mittelwert der entsprechenden
Wachstumskontrolle konnte nun die minimale Hemmkonzentration der
Antimykotika fur jedes Isolat ermittelt werden.

Bei Caspofungin wurde die MHKgog abgelesen, entsprechend der
Konzentration, bei der das Wachstum im Vergleich zur Wachstumskontrolle um

mindestens 80% reduziert war, und fir Fluconazol jeweils die MHKso.

2.2.6 Mikrodilutionstest mit den wachstumshemmenden

Substanzen Blancophor P und Kongorot

Die Durchfihrung der Mikrodilutionstests erfolgte nach den unter 2.2.5
beschriebenen Kriterien. Allerdings wurde anstelle des RPMI-Mediums YPD
(2% Bactopepton, 1% Hefeextrakt, 2% Glucose) + 150 mM Hepes pH 8,0 zur
Herstellung der Verdiunnungsreihen und zur Verdinnung des Inokulums
verwendet.

Die getesteten Konzentrationsbereiche lagen fur Blancophor P (Kemira,
Leverkusen, Deutschland) bei 0,125 - 4 mg/ml und fiir Kongorot bei 0,125 - 100
pug/ml. Die Platten wurden im temperaturkontrollierten Inkubator flr 48h bei

30°C bebrutet. Fur beide Substanzen wurde die MHKgo abgelesen.

2.2.7 Durchflusszytometrische Analyse (FACS) zur
Quantifizierung von Zellwand-Kohlenhydraten

2.2.7.1 Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (FACS, Fluorescence Activated Cell Sorting) ist eine
Methode, mit der Fluoreszenz- und Streulichtsignale fokussierter Partikel oder

Zellen in einem Flussigkeitsstrom analysiert werden konnen. Als



monochromatische Lichtquelle wird ein fest fixierter Argonlaser mit einem
Emissionsspektrum von 488 nm verwendet. Durch die Anregung von Zellen
mittels Laserlicht kénnen zum einen unterschiedliche Streulichteigenschaften,
die durch Gréf3e und Morphologie des jeweiligen Partikels determiniert sind,
analysiert werden. Zum anderen konnen durch Markierung von bestimmten
Strukturen  mit  fluoreszierenden  Substanzen  zusatzlich zu den
Streulichteigenschaften die Fluoreszenzintensitaten einzelner Zellen detektiert
werden. Aufgrund der hohen Messgeschwindigkeit ist es moglich, simultan die
einzelnen Parameter von mehr als zehntausend Teilchen in weniger als einer
Minute zu erfassen. Dabei sind sogar einzelne Partikel von einer Grol3e von
weniger als 0,5 um unterscheidbar. Die Auswertung der Daten erfolgt Uber
einen angeschlossenen Computer mit spezieller Software.

Die Grundvoraussetzung zur Messung mit einem Durchflusszytometer ist dabei
das Vorliegen einer Probe in Einzelzellsuspension. Mittels Unterdruck wird die
Zellsuspension aus dem Probenréhrchen (ber eine Stahlkapillare in die
Messklvette des Gerats eingesogen. Durch die starke Beschleunigung der
Tragerflissigkeit trennen sich eventuell vorhandene Zellaggregate auf, so dass
Einzelzellen in einem konstanten Fluss durch den Laserstrahl detektiert werden

kdnnen.

Bei Passage der Zellen durch den fokussierten Laserstrahl wird die Richtung,
bzw. die Wellenlange des Anregungslichts verdndert. Das auf die Zellen
fokussierte Licht wird dabei in ein Vorwartsstreulicht (Forwardscatter FSC) und
in ein Seitwartsstreulicht (Sidewardscatter SSC) aufgetrennt und von
entsprechenden Sensoren erfasst. Die Vorwatsstreuung ist dabei abhangig von
der ZellgroRe, die Seitwartsstreuung durch entsprechende morphologische
Eigenschaften der Zellen, wie z.B. die Granularitat und Membraneigenschaften.

Werden nun Strukturen auf der Zelloberflache mit entsprechenden
fluoreszierenden Substanzen markiert, absorbieren diese das Anregungslicht
und emittieren Fluoreszenzlicht charakteristischer Wellenlange. Dieses wird
durch entsprechende Filter geleitet und elektronisch verstarkt. Die

Fluoreszenzintensitat ist dabei proportional zur Anzahl der markierten



Bindungsstellen auf der Zelloberflache. Das Fluoreszenzsignal ist umso starker,
je mehr fluoreszierender Farbstoff auf der Zelloberflache gebunden ist.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mit AlexaFluor® 488-konjugiertes Weizen-
Keim-Agglutinin und Kongorot zum Anfarben der Zellwandpolymere Chitin und

B-1,3- Glukan verwendet.

Um wahrend der Detektion stérende Zellfragmente von den zu untersuchenden
Zellen trennen zu konnen, wird ein Schwellenwert tber den Forwardscatter
gelegt, so dass Partikel unterhalb einer bestimmten Grof3e nicht erfasst werden.
Die Signale kénnen sowohl im linearen, als auch im logarithmischen Modus
verstarkt werden.

Letzterer findet vor allem bei Parametern Anwendung, die einen grol3eren
Empfindlichkeitsbereich erfordern, wie beispielsweise das Erfassen von eher
kleineren Zellen und Partikeln.

Zur Unterscheidung einzelner Zellpopulationen bedient man sich in der Regel
der zwei Parameter Darstellung von Forwardscatter zu Sidewardscatter in Form
eines Dot Plots.

Fur die Auswertung der Parameteruntersuchungen wurde in dieser Arbeit auf
die Einparameterdarstellung mittels eines Histogramms zurlckgegriffen, bei
dem die Anzahl der Zellen (Counts) auf der Ordinate gegen die Kanéle, bzw.
die gemessene Fluoreszenzintensitat, (FLH) auf der Abszisse aufgetragen
wurde.

Fur die statistische Auswertung der untersuchten Parameter wurde der Median
(geometrisches Mittel) der Signalintensitat gewahlt. Der Median entspricht dabei
der Verteilungsklasse, bei der 50% der Werteverteilung dartiber und 50%
darunter liegen. Er eignet sich vor allem deshalb zur Abschatzung eines
Signalwertes einer Zellpopulation, da er von Ausreil3ern, wie sie beispielsweise
durch Artefakte wie Zellfragmente und Zellaggregate entstehen kdnnen, am
wenigsten beeinflusst wird. In der Regel wurden in dieser Arbeit aus einer
Kultur beide Parameter bestimmt. Es wurde daflr das geometrische Mittel der

jeweiligen Fluoreszenz aus 12500 Einzelmessungen errechnet.



2.2.7.2 Quantitative Analyse des Chitin- und Glukan-Gehalts der Zellwand

Fur die durchflusszytometrische Analyse wurden C. glabrata-Zellen entweder in
5 ml YPD oder auf Sabouraud-Agar Uber Nacht bei 30°C kultiviert. 500 pl
Flissigkultur und ein einem Volumen von 50 pl entsprechendes, in 1 ml
bidestilliertem Wasser aufgenommenes Pellet von der Agar-Platte wurden in
jeweils ein 1,5 ml safelock-Eppendorf-Gefald tberfihrt.

Nach dreiminttiger Zentrifugation bei 5400 x g bei 22°C wurde der Uberstand
verworfen und das Pellet in 1 ml bidestilliertem Wasser gewaschen. Nach
erneuter Zentrifugation wurde der Uberstand wieder verworfen.

Fur die Chitinanalyse wurde das Pellet in 1 ml 1 M HCI, fur die Glukananalyse
in Iml 1 M NaOH aufgenommen und fir 5 min bei 95°C unter Schitteln
gekocht. Nach dreiminutigem Abzentrifugieren bei 8400 x g rpm bei 22 °C folgte
ein zweimaliges Waschen der Zellen in 1 x PBS pH 7,4.

Nun wurden die Zellen entweder in 300 pl Alexa Fluor®488-konjugierter
Weizen-Keim-Agglutinin-Farbelésung (50ug/ml PBS pH 7,4, Chitin-Farbung)
oder in 300 pl Kongorot-Farbelésung (200mg/ml H,O, Glukan-Farbung)
aufgenommen und unter Schitteln fur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach abermaligem Abzentrifugieren ftr 3 min bei 8400 x g bei 22°C wurden die
Zellen in 500 pl bidestilliertem Wasser aufgenommen.

Die Zellen wurden nun 1:10 mit bidestilliertem Wasser verdinnt und zur
weiteren Analyse in einem FACS-Calibur-Durchflusszytometer in ein

entsprechendes Probenréhrchen Gberfuhrt.

2.2.8 Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE)

2.2.8.1 Prinzip der PFGE

In dieser Arbeit wurden die Karyotypen verschiedener C. glabrata-lsolate auf
chromosomale Veranderungen mittels elektrophoretischer Auftrennung
untersucht. Mit einer GroRe zwischen 485 bis 2300 kb sind diese
Chromosomen zu grof3, um mittels konventioneller Agarosegelelektrophorese
aufgetrennt zu werden, welche auf der Seperation von DNA-Fragmenten nach



dem sogenannten Molekularsiebeffekt beruht. Dies bedeutet, dass grofe DNA-
Molekule langsamer durch die Poren des dreidimensionalen Gitternetzes der
Agarosematrix wandern als kleinere. Die Trennschérfe dieser Methode ist aber
ab einer Grol3e von ca. 20 kb unbefriedigend, da gré3ere DNA-Molekile tber
eine ahnliche elektrophoretische Beweglichkeit verfigen und sich somit nicht
separiert darstellen lassen.

Die Pulsfeld-Gelelektrophorese erlaubt dagegen auch die Auftrennung von
Fragmenten oberhalb dieser Grenze. Das Prinzip hierbei beruht auf einer
regelmafigen Richtungsdnderung des elektrischen Feldes um einen Winkel von
120°. Somit mussen sich die Fragmente immer wieder neu in Feldrichtung ihrer
Langsachse nach ausrichten. Der Zeitbedarf der Auftrennung héngt dabei von
der GroR3e des jeweiligen Fragments ab.

Auch wenn dieser Zeitbedarf mitunter gering ist, summiert er sich der Zahl der
Richtungsanderungen entsprechend und ermoglicht somit die Seperation sehr
grof3er Fragmente.

Da chromosomale DNA eine Lange bis im Millimeter- und sogar
Zentimeterbereich bei einer Breite von nur wenigen Nanometern besitzen kann,
ist sie Uberaus anféllig gegentber Scherkraften, wie sie bereits beim Pipettieren
und Schutteln entstehen. Daher bettet man die Zellen zum Schutz vorher in
Agaroseblécke, um sie dann enzymatisch aufzuschlielRen und zu deproteinieren
(MUHLHARDT, 2003).

2.2.8.2 Praparation von in Agarose eingebetteter Hefe-DNA

C. glabrata-Zellen wurden in 5 ml YPD-Flussigmedium im Schuttler bei 30°C
Uber Nacht kultiviert. Anschlielend wurde ein Milliliter der Flassigkultur in
bidestilliertem H>O resuspendiert und die Tribung mit einem Densimat-
McFarland-Photometer bestimmt. Durch Zugabe von mehr Hefezellen oder
Verdinnung mit mehr bidestilliertem H,O wurde eine Standard McFarland-
Triibungsmessung von 4,0 eingestellt, entsprechend 7 x 10° Zellen pro Milliliter
Suspension. 14 ml dieser Suspension wurden in ein 15 ml Falcon-Réhrchen
uberfuhrt und fur 5 min bei 4000 x g, bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in 250 pl bidestilliertem H,O aufgenommen, in ein

Eppendorf-Gefal3 tberfihrt und im Thermoblock auf 50°C aquilibriert.



Parallel dazu wurde voralliquotierte 2%ige in 2 x TAE geloste Agarose fir
zwanzig Minuten bei 100°C im Warmeblock aufgekocht und dann ebenfalls auf
50°C equillibriert. Nach Zugabe von 20 ul Zymolyase-Lésung (10 mM Tris, pH
7,2, 50 mM EDTA, 100 mg/ml Zymolyase 20T (Medac, Wedel, Deutschland))
wurde die Zellsuspension unmittelbar mit 50°C warmer, 2%iger Agarose
versetzt und mittels einer Pipette in die dafir vorgesehene Giel3form gebracht.
400 pl ergeben dabei genau zwei Agaroseblécke, aus dem sich durch
Zerschneiden sogenannte Inserts (= Teile des Agarose-Blocks, die letztlich zur
elektrophoretischen Auftrennung in die Spuren des Agarosegels geladen
werden) ergeben.

Die Giel3form enthalt insgesamt zehn Mulden, so dass zehn Isolate bei einem
Giel3vorgang aufgearbeitet werden kdnnen.

Die Agarose-Blocke gelieren fur 15 min bei 4°C und werden danach mittels
eines Skalpells oder eines Ruhrspatels aus der Mulde in ein frisches
Probengefald (Sarstedt) mit vorgelegten 5 ml Zymolyase-Puffer Gberfihrt, mit 50
ul Zymolyase-Stammlésung versetzt und zur Degradation der Zellwand Uber
Nacht bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation wird der Zymolyase-Puffer
entfernt und die Agaroseblécke mit 5 ml Waschpuffer (20 mM Tris, pH 8,0;
50mM EDTA) fur 30 min gewaschen. Nach Abnehmen des Waschpuffers mir
einer Pasteurpipette wird jeweils 5 ml Proteinase K-Reaktionspuffer (100 mM
EDTA, pH 8,0, 0,2% Natrium Deoxycholat, 1% Natrium Lauryl Sarcosin, 1
mg/ml Proteinase K) zu den Agaroseblocken hinzugegeben. Es folgt eine
Inkubation Gber Nacht bei Raumtemperatur unter Schutteln.

Danach wird der Puffer verworfen, die Inserts viermal fir mindestens 30 min mit
Wasch-Puffer gewaschen und anschlieBend in TE-Puffer bei 4°C bis zu

maximal 6 Monaten gelagert.

2.2.8.3 Durchfiihrung der PFGE mit dem CHEF-DR-II-System

Zur Vorbereitung des CHEF-DR-II-Systems fir einen Elektrophorese-Lauf
werden zunachst 2 | 1 x TAE in die Elektrophoresekammer gegossen. Der
Thermostat wird auf 2°C eingestellt und die Umwalzpumpe angeschaltet. Diese
Konfiguration des Kuhlsystems bewirkt, dass sich die Temperatur des

Laufpuffers nach 1-2 h Vorkuhlzeit auf eine konstante Lauftemperatur von 14°C



einstellt. Die Temperatur wird vor Laufbeginn mit einem
Quecksilberthermometer kontrolliert.

Zur Herstellung eines Agarosegels werden 1,2 g Agarose in einen 200 ml
Erlenmeyer-Kolben gegeben, mit 120 ml 1 x TAE aufgeschwemmt und in einer
Mikrowelle aufgekocht, bis keine Schlieren mehr sichtbar sind. Nach dem Lésen
der Agarose wird sie in einem Wasserbad auf 60°C temperiert und schlie3lich in
den auf dem Nivelliertisch ausgerichteten und mit einem 10-zdhnigen Kamm
versehenen Giel3stand gegossen. Etwa 5 ml Agarose werden zurlickgelassen,
die im Wasserbad zur weiteren Verwendung flissig gehalten werden. Das Gel
geliert fur 30 min bei Raumtemperatur. Der Kamm wird nun vorsichtig entfernt.
Mittels eines sterilen Spatels werden die Agaroseblocke aus dem mit Puffer
beflllten Probengefal3en vorsichtig auf eine sterile Petrischale Uberfihrt und
anschlieBend mit einem Skalpell ein der Geltaschengréf3e entsprechendes
Insert zugeschnitten. Das Insert wird nun mit Hilfe des Spatels und des
Skalpells in die Geltasche transportiert. Der verbleibende Agaroseblock wird
unter TE-Puffer bei 4°C weitergelagert. Nach dem Beladen des Gels mit den
Inserts und mindestens einem Referenzmarker werden Pufferreste vorsichtig
aus den Taschen herauspipettiert, ohne die Inserts zu beschadigen. Um eine
einheitliche Startlinie zu gewéhrleisten werden die Inserts an der vorderen
Innenseite der Tasche platziert, so dass sie haften bleiben. Das Leervolumen
der Auftragtasche wird mit der Restagarose mittels einer Pipette moglichst
luftblasenfrei aufgefiillt.

Sobald die Agarose geliert ist, wird das Gel mitsamt der schwarzen Platte auf
den Boden der Gelkammer in die daflr vorgesehene Passform gedrtckt. Der
Flul? des Laufpuffers wird soweit reguliert, dass nur noch leichte Bewegungen
der Oberflache zu erkennen sind. Somit wird vermieden, dass das Gel durch
den Pufferstrom die Adhasion zur Unterlage verliert und abschwimmt. Das Gel
wird 15 min auf 14°C durchgekuhlt. Die Laufparameter lauten: Pulszeit A 60 s,
Pulszeit B 120 s, Ratio 1, Laufzeit 22 h bei 200 V. Am Ende des Laufs wird das
Gel in eine Farbeschale mit 250 ml deionisiertem H,O und 50 pl
Ethidiumbromid (0,5 mg/ml) gelegt und die DNA fur 30 min gefarbt. Das Gel
wird mindestens 30 min mit deionisiertem H,O entfarbt und unter UV-Licht (A=

302 nm) mit der Kamera der Geldokumentation Biodoc photographiert.



2.2.9 Multilokus-Sequenztypisieng (MLST)

2.2.9.1 Prinzip des MLST

Das Multilokus-Sequenztypisierung Verfahren ist eine Methode zur molekularen
Typisierung mikrobieller Organismen anhand von Sequenzanalysen von
Haushaltsgenen. Die fur die Analyse benétigten Genabschnitte werden via PCR
amplifiziert und nachfolgend in einer Sequenzierungsreaktion eingesetzt.

Die Differenzierung von unterschiedlichen Isolaten einer Spezies erfolgt anhand
von Unterschieden in der Abfolge der Nukleinsaurensequenz. In der Regel wird
dabei eine Sequenz von durchschnittlich 450 Basenpaaren Lange untersucht
und ein Allelprofil erstellt. Unterschiedliche Sequenzen eines Gens werden

dabei als Allele dieses Gens bezeichnet.

Nach Abgleich mit allen zuvor fir diesen Genlokus identifizierten Sequenzen
wird dem jeweiligen Allel eine Nummer fur diesen Lokus zugeordnet. Ein
Allelprofil eines Stammes setzt sich somit aus den Allelnummern aller sechs
Genloki zusammen. Diesen Allelprofilen wird wiederum ein bestimmter
Sequenztyp (ST) zugeordnet, der ebenfalls entsprechend durchnummeriert
wird. Je groRer die Ahnlichkeit der Allelprofile von Isolaten einer Spezies
untereinander ist, umso naher sind sie miteinander verwandt (MAIDEN et al.,
1998; SPRATT, 1999).

Mittlerweile existieren MLST-Datenbanken fir diverse Bakterien- und Pilz-
Spezies, die eine schnelle Charakterisierung, sowie phylogenetische und
populationsgenetische Analysen ermdglichen (ENRIGHT et al., 2002;
BOUGNOUKX et al., 2002). Fur C. glabrata werden 6 Gene (FKS, LEU2, NMT1,
TRP1, UGP1, und URA3) analysiert (DODGSON et al., 2003).



2.2.9.2 Auswertung der Sequenzen

2.2.9.2.1 Multiples Alignment

Beim multiplen Alignment handelt es sich um das Anordnen und gleichzeitige
Analysieren mehrer Sequenzen.

Die bearbeiteten Sequenzen werden miteinander verknupft, indem das
Programm nach Sequenz-Blécken groRtmoglicher Ubereinstimmung sucht und
diese Blocke mit mdglichst wenigen Licken untereinander ausgibt. Auf diese
Weise konnen die Sequenzen miteinander verglichen werden, um unter
anderem den Grad der Verwandtschaft zueinander zu ermitteln.

Das Alignment erfolgte mittels der Molecular Evolutionary Genetics Ananlysis
(MEGA) Software, Version 4.0 (Tamura, Dudley, Nei, und Kumar 2007), mit den
dort voreingestellten Parametern. Fur das Erstellen phylogenetischer Baume
wurden die untereinander ausgerichteten Sequenzen am Anfang und am Ende

auf die gleiche Lange angepasst.

2.2.9.2.2 Phylogenetische Baume

Durch das Erstellen phylogenetischer Baume wird versucht, die evolutiondren
Beziehungen zwischen Organismen aufzuzeigen (HANSEN, 2001). Die Lage
der Organismen zueinander sowie die Astlange der phylogenetischen Baume
zwischen den Organismen sind Indikatoren ihrer Verwandtschaftsbeziehungen.
Es gibt verschiedene Methoden zur Berechnung phylogenetischer Baume.
Dazu gehdren vor allem Distanzmethoden (z.B. Neighbor-Joining; UPGMA),
Parsimonymethoden (Maximum Parsimony) und Maximum-Likelihood-
Methoden.

2.2.9.2.3 Distanzmethoden
Bei den Distanzmethoden werden evolutiondre Distanzen durch den

schrittweisen Vergleich von Sequenzen berechnet und eine entsprechende

Distanzmatrix erstellt, mit deren Hilfe anschlieRend der Baum berechnet wird.



Eine haufige Baumerstellungsmethode ist die von Saitou und Nei (1987)
entwickelte Neighbor-Joining-Methode.

Bei dieser Methode wird zuerst eine sternenformige Topologie angelegt und
von dieser ausgehend durch Vergleich der Ahnlichkeit der Sequenzen der
Baum erstellt. Dabei werden paarweise Sequenzen mit der geringsten
genetischen Distanz ausgewahlt und zu einem Ast des Baumes vereinigt.
Daraufhin werden die Distanzen neu berechnet und die nachstverwandten
wieder zu einem Ast zusammengefiigt. Dies wird solange wiederholt, bis sich
die sternenférmige Topologie voéllig aufgeldst und alle untersuchten Taxa in den
Baum eingefiigt sind.

2.2.9.2.4 Bootstrapping

Beim Bootstrapping wird beliebig oft ein neues multiples Alignment erzeugt
(zum Beispiel bei einem Bootstrap-Wert von 1000, wird der Datensatz 1000 mal
neu kombiniert) und der Baum jedes Mal neu berechnet. So wird die
Reihenfolge der Sequenzen im Alignment verdndert oder aber die Positionen
der Nukleotide innerhalb des Alignments fur alle Sequenzen gleichzeitig
verandert. Je ofter der gleiche Baum dabei gebildet wird, desto hoher ist die
statistische Signifikanz des Baumes (HANSEN, 2001; HOLMES, 2003).

Der phylogenetische Baum dieser Arbeit wurde mit Hilfe wvon
Nukleinsduresequenzen erstellt. Hierbei wurde die Neighbor-Joining-Methode
mit Bootstrap-Werten von 1000 verwendet. Dieser Algorithmus bietet den
Vorteil, dass er auf sehr groRe Datensatze anwendbar ist, wo andere Methoden
der phylogenetischen Analyse nicht mehr durchfuhrbar sind. Desweiteren wird
bertcksichtigt, dass die Evolutionsgeschwindigkeit nicht konstant ist. Ein weiter
von den anderen entferntes Taxon bedeutet somit nicht zwangslaufig einen
entfernteren Verwandschaftsgrad, sondern lasst sich auf beschleunigte
Evolution zurtckfuhren.

Die fur die Sequenzierung bendtigte genomische C. glabrata-DNA wurde mittels
mechanischer Disruption der Zellen und anschlieBender Phenol/Chloroform-
Extraktion gewonnen. Die Amplifizierung der Sequenzen und die anschlieRende

Durchfuhrung der Sequenzierung wurde in Zusammenarbeit mit Frau M.D.



Jacobsen und Frau K. Lee aus der Arbeitsgruppe von Professor Frank C. Odds
der Universitat Aberdeen vorgenommen.

Die abschlieBende Auswertung der Sequenzdaten und das Generieren des
Dendrogramms erfolgte mit Hilfe der Molecular Evolutionary Genetics Ananlysis
(MEGA) Software Version 4.0 (Tamura, Dudley, Nei, und Kumar 2007).



3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung des Laborstamm-Kollektivs

Ein Kollektiv zehn verschiedener klonaler Proben des C. glabrata-
Referenzstammes ATCC2001/CBS138, die aus unterschiedlichen Laboratorien
der Universitaten Aberdeen (CBS138/6), Canterbury (CBS138/4), Gottingen
(CBS138/2), Lausanne (CBS138/10), London (CBS138/7), Strassburg
(CBS138/5), Wien (CBS138/8 und CBS138/9), Wirzburg (CBS138/3), sowie
dem Centraalbureau voor Schimmelcultures in Utrecht (CBS138/1) stammten,
sollten phé&notypisch, Zellwand-biochemisch und karyotypisch charakterisiert
werden.

Dass es sich bei den Proben um isogene Stamme handelt, wurde bereits durch
Sequenztypisierung (,multilocus sequence typing“ (MLST), DODGSON et al.,
2003) gezeigt (BADER, personliche Mitteilung).

3.1.1 Phanotypische Charakterisierung der Laborstamme

Isogene C. glabrata-Laborstdamme zeigen unterschiedliche Phanotypen

gegenlUber Zellwand-destabilisierenden und antimykotischen Substanzen

Mittels Mikrodilutionstest wurde zuné&chst Uberprift, ob die isogenen
Laborstamme Unterschiede in der Wachstumshemmung durch ausgewahlte
Zellwand-destabilisierende  Substanzen, sowie  klinisch ~ bedeutende
Antimykotika zeigen.

Die zur Stoffgruppe der Diaminostilbene gehdrenden Fluoreszenz-Farbstoffe
Calcofluor Weil3 und Blankophor P wirken Uber eine Bindung an naszierende
Chitinketten in der pilzlichen Zellwand wachstumshemmend, der Azofarbstoff
Kongorot hingegen dber eine Bindung an B-1,3-Glukan. Das Echinocandin
Caspofungin entfaltet seine antimykotische Wirkung tber die Hemmung der B-
1,3-Glukansynthase. Das Triazolderivat Fluconazol wirkt Gber die Inhibition der

Synthese des Plasmamembran-Bestandteils Ergosterol fungistatisch.



In der Tat unterschieden sich die Stamme in der Empfindlichkeit gegenuber
allen getesteten Substanzen. Anhand des Wachstumsverhaltens im Calcofluor-
WeilR-Tropftest (Abbildung 8) und in standardisierten Mikrodilutionstests auf die
Substanzen Blancophor P, Kongorot, Caspofungin und Fluconazol konnte eine

Einteilung in drei Phanotypgruppen vorgenommen werden (Tabelle 5):

Die Stamme CBS138/1-5 zeigten gegenulber allen Substanzen ein signifikant

reduziertes Wachstum, entsprechend der Phanotypgruppe 1.

Der Stamm CBS138/6 zeigte ein intermediares Wachstumsverhalten
gegenuber Zellwand-destabilisierenden Substanzen und eine verglichen mit der
Phanotypgruppe 1 erhthte Toleranz gegeniber den getesteten Antimykotika.

Dieser Stamm bildet die Phé&notypgruppe 2.

Die Phanotypgruppe 3, bestehend aus den Stammen CBS138/7-10, zeigte
gegenuber Zellwand-destabilisierenden Substanzen die geringste
Wachstumshemmung und eine A&hnliche Antimykotika-Toleranz wie die
Phanotypgruppe 2.

Somit besaflRen die Phéanotypgruppen 2 und 3 eine gegenuber der
Phanotypgruppe 1 signifikant erhdhte Toleranz gegeniber Zellwand-

destabilisierenden und antimykotischen Substanzen.

Dariber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Suszeptibilitaten der
Laborstamme gegeniber Blancophor P und Kongorot, sowie gegenlber den
Antimykotika Caspofungin und Fluconazol, in einer linearen Abh&angigkeit

zueinander standen (Abbildung 9).



Ergebnisse

CBS138/6 CBS138/7

CBS138/4 CBS138/8

CBS138/1 CBS138/9
CBS138/2 CBS138/5

CBS138/10 CBS138/3

Abbildung 8: Calcofluor-Weil3-Tropftest mit zehn Klonen des Labor-Referenzstamms
CBS138 auf YPD Agar bei pH 8 und einer Wachstumstemperatur von 30°C

Die Stamme CBS138/1-5 zeigten bei der getesteten Konzentration von 600 pg/ml CFW lediglich
schwaches Wachstum (-). Der Stamm CBS138/6 zeigte mittelstarkes Wachstum (i), die
Stamme CBS138/7-10 hingegen starkes Wachstum (+).

Tabelle 5: Wachstumsverhalten der isogenen Laborstamme gegenuber Zellwand-
destabilisierenden und antimykotischen Substanzen

CFW BP KR CS FL

Stamm Phanotypgruppe [0,6 MHK g MHKgg MHKgg MHK5q

mg/mi]  [mg/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
CBS138/1 1 - 0,19 3,13 0,063 4,0
CBS138/2 1 - 0,25 4,69 0,063 4,0
CBS138/3 1 - 0,17 5,20 0,063 4,0
CBS138/4 1 - 0,19 5,20 0,063 4,0
CBS138/5 1 - 0,17 5,20 0,063 4,0
CBS138/6 2 [ 1,50 18,75 0,125 8,0
CBS138/7 3 + 3,00 50,00 0,125 8,0
CBS138/8 3 + 2,50 33,33 0,125 8,0
CBS138/9 3 + 2,70 41,60 0,125 8,0
CBS138/10 3 + 2,70 41,60 0,125 8,0

(-) = schwaches Wachstum im Tropftest, (i) = intermediares Wachstum im Tropftest, (+) =
starkes Wachstum im Tropftest, MHK = Minimale Hemmkonzentration gegeniiber der jeweiligen
getesteten wachstumshemmenden Substanz im Mikrodilutionstest auf der Mikrotiterplatte.
Aufgefiihrt sind die Mittelwerte von mindestens drei biologisch voneinander unabhangigen
Experimenten.
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Abbildung 9: Korrelation der unterschiedlichen Phénotypen gegeniber Zellwand-
destabilisierenden und antimykotischen Substanzen

¢ = Phanotypgruppe 1, A = Phénotypgruppe 2, m = Phé&notypgruppe 3

Signifikante Unterschiede im Toleranzverhalten zwischen den Phanotypgruppen sind durch
eine Klammer mit Sternchen-Symbol dargestellt.



3.1.2 Quantitative Analyse der Zellwandzusammensetzung
ausgewahlter Laborstamme mittels Durchflusszytometrie
(FACS)

Die beobachteten Unterschiede in der Empfindlichkeit der Laborstamme
gegenuber zellwandwirksamen Substanzen und Antimykotika gaben Anlass zu
der Hypothese, dass Veranderungen in der Zellwandzusammensetzung
bezuglich des Chitin- und Glukangehalts ursachlich fir die beobachteten
Phanotypen sein konnten. Die Stamme CBS138/1, CBS138/6 und CBS138/7
wurden daraufhin als repréasentative Stdmme der drei Phanotypgruppen
ausgewahlt, um deren Zellwandpolymergehalt mittels FACS quantitativ zu
bestimmen.

Der Polymergehalt der Zellwand von Hefen ist abhangig von den
Kultivierungsmodalitaten, der Wachstumsphase und des Zellzyklus und kann
mitunter betrachtlich variieren (AGUILAR-USCANGA und FRANCOIS, 2003;
DE GROQOT et al., 2008). Um &ahnliche Bedingungen zu schaffen, wie sie die
Zellen bei der Kultivierung und wahrend der 48stiindigen Inkubation auf der
Mikrotiterplatte beim Mikrodilutionstest durchlaufen, wurden sowohl Zellen der
stationaren Wachstumsphase von YPD-Flussigkultur und von Sabouraud-Agar-
Platte, als auch Zellen der logarithmischen Wachstumsphase einer YPD-
Flissigkultur mit Kongorot (bindet an 1,3-p-Glukan) und AlexaFluor®-488-
konjugiertem Weizenkeim-Agglutinin (bindet an das N - Acetylglucosamin des
Chitins) angefarbt und der Gehalt des jeweiligen Polymers mittels FACS
quantifiziert. Die gemessene Fluoreszenzintensitat verhalt sich proportional zu
dem jeweiligen Polymergehalt der Zellen. Da die Fluoreszenz eine
dimensionslose GrolRe ist, wurde im Rahmen der hier durchgefuhrten
Messungen die Fluoreszenz-Einheit "FE" eingefuhrt und bei komparativ-

deskriptiven Analysen verwand.
3.1.2.1 Quantitative Analyse des Glukangehalts
Bei der Bestimmung des Glukangehalts zeigte sich, dass Zellwénde von Zellen

der logarithmischen Phase generell Gber den hdchsten Glukangehalt verfugten,
gefolgt von Zellen in stationdrer Phase einer Flussigkultur. Zellen, die direkt von



der Agar-Platte entnommen wurden, besal3en generell den geringsten
Glukangehalt.

Der Stamm CBS138/1 verfuigte dabei sowohl in beiden stationédren, als auch in
der logarithmischen Phase jeweils tber den hochsten Gehalt an Glukan. Der
Stamm CBS138/6 besal’ in der stationdren Phase jeweils einen hoheren
Glukangehalt als der Stamm CBS138/7. Im Unterschied dazu besal? der Stamm
CBS138/7 in der logarithmischen Phase einen hoheren Glukangehalt als der
Stamm CBS138/6 (Abbildung 10 A). Allerdings fand sich lediglich in der
stationdren Phase der Flussigkultur ein signifikanter Unterschied im
Glukangehalt der beiden Stamme CBS138/6 und CBS138/7.

Somit verfugten die beiden Klone CBS138/6 und CBS138/7 in verschiedenen
Wachstumsphasen und unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen Uber

einen signifikant niedrigeren Glukangehalt als der Referenzstamm CBS138/1.

3.1.2.2 Quantitative Analyse des Chitingehalts

Wie schon fir den Glukangehalt beobachtet, war auch der Chitingehalt in
Zellwanden von Zellen, die direkt von Agar-Platte entnommen wurden, am
niedrigsten. Beim Vergleich von Zellen der stationaren und der logarithmischen
Wachstumsphase aus Flussigkultur fiel jedoch auf, das der Chitingehalt der
Stamme CBS138/1 und CBS138/6 fast gleich hoch war, im Falle des CBS138/7
Stammes lag er sogar in der stationaren Phase der Flussigkultur am hochsten
(Abbildung 10 B). Beim Vergleich des Chitingehalts der Zellwande innerhalb der
unterschiedlichen Wachstumsphasen zeigte der Stamm CBS138/6 in allen
Phasen einen tendenziell geringeren Chitingehalt als der Stamm CBS138/1,
sowie bei den Messungen aus den Flussigkulturen einen signifikant niedrigeren
Chitingehalt als der Stamm CBS138/7. CBS138/7 besall hingegen bei den
Messungen aus den Flussigkulturen jeweils einen héheren Chitingehalt als der
Stamm CBS138/1, der jedoch lediglich in der stationdren Phase signifikant
ausfiel. Bei Zellwanden von Zellen, die direkt von Agar-Platte entnommen
wurden, bestand kein signifikanter Unterschied im Chitingehalt.

Somit verfligte der Stamm CBS138/7 sowohl in der stationaren, als auch in der

logarithmischen Phase einer YPD-Flussigkultur tendenziell tber den hochsten



Zellwand-Chitingehalt aller hier quantifizierten Laborstdmme. Allerdings ist zu
bemerken, dass bei der Analyse des Chitingehalts sich im Vergleich zur
Bestimmung des Glukangehalts eine deutliche gro3ere Streuung der einzelnen

Messwerte zeigte.
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Abbildung 10: Quantitative FACS-Analyse des Glukan- (A) und Chitingehalts (B) drei
ausgewahlter Laborstdmme in verschiedenen Wachstumsphasen

Signifikante Unterschiede im Polymergehalt zwischen den Stdmmen sind durch eine Klammer
mit Sternchen-Symbol dargestellt.

¢ / ¢ = Glukangehalt/Chitingehalt von stationdre-Phase-Zellen von Sabouraud-Agar-Platte

| ® = Glukangehalt/Chitingehalt von stationare-Phase-Zellen von YPD-Flussigkultur

I ¢+ = Glukangehalt/Chitingehalt von logarithmische-Phase-Zellen von YPD-Fliissigkultur
3.1.2.3 Besteht ein Zusammenhang zwischen Phanotyp und

Zellwandzusammensetzung?

Vergleicht man die Ergebnisse aller im Rahmen der phéanotypischen
Charakterisierung getesteten Substanzen mit dem im FACS quantifizierten
Chitin- und Glukangehalt der ausgewéhlten Laborstamme, so besteht eine
Korrelation zwischen der H6he des Glukangehalts und der Empfindlichkeit
gegenuber samtlichen getesteten Substanzen (Abbildung 11 A-L). Bei
abnehmenden Glukangehalt nimmt die Empfindlichkeit gegenuber Zellwand-
destabilisierenden und antimykotisch wirksamen Substanzen ebenfalls ab.

Eine ahnliche Tendenz zeigte sich zwar auch fir den Chitingehalt bei Zellen der
stationdren Phase direkt von Agar-Platte (Abbildung 11 A, D, G und J),
allerdings erreichten die Unterschiede im Chitingehalt zwischen den Stdmmen
kein statistisch signifikantes Niveau. Bei Zellen der stationéren (Abbildung 11 B,



E, H und K) und logarithmischen (Abbildung 11 C, F, | und L) Phase der
Flissigkultur ~ zeigten sich dagegen keine Korrelationen zwischen
Toleranzverhalten und dem Chitingehalt der Zellwand. Bei Zellen aus YPD-
Flissigkultur lie3 sich lediglich ein tendenzieller Zusammenhang zwischen
erhohtem Chitingehalt und erhéhter Toleranz gegenuber Blancophor P und
Kongorot beobachten (Abbildung 11 B und E).
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Abbildung 11: Korrelation der Phéanotypen ausgewahlter Laborstdamme mit dem
jeweiligen Zellwandgehalt an Chitin und Glukan in unterschiedlichen Wachstumsphasen
+/¢ = Chitin/Glukangehalt CBS138/1, A/A = Chitin/Glukangehalt CBS138/6, m/m =
Chitin/Glukangehalt CBS 138/7



Ergebnisse

3.1.3 Genotypische Charakterisierung der Laborstamme

Isogene Klone des Referenzstammes CBS138/1 zeigen Unterschiede im
Karyotyp

Um zu Uberprifen, ob die oben beschriebenen phanotypischen Unterschiede
der isogenen C. glabrata-Laborstamme auf karyotypische Veranderungen
zurtckzufihren sind, wurden diese Stamme mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese
(PFGE) auf chromosomale Alterationen hin untersucht (Abbildung 12).

Laborstamm CBS138/1 CBS138/2 CBS138/3 CBS138/4 CBS138/5 CBS138/6 CBS138/7 CBS138/8 CBS138/9 CBS138/10

Chromosomeng6Re &
Chromosomenbezeichnung

2240 kb +2201kb L +M

1302 kb
1192 kb
1089 kb

1050 kb
992 kb
927 kb

TOI T <X
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485 KB + 502 kb

> Oom

Karyotypgruppe cl ci clil

Abbildung 12: Pulsfeld-Gelelektrophorese isogener Laborstamme

Die Zuordnung der Banden zu den entsprechenden Chromosomen A-M und
ChromosomengréRen erfolgte wie in der Literatur beschrieben (DOI et al, 1992; MULLER et al.,
2009; POLAKOVA et al., 2009). Die Karyogramme der Stamme wurden zur Beurteilung auf
chromosomale Aberrationen mit dem Bandenmuster des Referenzstamms CBS138/1
verglichen. WeiRes Sternchen-Symbol = Verlust einer Bande, schwarzes Sternchen-Symbol =
Erwerb einer zusétzlichen Bande, schwarzes Kreis-Symbol = Signalintensivierung einer Bande
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Tatsachlich konnten die Karyotypen der zehn analysierten Stamme analog zu
der phanotypischen Einteilung in drei Gruppen (C(I)-C(lll)) unterteilt werden:

Gruppe C |

Gruppe C(I) entsprach dem Karyotyp des Referenzstammes CBS138/1. Dieser
Gruppe lieBen sich des Weiteren die Stamme CBS138/2-5 zuordnen. Dies

waren alle Stamme der Phanotypgruppe 1.

Gruppe C I

Im Unterschied zu den Stammen der Gruppe 1 wies der Stamm CBS138/6
(entsprechend der Karyotypgruppe C(lI) und Phanotypgruppe 2) in der
niedermolekularen Fraktion (485-700 kb) lediglich drei Chromosomen auf. In
der mittleren Fraktion im Grof3enbereich zwischen 900 und 1300 kb unterschied
er sich vom Karyotyp der Gruppe C(I) durch eine signalintensivere Bande,
entsprechend Chromosom J, und durch eine zuséatzliche Bande oberhalb von
Chromosom K im GroRenbereich von ca. 1400 kb

Gruppe C I

Die Stamme der Karyotypgruppe C(lll) besal3en ein zur Gruppe C(I) identisches
Bandenmuster in der unteren und mittleren Fraktion, mit dem Unterschied des
Verlusts der Chromosom K entsprechenden Bande und dem Auftauchen einer
neuen, hohermolekularen Bande im Bereich zwischen den Chromosomen L
und J mit einer Grél3e von ungeféahr 1500 kb. Die zusatzliche Bande war beim
Stamm CBS138/9, verglichen mit den anderen Stammen dieser Gruppe,
signalintensiver, so dass sich hier mdglicherweise zwei ahnlich grol3e
Chromosomen befinden. Dieser Gruppe lie3en sich die Stamme CBS138/7-10

zuordnen. Dies waren alle Stamme der Phanotypgruppe 3.



Des Weiteren konnte eine erhebliche Variabilitdt bei den beiden gréf3ten
Banden entsprechend den Chromosomen L und M beobachtet werden. Diese
Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen anderer Arbeiten, die zeigen
konnten, dass diese Variabilitat auf Langenpolymorphismen der auf diesen
Chromosomen beherbergten rDNA-Loci und artifizielle in vitro Ereignisse
zuruckgefuhrt werden kdnnen (ASAKURA et al., 1991, SHIN et al., 2007). Bei
der Beurteilung der Karyogramme wurden diese Banden daher nicht

miteinbezogen.

Abschliel3end lasst sich sagen, dass in der Sequenztypisierung isogene Klone
des Referenzstamms CBS138/1, die einen aberranten Karyotyp in der PFGE
aufwiesen, Uber eine signifikant erhdhte Toleranz gegentber Zellwand-
destabilisierenden und antimykotischen Substanzen, sowie Uber einen

veranderten Polymergehalt der Zellwand verfugten.

Die Beobachtung der oben beschriebenen Zusammenhénge zwischen
Zellwandzusammensetzung und Resistenz gegen verschiedene Substanzen
bei Klonen des Labor-Referenzstamms CBS138/1 fuhrte zu der Fragestellung,
ob die nachgewiesenen karyotypischen Verdnderungen in den Stammen in
ursachlichen Zusammenhang damit stehen und welche klinische Relevanz, z.B.

fur die antimykotische Therapie, diese Mechanismen haben.



3.2 Charakterisierung der klinischen Isolate

Um die klinische Relevanz und das Ausmal der oben fir die Laborstamme
beschriebenen Phanomene naher zu untersuchen, wurde im Anschluss ein
Kollektiv von 124 ausgewahlten klinischen C. glabrata-Isolaten aus der
EURESFUN-Sammlung (Bader, unpublizierte  Daten) phanotypisch,
zellwandbiochemisch und phylogenetisch charakterisiert. Die Isolate des
Kollektivs stammten aus verschiedenen Kliniken Deutschlands, Spaniens, der
Schweiz und der Tschechei. Um ein moglichst reprasentatives, heterogenes
Kollektiv zu generieren, wurden Isolate von Patienten beider Geschlechter, aller
Altersklassen und unterschiedlicher Primérerkrankungen ausgewahlt. Neben
Isolaten oberflachlicher Haut- und Schleimhautinfektionen stammte ein Grof3teil
der Isolate aus primar sterilen Korperregionen und aus Blutkulturen.

Die phéanotypische Analyse der Isolate erfolgte durch standardisierte
Mikrodilutions-Testungen auf Zellwand-destabilisierende Substanzen und
klinisch bedeutsame Antimykotika (3.2.1.1 & 2). Die somit gewonnen Daten
wurden daraufhin miteinander korreliert, um zu Uberprifen, ob lineare
Zusammenhange im Toleranzverhalten gegeniber den getesteten Substanzen,
bzw. zwischen Zellwandstabilitat und Antimykotikaresistenz bestehen (3.2.1.3.1
& 2).

Mittels FACS wurde nachfolgend die Zellwandkomposition reprasentativer
Isolate quantitativ analysiert (3.2.2.1 & 2) und mit den Ergebnissen aus den
phanotypischen Tests verglichen (3.2.2.3). Somit sollte Gberprtft werden, ob die
Ergebnisse der phanotypischen Tests bereits Ruckschlisse auf die
Zellwandzusammensetzung erlauben.

Anschlieend wurde die karyotypische Phylogenie mittels PFGE untersucht
(3.2.3.1), um mogliche Zusammenhdnge zwischen chromosomalen
Aberrationen, Phanotyp und Zellwandzusammensetzung zu analysieren
(3.2.3.1.2-5).

Abschlielend wurde nach Bestimmung der molekularen Phylogenie mittels
MLST der Fragestellung nachgegangen, ob Isolate isogener Kladen ahnliche
phé&no- und karyotypische Charakteristika, sowie Gemeinsamkeiten in der
Zellwandzusammensetzung besitzen (3.2.3.2.1 & 2).



3.2.1 Phanotypische Charakterisierung der klinischen Isolate

124 Klinische Isolate wurden im Folgenden mittels Mikrodilutiontest (siehe 2.2.5
und 2.2.6) auf ihre Suszeptibilitdt gegentber den Zellwand-destabilisierenden
Substanzen Blancophor P und Kongorot, sowie den klinisch relevanten
Antimykotika Caspofungin und Fluconazol getestet.

Unter der Annahme einer Gauldy'schen Normalverteilung im Toleranzverhalten
der klinischen Isolate gegeniber den getesteten Substanzen wurde eine
Einteilung anhand der mittleren minimalen Hemmkonzentration (MHK) der
Isolate in die drei Phanotyp-Kategorien hypersuszeptibel (-), intermediar (i) und
hyposuszeptibel (+) vorgenommen. Dabei beinhalteten die Kategorien hyper-
und hyposuszeptibel, wenn nicht anders angegeben, alle Isolate, deren mittlere
MHK gegenuber der jeweils getesteten Substanz mehr als eine
Standardabweichung unter, bzw. Uber der jeweiligen Halbwertsbreite lag. Die

Ubrigen Isolate wurden jeweils in die Kategorie intermediar eingeordnet.

3.2.1.1 Uberprifung der Zellwandstabilitat

Empfindlichkeit gegenuber den Zellwandstressoren Blancophor P und

Kongorot

Blancophor P und Kongorot sind Zellwand-destabilisierende Substanzen, die
das Wachstum von Hefen dber eine Bindung an die Polymere Chitin
(Blancophor P) und B-1,3-Glukan (Kongorot) inhibieren und somit indirekt
Ruckschlisse auf deren Zellwandzusammensetzung erlauben.

Bezuglich ihrer Empfindlichkeit gegentber Blancophor P waren die klinischen
Isolate weitestgehend normalverteilt. Als einzige Ausnahme entfielen auf die
intermediare Titerstufe 1,5 mg/ml mehr Isolate, als im Sinne einer
Normalverteilung zu erwarten gewesen ware.

Insgesamt lagen 15% der Isolate im hypersuszeptiblen Bereich (entsprechend
den Titerstufen 0,09 mg/ml - 0,19 mg/ml), 72% der Isolate im intermediaren
(entsprechend den Titerstufen 0,25 mg/ml - 1,5 mg/ml) und 13% der solate im



hyposuszeptiblen Bereich (entsprechend den Titerstufen 2 mg/ml - 6 mg/ml)
(Abbildung 13 A).

Die Kongorot Testung zeigte mit 14% der Isolate im hypersuszeptiblen Bereich

(entsprechend den Titerstufen 0,2 pg/ml - 0,78 pg/ml), ebenfalls 72% der

Isolate im intermediaren (entsprechend den Titerstufen 1,56 pg/ml - 12,5 pg/ml)

und 14%

der

Isolate

im hyposuszeptiblen Bereich (entsprechend den

Titerstufen 25 pg/ml - 200 pg/ml) eine ahnliche normalverteilte Aufteilung
(Abbildung 13 B).
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3.2.1.2 Resistenzbestimmung

Empfindlichkeit gegentber den klinisch bedeutenden Antimykotika

Caspofungin und Fluconazol

Caspofungin ist ein Zellwand-wirksames Antimykotikum, dass Uuber die
Inhibition der B-1,3-Glukan Synthase wirkt. Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine
maogliche Korrelation von Caspofungin-Toleranz und Zellwandstabilitat, bzw. mit
der Zellwandzusammensetzung der klinischen Isolate untersucht werden.
Zunachst fiel auf, dass die Isolate in der Caspofungin-Resistenzbestimmung
maximal bis zur siebten Titerstufe der verwendeten Verdinnungsreihe
wuchsen. Dabei lie3 sich eine Normalverteilung der Caspofungin-Toleranz der
Isolate auf die im Bereich dieser Kategorie liegenden Titerstufen beobachten.
Insgesamt entfielen 3% der getesteten Isolate in die Kategorie hypersuszeptibel
(entsprechend der Titerstufe 0,016 pg/ml), 84% der getesteten Isolate in die
Kategorie intermediar (entsprechend den Titerstufen 0,032 - 0,125 pg/ml) und
13% in die Kategorie hyposuszeptibel (entsprechend den Titerstufen 0,25 - 2
pug/ml) (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Empfindlichkeit der klinischen Isolate gegeniiber dem Zellwand-
wirksamen Antimykotikum Caspofungin



Das Antimykotikum Fluconazol wird regelhaft in der Klinik zur Prophylaxe und in
der Behandlung von oberflachlichen und systemischen Candidosen eingesetzt.
Es entfaltet seine wachstumshemmende Wirkung Uber die Inhibition der
Synthese des essentiellen Plasmamembran-Bausteins Ergosterol.

Die hier untersuchte Zusammenstellung klinischer Isolate zeigte im Gegensatz
zu den restlichen im Rahmen der phanotypischen Charakterisierung
verwendeten Substanzen keine Normalverteilung beztiglich der Empfindlichkeit
gegenuber Fluconazol. Dies liegt unter anderem in der Tatsache begrindet,
dass C. glabrata als wesentlichen Virulenzfaktor von Natur aus uber eine
intrinsische Hyposuszeptibilitdit gegentber Azol-Antimykotika verfugt. Dies
bedingte eine Rechtsverschiebung der Toleranzverteilung verglichen mit Azol-
suszeptiblen Hefen, wie z.B. C. albicans. Dariberhinaus konnten zwei
zusatzliche Kurvengipfel im grenzwertig hyposuszeptiblen (iiii) und
hyposuszeptiblen Bereich (+++) beobachtet werden (Abbildung 15). Diese
Beobachtung steht in Kongruenz mit den Ergebnissen grof3 angelegter
Resistenzbestimmungen klinischer Candida-Isolate (HOF, 2003; siehe auch
1.5).

Bei der hier durchgefiihrten Testung auf Fluconazol lagen somit lediglich 6% im
hypersuszeptiblen Bereich (entsprechend den Titerstufen 0,13 - 1 pg/ml), 61%
der Isolate im intermediaren Bereich (entsprechend den Titerstufen 2 - 16
png/ml) und 33% der Isolate im hyposuszeptiblen Bereich (entsprechend den
Titerstufen 32 - 256 pg/ml).
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Abbildung 15: Empfindlichkeit der klinischen Isolate gegeniber dem Antimykotikum
Fluconazol



3.2.1.3 Untersuchung auf Zusammenhéange zwischen den
unterschiedlichen Phanotypen

Mittels Regressionsanalyse wurde im Folgenden untersucht, ob die
unterschiedlichen Phanotypen gegenidber den unter 3.2.1.1 und 3.2.1.2
getesteten Substanzen in einem linearen Abh&ngigkeitsverhaltnis zueinander

stehen.

3.2.1.3.1 Besteht ein Zusammenhang zwischen der Suszeptibilitat
gegeniber Blancophor P und Kongorot?

Die Empfindlichkeit eines Stammes gegentber den Zellwand-destabilisierenden
Substanzen Blancophor P und Kongorot erlaubt indirekt Ruckschlisse auf die
Zusammensetzung der Zellwand und deren Stabilitdt. Es ist jedoch nicht
bekannt, ob der vermeintliche Gehalt beider Polymere in einem bestimmten
Abhangigkeitsverhaltnis zueinander steht.

Die Auswertung der Regressionsanalyse ergab einen linearen Zusammenhang
im Toleranzverhalten gegeniber Blancophor P und Kongorot und bestatigte
somit diese bereits bei der phanotypischen Charakterisierung des isogenen
Laborstamm-Kollektivs gemachte Beobachtung (Abbildung 16). Dies kodnnte
bedeuten, dass Stamme, die eine erhohte Toleranz gegentber Blancophor P
und Kongorot zeigen, einen hohen Chitin- und Glukangehalt besitzen und somit
Uber eine hohe Stabilitat der Zellwand verfligen und vice versa.
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Abbildung 16: Vergleich der Empfindlichkeit der klinischen Isolate gegentber
Blancophor P mit der Empfindlichkeit gegeniiber Kongorot



3.2.1.3.2 Besteht ein Zusammenhang zwischen Zellwandstabilitat und
Resistenz?

Da die Beschaffenheit der Zellwand direkten oder indirekten Einfluss auf die
Aufnahme von antimykotischen Substanzen in die Hefezelle und deren
antifungale Wirkung haben koénnte, wurden die Empfindlichkeiten der Isolate
gegenuber den Zellwand-destabilisierenden Substanzen Blancophor P und
Kongorot mit der Toleranz gegenuber den klinisch relevanten Antimykotika
Caspofungin und Fluconazol auf Korrelationen hin untersucht (Abbildung 17 A-
D).

DarlUber hinaus wurde noch eine mdgliche Korrelation zwischen Caspofungin-
und  Fluconazol-Suszeptibilitat  Gberprift, um  eventuell bestehende
Zusammenhange und Kreuzresistenzen aufzudecken (Abbildung 17 E). Das
ermittelte Bestimmtheitsmald ergab jedoch fir keines der analysierten

Phanotypenpaare eine lineare Abhéngigkeit.
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Abbildung 17: Uberpriifung mdoglicher Korrelationen der Phanotypen gegeniiber den
Zellwand-destabilisierenden Substanzen Blancophor P und Kongorot und den klinisch
bedeutsamen Antimykotika Caspofungin und Fluconazol aller klinischen Isolate

3.2.2 Quantitative Analyse der Zellwandzusammensetzung
ausgewahlter klinischer Isolate mittels Durchflusszytometrie
(FACS)

Um die auf den Ergebnissen der phéanotypischen Charakterisierung
basierenden Hypothesen zu Uberprifen, wurde in einem nachsten Schritt
untersucht, ob die unterschiedliche Suszeptibilitdt der klinischen Isolate
gegeniber den Zellwand-destabilisierenden und antimykotischen Substanzen
Ruckschlisse auf die quantitative Zusammensetzung der Zellwand und

maogliche phanotypische Korrelationen mit dieser erlaubt.

Zu diesem Zweck wurden 30 bezlglich ihrer Toleranz gegeniber allen
getesteten Substanzen reprasentative klinische Isolate ausgewahlt und der
Gehalt der Zellwandpolymere Chitin und Glukan durch spezifische Farbung und

Quantifizierung im FACS bestimmt.

Die Messungen wurden auf Zellwédnde stationdrer Phase Zellen aus YPD-
Flissigkultur beschrankt, da diese bei der Analyse der Laborstamme die

signifikantesten Messwerte ergeben hatten (siehe Abschnitt 3.1.2).



Analog zu den phanotypischen Kategorisierungen (siehe Abschnitt 3.2.1) wurde
auch hier eine Einteilung beztiglich der Hohe des jeweiligen Polymergehalts der
Isolate in drei Kategorien vorgenommen (niedriger Polymergehalt (-), mittlerer

Polymergehalt (i) und hoher Polymergehalt (+)).

3.2.2.1 Quantitative Analyse des Chitingehalts

Um den Chitingehalt der Zellwdnde von stationdre-Phase-Zellen aus YPD-
Flissigkultur im FACS zu quantifizieren, wurden die klinischen Isolate mit

AlexaFluor®-488-konjugiertem Weizenkeim-Agglutinin angefarbt.

Bei der Auswertung der quantitativen Chitin-Analyse der klinischen Isolate
zeigte sich eine Normalverteilung der gemessenen Fluoreszenzintensitaten im
Spektrum von 10 bis 45 FE, entsprechend dem jeweiligen Chitingehalt der
Zellen. 14% der Isolate besal3en einen niedrigen Chitingehalt (< 12,5 FE), 69%
der Isolate einen mittleren Chitingehalt (12,5 - 27,4 FE) und 17% der Isolate
zeigten einen hohen Chitingehalt (> 27,5 FE) (Abbildung 19 A).

3.2.2.2 Quantitative Analyse des Glukangehalts

Die Zellwénde derselben klinischen Isolate wie unter 3.2.3.1 wurden daraufhin
mit Kongorot angefarbt und der Glukangehalt der Zellwdnde von stationare-

Phase-Zellen mittels FACS quantifiziert.

Analog zur Verteilung des Chitingehalts zeigte sich bei der Auswertung der
quantitativen Analyse des Glukangehalts der Zellwande der 30 Klinischen
Isolate ebenfalls eine Normalverteilung der gemessenen
Fluoreszenzintensitaten im Spektrum von 200 bis 600 FE, entsprechend dem
jeweiligen Glukangehalt der Zellen. 6% der getesteten Isolate wiesen hierbei
einen niedrigen Glukangehalt (< 225 FE) auf, 70% besalRen einen mittleren
Glukangehalt (225 - 374 FE) und 24% der Isolate zeigten einen hohen
Glukangehalt (>375 FE) (Abbildung 19 B).
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Abbildung 19: Verteilung des im FACS quantifizierten mittleren Chitin- und
Glukangehalts der Zellwdnde von 30 reprasentativen klinischen Isolaten in der
stationaren Phase von YPD-Flussigkultur

3.2.2.3 Besteht ein Zusammenhang zwischen Phanotyp und

Zellwandzusammensetzung?

Zur Untersuchung, ob ein Zusammenhang zwischen den beobachteten
Phanotypen und der Zellwandzusammensetzung besteht, wurde zunachst
untersucht, ob der Chitin- und Glukangehalt in einem a&hnlichen
Abhéngigkeitsverhaltnis steht, wie die Messwerte aus den phanotypischen
Tests mit den Zellwand-destabilisierenden Substanzen Blancophor P und

Kongorot.



Des Weiteren wurde die jeweilige Suszeptibilitat der repréasentativen Isolate
gegeniber allen im Mikrodilutionstest getesteten Substanzen mit dem
jeweiligen Polymergehalt verglichen. Das ermittelte Bestimmtheitsmald ergab
jedoch weder einen linearen Zusammenhang fir den Chitin- und Glukangehalt
der Isolate (Abbildung 20), noch fur Polymergehalt und Phanotyp
(Abbildung 21). Es zeigte sich lediglich ein tendenzieller Zusammenhang
zwischen Glukangehalt und der Suszeptibilitdt gegeniber Fluconazol.
(Abbildung 21 D).

Diese Ergebnisse legen nahe, dass die unterschiedlichen MHKs, bzw.
Phanotypen nicht, oder nur bedingt durch den Gehalt an Chitin oder Glukan in

der Zellwand zu erklaren sind
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Abbildung 20: Uberpriifung eines moglichen Zusammenhangs von Chitin- und
Glukangehalt aller im FACS quantifizierten klinischen Isolate
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Abbildung 21: Uberpriifung auf mogliche Korrelationen der unterschiedlichen
Phanotypen mit dem Chitin (¢)- und Glukangehalt (¢) von Zellenwanden von stationare-
Phase-Zellen einer YPD-Flussigkultur aller im FACS analysierten klinischen Isolate



3.2.3 Phylogenetische Charakterisierung der klinischen Isolate

Im ersten Schritt der phylogenetischen Charakterisierung wurde mittels
Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) die karyotypische Phylogenie der klinischen
Isolate durch Vergleich von Chromosomenzahl und -gré3e analysiert. Daraufhin
sollte Uberpruft werden, ob spezifische karyotypische Veranderungen mit
bestimmten Phéanotypen und/oder Veranderungen in der
Zellwandzusammensetzung assoziiert sind.

In einem zweiten Schritt wurde der evolutiondre Verwandtschaftsgrad der
klinischen Isolate auf Ebene von Nukleotidsequenzen mittels Multilokus-
Sequenztypisierung (MLST) bestimmt.

Durch Vergleich der molekularen mit der karyotypischen Phylogenie wurde
anschlielend analysiert, ob sich in isogenen MLST-Kladen gehauft Isolate
gleichen Karyotyps finden, oder ob sich eine ahnliche oder sogar grol3ere
karyotypische Variabilitat zeigt, wie es bei dem zuvor untersuchten
Laborstamm-Kollektiv beobachtet werden konnte.

Abschlieliend wurde die Verteilung der unterschiedlichen Phanotypen auf die
MLST-Kladen im Vergleich mit der prozentualen Verteilung im Gesamtkollektiv

beurteilt.

3.2.3.1 Elektrophoretische Karyotypisierung

3.2.3.1.1 Klinische Isolate zeigen Unterschiede im Karyotyp

Die klinischen Isolate wurden zunéchst mittels PFGE auf Unterschiede im

Karyotyp hin untersucht:

Eine erste Einteilung lie3 sich aufgrund der Eigenschaft vornehmen, ob das
jeweilige Isolat das Chromosom | besal? (Gruppe A, 57 Isolate, Abbildung 22 A)
oder nicht (Gruppe B, 67 Isolate, Abbildung 22 B und C).

Der Stamm CBS138/1 wurde bei den PFGE-Analysen als Referenz zur

Beurteilung der mittleren Bandenfraktion (Chromosomen F-K) mitgefuhrt. Er



liel3 sich der Gruppe A zuordnen. Allerdings stellte er sich beim Vergleich der
unteren Banden der Karyogramme (Chromosomen A-E) als nicht reprasentativ
heraus, da keines der getesteten Isolate Uber ein &hnliches Muster in diesem
Bereich verfiigte.

Als zweite Referenz wurde daher zur Beurteilung der niedermolekularen
Fraktion innerhalb der beiden Hauptgruppen A und B jeweils derjenige Karyotyp
herangezogen, dem sich die meisten der Isolate zuordnen lieRen (hier als A(l)
und B(l) bezeichnet). Insgesamt lieBen sich diesen gruppeninternen
Referenzen jeweils 40 (A(l)) und 41 (B(l)) der klinischen lIsolate zuordnen.
Diese beiden Karyotypen reprasentierten somit die beiden gréf3ten klonalen

Gruppen innerhalb des hier untersuchten Kollektivs.

Zusatzlich fanden sich weitere 30 Karyotypen (als A(II)-A(XIV) und B(l1)-B(XVIII)
bezeichnet), die sich sowohl untereinander, als auch vom Bandenmuster der
jeweiligen gruppeninternen Referenz unterschieden.

Neben dem Verlust von Banden konnten auch das Auftauchen neuer Banden,
die Signalintensivierung einiger Banden, sowie diskrete GroRenverdnderungen
der Banden beobachtet werden.

Mit Ausnahme der Karyotypen A(V) und A(X) (jeweils zwei Isolate), B(ll) (drei
Isolate), B(VI) (sechs Isolate) und B(X) (vier Isolate) fanden sich die Ubrigen
Karyotypen lediglich einmal innerhalb des elektrophoretisch karyotypisierten
Kollektivs.

Bei der Beurteilung der Bandenmuster wurden aufgrund der bereits unter 3.1.3
beschriebenen Variabilitdit von Chromosomen der hochmolekularen Fraktion
gezielt nur die Chromosomen der niedermolekularen und mittleren Fraktion bis
zu einer Grof3e von ca. 1600 kb miteinbezogen,

Alle Pulsfeld-Gele, von denen die nachfolgend fur die Abbildungen verwendeten
Karyogramme stammen und/oder die zur Beurteilung der Isolate auf
karyotypische Alterationen dienten, sind im Original im Anhang aufgefthrt
(siehe 6.3).
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Abbildung 22: 124 klinische Isolate der Spezies C. glabrata zeigten in der PFGE 32
unterschiedliche Karyotypen

(A) Karyotypen von Isolaten, die das Chromosom | besaRen. (B) und (C) Karyotypen von
Isolaten, die das Chromosom | nicht besal3en. Die Karyotypen des Laborstamms CBS138/1,
sowie der beiden grofiten ermittelten karyotypisch klonalen Gruppen A(l) und B(l), dienten als
Referenz bei der makroskopischen Beurteilung der Karyogramme der Ubrigen Isolate auf
strukturelle und numerische chromosomale Aberrationen.

Schwarzes Sternchen-Symbol = Verlust einer Bande, wei3es Sternchen-Symbol = zusétzliche
Bande, weiRes Quadrat-Symbol = Signalintensivierung einer Bande/mutmafliche Doppelbande,
weil3es Kreis-Symbol = mutmaRlicher Banden-Shift/diskrete GréRenveréanderung
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3.2.3.1.2 Zeigen klinische Isolate mit chromosomalen Aberrationen der
Laborstamm-Karyotypgruppen C(ll) und C(lll) &hnliche Ph&notypen?

Die bei den isogenen Laborstammen ermittelten Karyotypen lieen sich bei
keinem der typisierten klinischen Isolate in exakt der gleichen Form wieder
finden. Allerdings verfiigten vier Isolate (EU0050, EU276, EU0386, EU1010)
Uber den, fur die Karyotypgruppe C(lll) charakteristischen Verlust der dem
Chromosom K entsprechenden Bande (Abbildung 23). Bei drei Isolaten
(EUO050, EU233, EUO0386) fand sich die fur diese Gruppe charakteristische,
zusatzliche neu entstandene Bande im hochmolekularen Bereich zwischen den
dem Chromosom J und Chromosom L entsprechenden Banden von ungefahr
1600 kb.

Alle Isolate des Referenz Karyotyps A(l), sowie die Isolate EU0050, EU0233
und EU1010 verfugten hingegen in der niedermolekularen Fraktion Gber ein zur
Karyotypgruppe C(Il) identisches Bandenmuster. Die ebenfalls fir diese
Karyotypgruppe charakteristische Signalintensivierung der dem Chromosom J
entsprechenden Bande fand sich dartber hinaus bei dem Isolat EU0053.

Ein &hnlicher Zusammenhang phanotypischer Charakteristika mit diesen
karyotypischen Veranderungen, wie er bei den Laborstammen beobachtet
werden konnte, bestand jedoch nicht.

Dies konnte unter anderem darin begrindet sein, dass alle der oben
aufgefuhrten Isolate zuséatzliche, individuelle karyotypische Verédnderungen
zeigten, die sie sowohl untereinander, als auch von den Karyotypen der

Laborstamme unterschieden.
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Isolat CBS138/1 CBS138/6 CBS138/7 EU0057 EUO276 EU1010 EU00S0 EU0386 EU0233 EU0046 EU0053
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KR-Phéanotyp ii jiii ++ / - - ii +++ il jiii jiii
CS-Phanotyp ii ii ii / - ii i ii i i i
FL-Phé&notyp ii iii iii / + ] iii +++ + - il

Abbildung 23: Klinische Isolate mit chromosomalen Aberrationen der Laborstamm-
Karyotypgruppen C(ll) und C(Ill) und ihre Phanotypen

Ahnliche Aberrationen, verglichen mit dem Karyogramm des Referenzstamms CBS138/1,
wurden jeweils mit einem gleichen Symbol markiert. Das Karyogramm des Isolats EU0057
wurde als reprasentatives Karyogramm der insgesamt 40 Isolate umfassenden Karyotypgruppe
A(l) ausgewahlt. BP = Blancophor P, KR = Kongorot, CS = Caspofungin, FL = Fluconazol. (-) -
(----) = hypersuszeptibler Phanotyp, (i) - (iii) = intermedidrer Phanotyp, (+) - (++++) =
hyposuszeptibler Phanotyp

3.2.3.1.3 Sind bestimmte  karyotypische  Veranderungen mit

charakteristischen Phanotypen assoziiert?

Um herauszufinden, ob bestimmte karyotypische Veranderungen mit einem
bestimmten Phanotypen gegeniber den im Rahmen dieser Arbeit getesteten
Substanzen einhergehen, wie es bei der Analyse der Laborstamme beobachtet
werden konnte (siehe Abschnitt 3.1), wurde nachfolgend die Verteilung von
Isolaten mit aberrantem Karyotyp unter allen Isolaten mit einer MHK im hyper-
oder hyposuszeptiblen Bereich ermittelt und mit der Verteilung im
Gesamtkollektiv verglichen.

Die auf die jeweiligen Suszeptibilitatskategorien entfallenden Isolate wiesen zu
jeweils einem Drittel den Referenzkaryotyp A(l), den Referenzkaryotyp B(l) und
verglichen mit diesen aberrante Karyotypen auf. Unter den Isolaten mit
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aberrantem Karyotyp fanden sich tberwiegend Karyogramme der B-Gruppe.

Dies entsprach der prozentualen Verteilung im Gesamt Kollektiv (Tabelle 6).

Tabelle 6: Prozentuale Verteilung der unterschiedlichen Karyotypen aller Isolate mit
hyper (-)- oder hyposuszeptiblem (+) Phanotyp

n Isolate KT A() KT B() abgr-rrant abKeTr':nt abKeTrlznt
lfoenseak”t"iz/ 124 32% 33% 35% 12% 23%
BP (-) 18 33% 33% 33% 11% 22%
BP (+) 17 35% 30% 35% 6% 29%
KR (-) 17 35% 30% 35% 17,5% 17,5%
KR (+) 16 25% 31% 44% 7% 38%
CS () 4 25% 25% 50% 25% 25%
CS (+) 15 27% 40% 33% 13% 20%
FL () 7 29% 14% 57% - 57%
FL (+) 40 30% 30% 40% 10% 30%

KT A(l) = Anteil der Isolate mit dem Referenzkaryotyp A(l), KT B(l) = Anteil der Isolate mit dem
Referenzkaryotyp B(l), KT aberrant = Gesamtheit aller Isolate mit aberrantem Karyotyp, KT A
aberrant = Anteil von Isolaten mit aberrantem A-Karyotyp an der Gesamtheit aller Isolate, KT B
aberrant = Anteil von Isolaten mit aberrantem B-Karyotyp an der Gesamtheit aller Isolate. BP =
Blancophor P, KR = Kongorot, CS = Caspofungin, FL = Fluconazol. (-) = hypersuszeptibler
Phanotyp, (+) = hyposuszeptibler Phanotyp

Karyotypische Alterationen, die bei mehreren Isolaten gleichen Phanotyps
gefunden wurden und denen eine mdgliche atiologische Bedeutung beziglich
des jeweiligen Phanotyps zukommen koénnte, sind in Abbildung 17 dargestellt.
Bei karyotypisch aberranten Isolaten nahezu aller Phanotypen fanden sich
Gemeinsamkeiten in der niedermolekularen Fraktion der Karyogramme im
Bereich der Chromosomen C - E. Bei den hyposuszeptiblen Phénotypen waren
in der mittleren Bandenfraktion im Bereich zwischen den beiden Chromosomen
G und H gehauft karyotypische Veradnderungen (Signalintensivierung und
maogliche GréRenverdnderungen von Banden) zu beobachten (Abbildung 24 B,
D, F und G). Bei den Fluconazol-Phanotypen fand sich eine verstarkte
Dominanz der aberranten B-Karyotypen. Unter diesen fand sich wiederum

vermehrt der Karyotyp B(VI).



A B
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Abbildung 24: Karyogramme von Isolaten mit aberrantem Karyoytyp und einem hyper (-)
- oder hyposuszeptiblen (+) Phanotyp gegenuber den Zellwand-destabilisierenden
Substanzen Blancophor P (BP) und Kongorot (KR)( (A-D), sowie den Antimykotika
Caspofungin (CS) und Fluconazol (FL) (E-H)

Die drei Referenzkaryotypen C(I), A(I) und B(l) dienten zur Beurteilung der Isolate auf
Veranderungen im Bandenmuster in der PFGE. Innerhalb einer Phanotypengruppe wurden
Aberrationen mit einem gleichen Symbol markiert, wenn sie bei mehr als einem Isolat
ungleichen Karyotyps gefunden werden konnten.



3.2.3.1.4 Klinische Isolate mit einem Minichromosom

In der Literatur ist beschrieben, dass C. glabrata-lsolate, die ein
.Minichromosom* im niedermolekularen Bereich aufweisen, eine ho6here
Toleranz gegenulber Azolen zeigen kdnnen (POLAKOVA et al., 2009).

Funf der getesteten Isolate verfugten Uber eine solche zusatzliche Bande im
niedermolekularen Bereich unterhalb der kleinsten Chromosomen A und B
(< 485 kb). Von diesen Isolaten wiesen drei Isolate einen hyposuszeptiblen
Phanotyp gegeniber Fluconazol auf, so dass hier Gber die Mdglichkeit eines
Zusammenhangs zwischen dem Erwerb eines Minichromosoms und erhdhter
Azol-Toleranz spekuliert werden kann.

Allerdings zeigten weitere zwei Isolate mit Minichromosom einen intermediaren,

bzw. hypersuszeptiblen Phanotyp gegentber Fluconazol (Abbildung 25).

Isolat CBS138/1 EU0046 EU0386 EU0283 EU0090 EU0276

Chromosomengrofie &
Chromosomenbezeichnung

2240 kb + 2201 kb L+M ' ..
1302kb K _
1192kb  J |
1089kb | |
1050kb H

992kb G -
927kb F -
6676 E - -
651kb D —
558kb C
485 KB + 502 kb A+B Land -—
* *
Fluconazol-Phanotyp SRR + i +

Abbildung 25: Isolate mit einem ,, Minichromosom* (*) im niedermolekularen Bereich

Zur Beurteilung der Chromosomengrof3e wurde das Karyogramm des Referenzstamms
CBS138/1 verwendet. (-) - (----) = hyposuszeptibler Phanotyp, (i) - (iiii) = intermediarer
Phéanotyp, (+) - (++++) = hyposuszeptibler Phanotyp



3.2.3.1.5 Sind bestimmte Kkaryotypische Verdnderungen mit einer

charakteristischen Zellwandzusammensetzung assoziiert?

Die eingangliche Analyse der Laborstamme hatte einen maoglichen
Zusammenhang zwischen karyotypischen Alterationen und der quantitativen
Zusammensetzung der Zellwand ergeben. Im Folgenden sollte daher Uberprift
werden, ob bestimmte Karyotypen mit einem charakteristischen Polymergehalt
der Zellwand einhergehen (Tabelle 7). Tatsachlich fanden sich bei Isolaten mit
einem erniedrigten und/oder erhdhten Polymergehalt vermehrt der Karyotyp
A(l). Isolate mit erniedrigtem Polymergehalt zeigten vermehrt aberrante
Karyotypen, die jedoch keine gemeinsamen chromosomalen Veranderungen
besalRen. Bei den karyotypisch aberranten Isolaten mit erh6htem Glukangehalt
konnten hingegen sowohl in der niedermolekularen, als auch in der mittleren
Bandenfraktion charakteristische  Aberrationen beobachtet  werden
(Abbildung 25). Die karyotypisch aberranten Isolate EU0283 und EU0357
waren darliber hinaus jeweils in zwei Polymerkategorien zu finden. Ein
maoglicher Zusammenhang zwischen Karyotyp und einer charakteristischen

Zellwandkomposition ist daher gegeben.

Tabelle 7: Prozentuale Verteilung der unterschiedlichen Karyotypen von Isolaten mit
Uberdurchschnittlich niedrigem und/oder hohem Zellwand-Polymergehalt

KT KT A KT B
n Isolate KT A1) KT B()) aberrant aberrant aberrant

Gesamt 124 32% 33% 35% 12% 23%
Kollektiv

FACS 30 40% 20% 40% 10% 30%
gesamt

Ch () 4 50% - 50% 25% 25%

Ch (+) 8 63% 12% 25% - 25%

Gl () 2 - - 100% 50% 50%

Gl (+) 7 58% 14% 28% - 28%

KT A(l) = Anteil der Isolate mit dem Referenzkaryotyp A(l), KT B(l) = Anteil der Isolate mit dem
Referenzkaryotyp B(l), KT aberrant = Gesamtheit aller Isolate mit aberrantem Karyotyp, KT A
aberrant = Anteil von Isolaten mit aberrantem A-Karyotyp an der Gesamtheit aller Isolate, KT B
aberrant = Anteil von Isolaten mit aberrantem B-Karyotyp an der Gesamtheit aller Isolate, FACS
= durchflusszytometrisch quantifizierte Isolate, Ch = Chitingehalt der Zellwand, GI =
Glukangehalt der Zellwand, (-) = niedriger Polymergehalt, (+) = hoher Polymergehalt
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Abbildung 25: Karyogramme von lIsolaten mit aberrantem Karyotyp und erniedrigten
und/oder erhdhtem Zellwandgehalt an Chitin (Ch (-)/(+)) - und/oder Glukan (Gl (-)/(+))
Verglichen mit den drei Referenzkaryotypen C(1), A(l) und B(l) ahnliche Aberrationen innerhalb
einer Gruppe mit spezifischem Polymergehalt, die bei mehr als einem Isolat ungleichen
Karyotyps gefunden werden konnten, wurden mit einem gleichen Symbol markiert.

3.2.3.2 Multilokus-Sequenztypisierung

3.2.3.2.1 Vergleich der molekularen mit der karyotypischen Phylogenie

Um eine Aussage Uber Zusammenhénge zwischen dem phylogenetischen
Verwandschaftsgrad auf Sequenzebene und Gemeinsamkeiten im Karyotyp der
Klinischen Isolate treffen zu kdnnen, wurden 84 ausgewahlte Isolate mittels
MLST typisiert. Darunter waren zwanzig reprasentative Isolate der Karyotyp-
Gruppe A(l), einundzwanzig repréasentative Isolate der Karyotyp-Gruppe B(l),
sowie alle 43 Isolate, die zusatzliche chromosomale Aberrationen aufwiesen.

Nach Auswertung der Sequenzdaten lie3en sich die untersuchten klinischen
Isolate in sechzehn MLST-Haupt- und Sub-Kladen unterteilen (Abbildung 26).

Die bei der elektrophoretischen Karyotypisierung vorgenommene Einteilung
anhand der Bande des Chromosoms | in die Gruppen A und B liel3 sich bei der
Verteilung der Isolate auf die einzelnen Kladen wieder finden: Bis auf drei
Ausnahmen (EU0027, EU0038, EU0102) besalRen alle Isolate der MLST-
Kladen 1 - 4 das Chromosom | (Abbildung 26 A). Mit Ausnahme der MLST-
Klade 2, in der sich ausschlie3lich aberrante Isolate befanden, setzten sich
diese Kladen jeweils zur Halfte aus aberranten Isolaten und Isolaten des
Referenz-Karyotyps A(l) zusammen. Demgegentuber wurden die MLST-Kladen
5 - 9 ausnahmslos von Isolaten gebildet, die das Chromosom I nicht besal3en



(Abbildung 26 B). Die Isolate mit dem Referenz-Karyotyp B(l) fanden sich
hierbei zum groften Teil in der MLST-Klade 9, die gleichzeitig die gro3te aller
Kladen darstellte. Die MLST-Kladen 5 - 8 bestanden hingegen vornehmlich aus
Isolaten mit aberranten Karyotypen.

Innerhalb der einzelnen Kladen und ihren Untergruppen lie3en sich dariber
hinaus weitere Gemeinsamkeiten in Bezug auf die Karyogramme beobachten.
So fanden sich beispielsweise alle Vertreter des Karyotyps B(VI) in der MLST-
Klade 5 wieder. Des Weiteren zeigten alle Isolate dieser Klade neben dem
Verlust, bzw. einer mutmalllichen Grél3enveranderung im Sinne eines Banden-
Shifts der Chromosom G-entsprechenden Bande eine
Signalverstarkung/Doppelbande im Bereich der dem Chromosom H-
entsprechenden Bande. Drei von vier Vertretern des Karyotyps B(X) fanden
sich in der MLST-Sub-Klade 8a und innerhalb der Sub-Klade 1b zwei aberrante
Isolate identischen Karyotyps. In der Sub-Klade la fanden sich hingegen nur

Isolate des Referenz-Karyotyps A(l).

3.2.3.2.2 Zeigen in der Sequenztypisierung isogene Isolate Ahnlichkeiten

im Phéanotyp und in der Zellwandzusammensetzung?

Um zu Uberprufen, ob bestimmte Phanotypen gehauft in bestimmten MLST-
Kladen auftreten, wurden nachfolgend die jeweiligen prozentualen Anteile der
unterschiedlichen Phanotypen einer Klade berechnet und diese dann mit der
prozentualen Verteilung im Gesamt-Kollektiv verglichen. (Tabelle 8, Abbildung
26 A und B). Die Isolate der MLST-Klade 1 wiesen vermehrt einen
hypersuszeptiblen Phanotyp, bei gleichzeitig relativ vermindert vertretenem
intermediaren und hyposuszeptiblen Phanotyp gegentber den Zellwand-
destabilisierenden Substanzen Blancophor P und Kongorot auf. Bei den
Antimykotika dominierte hingegen der intermediare Phanotyp, bei gleichzeitig
vermindert vertretenem hyper- und hyposuszeptiblen Phanotypen.

Die Isolate der MLST-Klade 5 wiesen gegenuber den Zellwand-
destabilisierenden Substanzen Blancophor P und Kongorot vermehrt
hyposuszeptible und grenzwertig-hyposuszeptible Phanotypen auf. Wahrend
die Antimykotika-Phanotypen fir Caspofungin eine Verteilung entsprechend der

Verteilung im Gesamtkollektiv zeigten, fand sich fiur Fluconazol



interessanterweise eine deutliche Uberreprasentation des hyposuszeptiblen
Phanotyps. Auch die Ubrigen Isolate dieser Klade zeigten mehrheitlich einen
grenzwertig hyposuszeptiblen Phanotyp ((iiii), Abbildung 26 B). Dartber hinaus
zeigten die durchflusszytometrisch quantifizierten Isolate dieser Klade einen
erhohten Glukangehalt der Zellwand.

Da alle Isolate zusatzlich Uber eine charakteristische Aberration im Bereich der
Chromosomen G und H verfugten, kdnnte hier ein moglicher Zusammenhang
zwischen Phylogenie, Phanotyp und in der Zellwandkomposition bestehen. Die
MLST-Klade 9 zeigte wiederum fir alle getesteten Substanzen eine mit dem
Gesamtkollektiv weitestgehend identische phanotypische Verteilung.

Die restlichen Kladen besalRen vermehrt Isolate mit intermediéren Phanotypen.
Die Isolate der Klade 4 zeigten allerdings fur Fluconazol vermindert
intermediare, bei gleichzeitg vermehrt vertretenen hyper- und hyposuszeptiblen
Phanotypen.

Tabelle 8: Prozentuale Verteilung der unterschiedlichen Phé&notypen auf die MLST-
Kladen

MLST MLST MLST MLST MLST MLST MLST MLST MLST MLST  Gesamt-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 gesamt Kollektiv
Isolate 21 3 6 7 11 3 1 7 25 84 124
BP (-) 24% 33% - 14% 25% - - 14% 23% 20% 16%
BP (i) 66% 33% 100% 86% 50% 100% 100% 86% 59% 69% 72%
BP (+) 10% 33% - - 25% - - - 18% 11% 12%
KR (-) 24% 33% 20% 14% 12% - - 14% 14% 20% 13%
KR (i) 66% 33% 40% 86% 50% 66% 100% 86% 68% 64% 73%
KR (+) 10% 33% 20% - 38% 33% - - 18% 16% 14%
CS () - 33% - 14% - - - - - 3% 3%
CS (i) 95% 33% 100% 86% 87% 100% 100% 100% 86% 89% 85%
CS (+) 5% 33% - - 13% - - - 14% 8% 12%
FL (-) - - - 14% 1% 33% - 14% - 5% 6%
FL (i) 81% 33% 83% 43% 36% 66% 100% 57% 64% 62% 61%
FL (+) 19% 66% 17% 43% 63% - - 29% 36% 33% 33%

MLST 1-9 = Klade der MLST, MLST gesamt = Verteilung der unterschiedlichen Phanotypen
unter allen sequenzierten Isolaten, Gesamtkollektiv = Verteilung der unterschiedlichen
Phanotypen im Gesamtkollektiv, BP = Blancophor P, KR = Kongorot, CS = Caspofungin, FL =
Fluconazol, (-) = hypersuszeptibler Phanotyp, (i) = intermediarer Phanotyp, (+) =
hyposuszeptibler Phanotyp
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Abbildung 26: Phylogenie und Phénotyp der klinischen Isolate

(A) Genotyp, Phanotyp und Zellwandpolymergehalt der Isolate der MLST-Kladen 1-4, (B)
Genotyp, Phanotyp und Zellwandpolymergehalt der Isolate der MLST-Kladen 5-9. Das aus den
Sequenzdaten der MLST generierte Dendrogramm wurde mit der MEGA 4 Software mittels der
Neighbor-Joining-Methode erstellt. Die Zahlen an den Knotenpunkten des Dendrogramms
zeigen Bootstrap-Werte an, die mit jeweils 1000 Randomisierungen berechnet wurden. KT =
Karyotyp , MLST = phylogenetische Klade der MLST, BP = Blancophor P, KR = Kongorot, CS =
Caspofungin, FL = Fluconazol, FACS = Durchflusszytometrisch quantifizierter Polymergehalt
der Zellwand, Ch = Chitingehalt der Zellwand, Gl = Glukangehalt der Zellwand. (-) - (----) =

hypersuszeptibler Phanotyp/niedriger Polymergehalt, (i) - (iiii) = intermediarer
Phanotyp/mittlerer Polymergehalt, (+) - (++++) = hyposuszeptibler Phanotyp/hoher
Polymergehalt
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Somit bestatigte sich in dem charakterisierten Kollektiv klinischer Isolate die
bereits bei den Laborstammen beobachtete hohe Variabilitdt von C. glabrata
auf phanotypischer, Zellwand-biochemischer und phylogenetischer Ebene.
Trotz Isogenie im Sequenztyp zeigten Isolate nahezu aller MLST-Kladen eine
Vielzahl von phano- und karyotypischen Merkmalen unterschiedlichster

Auspragung.



4 Diskussion

Candida spp. stellen mittlerweile die viert-haufigste aus Blutkulturen isolierte
Organismusgruppe dar (BORG VON ZEPELIN et al., 2007). Die dabei nach C.
albicans an zweiter Stelle stehende Hefe C. glabrata ist ein opportunistisches
Pathogen von zunehmender klinischer Bedeutung (BORG VON ZEPELIN et al.,
2007). C. glabrata kann sowohl oberflachliche Schleimhautinfektionen, als auch
tiefe Organmykosen und somit lebensbedrohliche systemische Erkrankungen
verursachen. Seine intrinsische Resistenz gegentber Azol-Antimykotika macht
das Erwagen alternativer Behandlungsstrategien erforderlich. Dartber hinaus
verfugt C. glabrata neben einer sehr dynamischen, fir den Pathogenitatsprozel3
wichtigen Zellwand tber eine hohe Genomflexibilitat (FISCHER et al., 2006).
Fiar C. albicans finden sich in der Literatur bereits Indizien dafur, dass eine
erhohte genetische Flexibilitat zu Veranderungen in der Stress- und
Medikamentenresistenz  von  humanpathogenen Hefen fuhren kann.
Genmutationen und chromosomale Aneuploidie konnen sowohl mit der
Entstehung klinischer Resistenzen (BALASHQV et al., 2006; SELMECKI et al.,
2008), als auch mit veranderten Zellwand-Phénotypen von Laborstimmen und
klinischen Isolaten in Verbindung stehen (AHMAD et al., 2008; ANGIOLELLA et
al., 2008). Populationsgenetische Untersuchungen konnten dartber hinaus
zeigen, das Antimykotikaresistenzen gehauft in phylogenetisch isogenen
Kladen auftreten konnen (DODGSON et al., 2004; PUJOL et al., 2003).

Die Adaptionsmechanismen und Virulenzfaktoren von C. glabrata sind dagegen
nach wie vor nur unvollstdndig erforscht. Anhand von (i) phanotypischen
Untersuchungen, (ii) biochemischen Analysen der Zellwandkomposition und (iii)
des Genotyps sollten maogliche Zusammenhange zwischen
Zellwandphanotypen und -zusammensetzung, Genomaberrationen sowie
Resistenz gegenuber Antimykotika bei C. glabrata charakterisiert werden. Dazu
standen zwei unterschiedliche Stamm-Kollektive zur Verfiigung. Zum einen 10
isogene Klone des weltweit verwendeten Labor-Referenzstamms C. glabrata
ATCC2001/CBS138 die aus unterschiedlichen Forschungslaboratorien

zusammengetragen wurden und zum anderen ein heterogenes Kollektiv von



124 klinischen C. glabrata Isolaten aus verschiedenen européischen klinischen

Zentren.

4.1 Phanotypische Charakterisierung der Kollektive

Zur phanotypischen Charakterisierung wurden beide Kollektive auf
Empfindlichkeit gegeniiber den Zellwand-destabilisierenden Substanzen
Calcofluor Weif3, Blancophor P und Kongorot, sowie den klinisch bedeutsamen
Antimykotika Caspofungin und Fluconazol getestet.

Die zur Stoffgruppe der Diaminostilbene gehdrenden Substanzen Calcofluor
Weil3 und Blancophor P binden an das Chitin der Zellwand und zerstdren so
dessen mikrofibrillare Struktur. Der Azofarbstoff Kongorot hemmt dagegen das
Wachstum von Hefen durch Bindung an das p-1,3-Glukan der Zellwand. Die
Testung gegenlber diesen Substanzen erlaubt daher indirekte Ruckschliisse
auf die Zellwandkomposition. Das Antimykotikum Caspofungin beeinfluf3t
ebenfalls die Integritat der Zellwand, indem es die Fahigkeit des Pilzes zur
Synthese von f-1,3-Glukan inhibiert. Das Kklinisch eingesetzte Triazol
Fluconazol wirkt hingegen durch die Inhibition der Synthese des essentiellen
Plasmamembranbestandteils Ergosterol fungistatisch.

Auf diese Weise sollte einerseits untersucht werden, ob Zusammenhénge in der
Empfindlichkeit gegentber unterschiedlichen Zellwand-aktiven Substanzen
bestehen und andererseits, inwiefern die Toleranz gegeniber Zellwandstress
einen Einfluss auf die Antimykotikaresistenz besitzt.

Aufgrund der phanotypischen Merkmale konnte das Laborstammkollektiv in drei
Untergruppen eingeteilt werden: Gruppe 1 zeigte gegenuber allen getesteten
Substanzen eine signifikant hohere Empfindlichkeit als die Stdmme der
Gruppen 2 und 3. Die Gruppe 2 unterschied sich wiederum von Gruppe 3 durch
eine erhdhte  Empfindlichkeit gegenuber Zellwand-destabilisierenden
Substanzen, bei gleich hoher Antimykotikatoleranz. Die Toleranz der
Laborstamme gegentber Diaminostilbenen und Kongorot stand dabei in einem
linearen Abhangigkeitsverhaltnis.

Die phéanotypische Analyse der klinischen Isolate ergab eine Streuung der

Messwerte entsprechend einer Gauly'schen Normalverteilung innerhalb der



getesteten Konzentrationsbereiche. Die Testung der Caspofungin-Toleranz
zeigte zwar ebenfalls eine Normalverteilung, allerdings lagen die Messwerte in
einem engeren Konzentrationsbereich von lediglich sechs Titerstufen der
verwendeten Verdinnungsreihe bis maximal 2 pug/ml. Diese Verteilung deckt
sich mit den Ergebnissen anderen Studien zur Empfindlichkeit von Candida
spp. gegenuber Caspofungin, bei denen bis zu 99,9 % aller Isolate eine MHK
von < 2ug/ml aufwiesen (ESPINELL-INGROFF, 2008; PFALLER et al., 2008).
Bei der Testung auf Fluconazol zeigte sich jedoch verglichen mit der Toleranz
von Azol-suszeptiblen Hefen, wie z.B. C. albicans, eine Rechtsverschiebung
des Toleranzprofils in Richtung des hyposuszeptiblen Bereichs, was sich auf
die bekannte intrinsische Resistenz gegenuber Azol-Antimykotika von C.
glabrata zurtckfuhren lasst (HOF, 2003).

Wie bereits fir die Laborstdamme beschrieben, zeigte sich fur die
Empfindlichkeit der klinischen Isolate gegenuber den Zellwand-
destabilisierenden Substanzen Blancophor P und Kongorot ebenfalls ein
lineares Abhangigkeitsverhaltnis. Fur C. albicans konnte bereits gezeigt
werden, dass Azol- und Echinocandin-resistente = Stdmme  Uber
Gemeinsamkeiten sowohl auf phéno- und genotypischer Ebene, als auch im
Zellwandaufbau und in der Virulenz verfigen kénnen (ANGIOLELLA et al.,
2008; SCHUETZER-MUEHLBAUER et al., 2003). Diese Ergebnisse stitzen
somit die Annahme, dass auch bei C. glabrata ein Zusammenhang zwischen
Zellwandkomposition und Antimykotikaresistenz bestehen konnte.

Unter Einbeziehung der klinischen C. glabrata-Isolate lie3 sich jedoch kein
signifikanter globaler Zusammenhang zwischen Zellwand-Ph&notypen und
Antimykotikaresistenz nachweisen. Dies deutet darauf hin, dass die in dem
untersuchten Kollektiv vorhandenen klinischen Resistenzen in der Mehrheit auf
induzierbare enzymatische Mechanismen und/oder Ereignisse auf genetischer
Ebene zurtckzufihren sind, die nicht unmittelbar mit der Zellwand in
Zusammenhang stehen (ANGIOLELLA et al., 2008; FIDEL et al.,, 1999;
MORSCHHAUSER J., 2003; VANDEN BOSSCHE et al., 1992).



4.2 Biochemische Analyse der Zellwande ausgewahlter

Laborstamme und klinischer Isolate

Die beobachteten Unterschiede zwischen den Phanotyp-Gruppen der
Laborstamme und innerhalb der Normalverteilung der klinischen Phé&notypen
fuhrten zu der Fragestellung, ob die unterschiedliche Toleranz gegeniber
Zellwandstress und Antimykotika durch eine charakteristische
Zellwandkomposition erklart werden kann. Hinweise darauf lieferten auch
andere Arbeitsgruppen durch die phanotypische Charakterisierung von
Deletionsmutanten, die in ihrer Fahigkeit zur Chitin- und Glukan-Synthese
beeintrachtigt waren. Es wurde gezeigt, dass eine erhohte Toleranz gegenuber
Diaminostilbenen wie Blankophor P aus einem erniedrigten Gehalt an Chitin in
der Zellwand resultieren kann (BULAWA et al., 1995). Ein herabgesetzter
Glukangehalt oder eine ungentgende Vernetzung des fB-1,3-Glukans kann
andererseits zu einer Hypersuszeptibilitat gegenuber Kongorot fihren
(PARDINI et al, 2006). Chitinreiche Zellen sollten daher einen
hypersuszeptiblen Phanotyp gegeniber Diaminostilbenen zeigen, glukanreiche
Zellen einen hyposuszeptiblen Phanotyp gegenuber Kongorot. Demzufolge
konnte die fur beide Kollektive beschriebene lineare Abhangigkeit gegenuber
diesen Substanzen bedeuten, dass Stamme mit einem niedrigen Chitingehalt
prinzipiell Gber einen hohen Glukangehalt verfiigen kdnnten und vice versa.

Daruiber hinaus sind sowohl fir S. cerevisiae, als auch fiur C. albicans
Kompensationsmechanismen bei der Adaption an Zellwandstress beschrieben
worden, wie er in ahnlicher Weise auch durch die Inkubation mit Zellwand-
aktiven Substanzen wie Diaminostilbenen, Kongorot oder Caspofungin
verursacht wird. So fuhrt beispielsweise eine Deletion der Glukansynthase Fks1l
in S. cerevisiae durch verstarkte Aktivitat der Chitinsynthase Chs3p zu einem
erhohten Chitingehalt der Zellwand (GARCIA-RODRIGUEZ et al., 2000). Eine
weitere zentrale Bedeutung kommt den Chitinsynthasen Chs2p und Chs8p zu
(WALKER et al., 2008), deren Homologe auch in C. glabrata zu finden sind.

Um diese mdglichen Zusammenhange zwischen phanotypischen Merkmalen

und einer spezifischen Zellwandzusammensetzung zu untersuchen, wurden die



strukturellen Zellwand-Hauptkomponenten Chitin und Glukan bei reprasentativ
ausgewahlten Isolaten mittels Durchflusszytometrie quantitativ bestimmt.

Die ausgewahlten Isolate beider Kollektive zeigten dabei signifikante
Unterschiede sowohl im Chitin-, als auch im Glukangehalt. Die Stamme der drei
Phanotypgruppen des Laborstammkollektivs verfligten jeweils Uber eine
charakteristische Zellwandkomposition. Der Glukangehalt war in Gruppe 1 am
hdchsten und in Gruppe 3 am niedrigsten, der Chitingehalt hingegen in Gruppe
3 am hochsten. Entgegen der eingangs formulierten Hypothese ging die
erhohte Toleranz gegeniber Zellwand-aktiven Substanzen und Antimykotika
der Laborstamme der Phanotyp-Gruppen 2 und 3 mit einem erniedrigten
Glukan- und einem erhdhten Chitingehalt einher.

Bei den analysierten klinischen Isolaten konnte zunachst analog zu den
phanotypischen Tests eine Normalverteilung des jeweiligen Polymergehalts
beobachtet werden. Ein generelles Abhangigkeitsverhéltnis zwischen dem
Chitin- und Glukangehalt der Isolate konnte jedoch nicht beobachtet werden.
Interessanter Weise war eine tendenzielle Korrelation von erhdhter Fluconazol-
Toleranz und erhohtem Glukangehalt erkennbar. Dieser Zusammenhang
konnte durch eine verstarkte Barrierefunktion der Zellwand erklart werden,
welche das Eindringen von Fluconazol in die Zelle erschwert. In der Literatur ist
diesbeziiglich beschrieben, dass in Biofilm-Formation wachsende Hefen lber
einen bis zu 10-fach erhdhten Glukangehalt der Zellwand verfiigen kdnnen, der
mit einer bis zu 1000-fach erhdhten Antimykotikatoleranz einhergehen kann
(CATEAU et al., 2008; NETT et al., 2007).

Fur die restlichen untersuchten Substanzen zeigte sich jedoch kein direkter
Zusammenhang zwischen Zellwandzusammensetzung und den
phanotypischen Eigenschaften der klinischen Isolate auf globaler Ebene. Bei
der Uberprifung auf mogliche  Abhangigkeiten des  jeweiligen
Zellwandpolymergehalts mit den Ergebnissen aus den phanotypischen Tests
zeigte sich fur keine der getesteten Substanzen eine signifikante Korrelation.
Der bei der quantitativen Analyse der Zellwande der Laborstamme beobachtete
Zusammenhang zwischen erniedrigtem Glukangehalt und erhohter Toleranz
gegenuber Zellwandstressoren und Antimykotika lie3 sich in dem hier

untersuchten Kollektiv klinischer Isolate nicht wieder finden.



Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen daher, dass die beobachteten
phanotypischen Unterschiede der klinischen Isolate nur bedingt durch einzelne
Veranderungen im Gehalt der Zellwand an Chitin und Glukan zu erkléaren sind.
So wird die enorme Dynamik und Plastizitat der Zellwand durch ein komplex
reguliertes Zusammenspiel der fur die Synthese und den Abbau der
verschiedenen Zellwand-Komponenten bendtigten Enzyme bedingt. Ein
Groldteil dieser Enzyme ist dabei in der Zellwand selbst lokalisiert. Diese
Zellwandproteine sind u.a. fur die Verknipfung, Elongation und Quervernetzung
der verschiedenen Komponenten verantwortlich. Die Expression und Aktivitat
dieser Proteine ist dabei abhangig von dem die Hefezelle umgebenden Millieu
(AGUILAR-USCANGA und FRANCOIS, 2003; CABIB et al., 2008; POPOLLO et
al., 1997; SELVAGGINI et al., 2003).

Sollte beispielsweise nicht die absolute Polymerquantitat, sondern vielmehr die
effiziente Vernetzung der einzelnen Monomere miteinander und an die anderen
Zellwandkomponenten flr ein veréandertes phanotypisches Profil verantwortlich
sein, konnte dies einen mdoglichen Erklarungsansatz fur die beobachteten
Phanomene bieten.

Dies lasst darauf schlieBen, dass phanotypische Tests mit Zellwand-
destabilisierenden Substanzen weniger als ein quantitatives, sondern viel mehr
als ein qualitatives MalR fur die Stabilitdt der Zellwand unabhangig von der

Abundanz ihrer Polymere angesehen werden mussen.

4.3 Genotypische Charakterisierung und maogliche
Auswirkungen auf Phanotyp und Zellwandzusammensetzung

der Kollektive

Etwa ein Funftel aller Gene von C. glabrata kodieren fur Proteine, die direkt
oder indirekt in den Zellwandstoffwechsel eingebunden. Aufgrund der hohen
genomischen Variabilitstt von C. glabrata kénnten Mechanismen wie z.B.
chromosomale Duplikationen eine Uberexpression der fir die Synthese und
Vernetzung von Zellwandpolymeren notwendigen Enzyme bewirken. Solche
Ereignisse konnten unter bestimmten Bedingungen einen erheblichen

Selektionsvorteil betroffener Stamme bei der Exposition gegeniber



Zellwandstress verursachenden Substanzen und Antimykotika bedeuten. Zur
Untersuchung, ob es einen Zusammenhang zwischen den beobachteten
Phanotypen, der Zellwandkomposition und Veranderungen auf Genomebene
der Laborstamme und der klinischen Isolate gibt, wurden die beiden Kollektive
durch Analyse des Karyotyps mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) und
der Bestimmung der molekularen Phylogenie durch  Multilokus-
Sequenztypisierung (MLST) genotypisch charakterisiert. Hiermit sollte Gberpruft
werden, ob spezifische karyotypische Aberrationen oder der phylogenetische
Verwandtschaftsgrad eines Stammes einen charakteristischen Phanotyp
gegeniber einer oder mehreren der getesteten Substanzen, sowie eine
spezifische Zellwandzusammensetzung bedingen.

Die Karyogramme der PFGE beider Kollektive zeigten im Mittel zwischen 9 und
12 Banden und verschiedenste strukturelle und numerische chromosomale
Aberrationen. Bei Banden im GrofRenbereich von >1600kb kam es haufiger zu
Langenpolymorphismen, die moglichersweise auf die in vitro Instabilitat grof3er
Chromosomen zurtickzufiihren sind, wie sie z.B. durch Scherkréfte verursachte
Strangbriiche sehr grol3er DNA Fragmente bedingt sein kdnnen (SHIN et al.,
2007). Dariuber hinaus beherbergen die beiden gré3ten Chromosomen L und M
die sehr variablen rDNA Loci, deren repetitive Sequenzen in ihrer Lange
haufigen Anderungen unterworfen sind (ASAKURA et al., 1991). Wegen dieser
methodischen Schwierigkeiten wurden diese Banden bei der Beurteilung der
Karyogramme bewusst aul3er Acht gelassen.

Innerhalb des Laborstamm-Kollektivs konnten tatsachlich drei unterschiedliche
Karyotypen identifiziert werden, die mit charakteristischen Phanotypen und
einer spezifischen Zellwandkomposition einhergingen: Die Stdmme der
Phanotypgruppen 2 und 3 zeigten jeweils ein verglichen mit den Karyogrammen
der Phanotypgruppe 1 abweichendes Bandenmuster. Da diese Stdmme in der
MLST als isogen typisiert worden sind, kann davon ausgegangen werden, dass
sich die karyotypischen Veranderungen dieser Stamme in einem kurzen
phylogenetischen Zeitfenster ereignet haben missen und die restlichen
genotypischen Merkmale dieser Stamme weitgehend unverandert sind. FUr die
umschriebene Gruppe der Laborstamme mit einer kurzen evolutionaren Distanz
in der molekularen Phylogenie, ist es daher wahrscheinlich, dass die jeweiligen

Phanotypen und Zellwandzusammensetzungen tatsachlich auf die



beobachteten karyotypischen Veranderungen zurlckzufiihren sind. Diese
Hypothese wird zusatzlich durch Studien gestitzt, die zeigen konnten, dass es
in isogen typisierten Isolaten aus sequentiell abgenommen Blutkulturen eines
Patienten zum rapiden Auftreten karyotypischer Variationen verbunden mit
einer veranderten Azol-Toleranz im Sinne von Mikroevolution in C. glabrata
kommen kann. (CORMICAN et al., 1996; SHIN et al., 2007).

Die Genotypisierung der klinischen Isolate mittels PFGE zeigte zunachst eine
Aufteilung in die zwei karyotypischen Hauptgruppen A und B. In Gruppe A
befanden sich alle Isolate, welche das Chromosom | besal3en, in Gruppe B alle
Isolate, die das Chromosom | nicht besafRen. Innerhalb dieser beiden
karyotypischen Gruppen zeigte ein Drittel der Isolate den Karyotyp A(l), ein
Drittel den Karyotyp B(I) und ein Drittel vergleichsweise stark aberrante
Karyotypen (A(ll) - A(XIV) und B(ll) - B(XVIII)). A(l) und B(l) bildeten somit die
karyotypisch grofdten klonalen Gruppen innerhalb des untersuchten Kollektivs.
Interessanterweise lie3 sich die bei der elektrophoretischen Karyotypisierung
beobachtete Aufteilung in zwei Hauptgruppen bei der Verteilung der
sequenzierten Isolate auf die insgesamt neun MLST-Haupt-Kladen wieder
finden. Dabei fanden sich in den MLST-Kladen 1-4, bis auf drei Ausnahmen,
Isolate der Karyotyp-Gruppe A, in den MLST-Kladen 5-9 ausschlie3lich Isolate
der Karyotyp-Gruppe B. Einer der sequenzierten Loci, URA3, scheint mit dieser
Beobachtung in Verbindung zu stehen, da er auf dem Chromosom | lokalisiert
ist. Dodgson et al. konnten zeigen, dass bei Verlust der Chromosom |
entsprechenden Bande in der PFGE, der den URA3-tragende Genabschnitt mit
einem Chromosom der hochmolekularen Fraktion fusioniert (DODGSON et al,
2005). Auch hier war die Lokalisation des URA3-Lokus Kladen-abhéngig, was
die Hypothese von zwei durch dieses Merkmal phylogenetisch
unterscheidbaren Subpopulationen zusatzlich untermauert. Zeitgleich mit dieser
Arbeit konnten mittels Typisierung anhand von Mikrosatelliten-DNA eines 200
Stamme umfassenden internationalen Kollektivs die beiden Karyotypen A(l) und
B(l) als die zwei grof3ten klonalen C. glabrata-Populationen auch von anderen
bestétigt werden (BRISSE et al.,, 2009). Diese beiden Karyotypen stellen
zugleich die phylogenetisch altesten chromosomalen Konfigurationen dar, die

sich auf einen gemeinsamen Vorfahren von C. glabrata und der eng



verwandten Backerhefe S. cerevisiae zurlckfuhren lassen (MULLER H et al.,
2009).

Neben den beiden Karyotypen A(l) und B(l) konnten in den beiden
Hauptgruppen A und B insgesamt 30 weitere Karyotyp-Subgruppen gefunden
werden, deren Bandenmuster sich von A(l) und B(l) in mindestens einem
weiteren karyotypischen Merkmal unterschied. Die fir diese Karyotypen
charakteristischen, phylogenetisch mutmallich jingeren Aberrationen kénnten
im Rahmen von spontanen Anpassungsprozessen entstanden sein

Im Gegensatz zu dem Laborstammkollektiv zeigte sich bei den klinsichen
Isolaten bei den meisten isogenen MLST-Kladen eine ausgepragte phano- und
karyotypische Variabilitat. Eine globale phylogentische Abhéngigkeit der
untersuchten phanotypischen Eigenschaften oder der
Zellwandzusammensetzung bestand dabei nicht. Eine Ausnahme bildete die
MLST-Klade 5. Ahnlich wie bei den phylogenetisch eng verwandten
Laborstammen fanden sich hier isogene Isolate, die Uber phé&no- und
karyotypische Gemeinsamkeiten verfugten. Neben einer vergleichsweise
erhohten Azoltoleranz und einer vermehrten Hyposuszeptibilitdt gegenuber
Zellwand-aktiven Substanzen besallen die Isolate dieser Klade eine
gemeinsame charakteristische chromosomale Aberration in der mittleren
Bandenfraktion der Karyogramme. Die durchflusszytometrisch analysierten
Isolate dieser Klade zeigten zuséatzlich einen erhdhten Glukangehalt der
Zellwand.

Dartber hinaus besalBen drei Isolate mit hyposuszeptiblen Fluconazol-
Phanotyp ein Minichromosom im niedermolekularen Bereich unterhalb der
Chromosom A Bande. Polakova et al. konnten unlangst zeigen, dass ein
Zusammenhang zwischen dem Erwerb eines Minichromosoms und erhdhter
Azoltoleranz bestehen kann (POLAKOVA et al., 2009).

Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass komplexe Zusammenhange
zwischen phanotypischen Merkmalen, der quantitativen
Zellwandzusammensetzung und spezifischen genotypischen Charakteristika
bestehen. Die an den untersuchten Laborstammen und den Isolaten der Klade
5 dargestellten Abhangigkeiten, bilden somit den Ausgangspunkt fur die

gezielte weiterfihrende molekularbiologische ErschlielBung der Pathogenitéat



von C. (glabrata. Beispielsweise kann jetzt durch in  situ-
Hybridisierungstechniken, Mikroarrays und komparative genomische Analysen
der Verbleib von Chromosomenfragmenten und der resultierende Einfluss auf
betroffene Genfunktionen charakterisiert werden.

Durch eine Steigerung der Auflosung der Genotypisierungsmethoden von
C. glabrata konnten zudem weitere genetische Veradnderungen sichtbar
gemacht werden, die bislang weder mit der PFGE, noch mit der MLST zu
erfassen  sind.  Hierdurch  kénnen dann  schrittweise = komplexere
Zusammenhange zwischen Phanotyp, Zellwand und genetischer Flexibilitat
dargestellt werden. So konnte bereits gezeigt werden, dass eine Erhéhung der
diskriminatorischen Kapazitat der PFGE durch die Vorbehandlung der DNA-
Proben mit speziellen Restriktionsendonukleasen erreicht werden kann (CHEN
KW et al., 2005; LIN et al., 2007; SHIN et al., 2007). Durch dieses Vorgehen
lieBen sich dann diskrete genetische Unterschiede darstellen, welche im

Rahmen von mikroevolutionaren Ereignissen entstanden sind.

Die erhobenen Daten dieser Arbeit belegen die hohe genomische Plastizitat,
die es C. glabrata ermdglicht, durch schnelle genotypische Variation sich
flexibel an sich andernde Umweltbedingungen zu adaptieren. Neben der
grundlegenden Bedeutung dieser Daten flr die Virulenz und die antimykotische
Therapie von C. glabrata-Infektionen besitzen die beobachteten schnellen
Veranderungen eine wichtige aber bislang wenig bertcksichtigte Konsequenz
im Hinblick auf die Beurteilung wissenschaftlicher Arbeiten, da spontane
genetische Ereignisse und die resultierende phanotypische Variabilitdt von
isogenen Laborstammen, zu einer falschen Interpretation phanotypischer Daten
von Deletionsmutanten fihren konnen. Eine &hnliche Problematik wurde
kirzlich auch fur C. albicans beschrieben (ARBOUR et al., 2009).



5 Zusammenfassung

Der Hefepilz C. glabrata ist ein opportunistischer humanpathogener
Organismus, der die zweithaufigste Ursache fur systemische Candidosen bei
immunsupprimierten Patienten darstellt. Typische Charakteristika des Erregers
sind neben einer intrinsischen Resistenz gegenlber Azolantimykotika, die sehr
dynamische Zellwandstruktur und eine hohe genomische Flexibilitdt. Es wird
angenommen, dass diese Eigenschaften es C. glabrata ermdglichen, sich in
verschiedenen Wirtsnischen perfekt an das umgebende Millieu anzupassen.
DarlUber hinaus kénnten beide Faktoren wichtige Einflul3grofRen fur die Virulenz
und Resistenz des Erregers sein.

Um eine Aussage uber die tatsédchliche Bedeutung dieser Mechanismen sowohl
fur die Entstehung und Therapie von Candidosen, als auch fir die Interpretation
wissenschaftlicher Daten treffen zu kdnnen, wurden zwei C. glabrata-Kollektive
untersucht. Das erste Kollektiv bestand aus in der Multilokus-
Sequenztypisierung (MLST) isogenen Klonen des Labor-Referenzstamms
ATCC2001/CBS138, das andere Kollektiv aus 124 heterogenen klinischen
Isolaten, die aus unterschiedlichen europaischen Forschungs- und
Diagnostikzentren stammten. Die Charakterisierung beider Gruppen erfolgte
genotypisch mittels Pulsfeld-Gelelktrophorese (PFGE) und MLST, phé&notypisch
durch standardisierte Mikrodilutionstests auf Zellwand-destabilisierende und
antimykotisch wirksame Substanzen und Zellwand-biochemisch, durch die
quantitative Analyse des Chitin- und Glukangehalts mittels
Durchflusszytometrie.

Innerhalb des Laborstamm-Kollektivs konnten drei unterschiedliche Karyotyp-
Gruppen identifiziert werden, die jeweils mit spezifischen Phanotypen und einer
charakteristischen Zellwandkomposition assoziiert waren.

Die klinischen Isolate zeigten in der PFGE insgesamt 32 unterschiedliche
Karyoytpen und 9 Haupt-Kladen in der MLST. Anhand des elektrophoretischen
Karyotyps der Isolate konnte eine Einteilung der Isolate in zwei Hauptgruppen
vorgenommen werden, die ebenfalls mit charakteristischen Sequenztypen in

der MLST einhergingen.



Im Gegensatz zu den Laborstammen zeigten phylogenetisch eng verwandte
klinische Isolate desselben Karyotyps grof3tenteils eine breite Variabilitat
bezuglich phanotypischer Charakteristika und in der
Zellwandzusammensetzung.

Jedoch konnte auch eine MLST-Klade identifiziert werden, deren Isolate alle
eine charakteristische chromosomale Aberration in der mittleren Bandenfraktion
in der PFGE besalen. Des Weiteren zeigten die Isolate dieser Klade eine
vergleichsweise reduzierte Suszeptibilitdt gegentber Fluconazol und Zellwand-
destabilisierenden Substanzen. Alle durchflusszytometrisch analysierten Isolate
dieser Klade verfugten dariiber hinaus Uber einen erhdhten Glukangehalt der
Zellwand.

Diese Ergebnisse deuten an, dass komplexe Zusammenhéange zwischen geno-
und phanotypischen Charakteristika, sowie einer spezifischen
Zellwandzusammensetzung bestehen. Die aufgezeigten Abhangigkeiten stellen
somit die Grundlage fur neue Erklarungsmodelle zum Verstandnis der fungalen
Virulenz, der Entstehung von Resistenz, und von essentiellen
Adaptionsmechanismen von klinischen C. glabrata-Stammen dar.

Die nachgewiesene hohe genetische Variabilitdt und die resultierende
signifikante Veranderung verschiedener Phanotypen der untersuchten isogenen
Laborstamme macht aul3erdem deutlich, mit welch groRer Vorsicht die
Interpretation wissenschaftlicher Daten von erzeugten Deletionsmutanten

erfolgen muss.
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