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Abstract

1 Zusammenfassung

Die vorliegende Dissertationsschrift behandelt gemeinsame und voneinander
verschiedene Aspekte von Fettsaure- und Propionatkatabolismus des opportunistisch
humanpathogenen Hefepilzes Candida albicans. Im letzten Schritt der peroxisomalen
B-Oxidation katalysieren 3-Ketoacyl-CoA-Thiolasen die Verkiirzung von Fettsduren
durch Abspaltung von Acetyl-CoA. Mittels einer phanotypischen Charakterisierung
von Gendeletionsmutanten der drei putativen 3-Ketoacyl-CoA-Thiolasen von
C. albicans (CaPOT1, CaFOX3, CaPOT13) wurde deren individueller Beitrag zur -
Oxidation untersucht. Den Ergebnissen zufolge ist das Gen CaPOTT1 essentiell flr
die Verwertung von gesattigten und ungesattigten Fettsduren. Dem Gen des
putativen Isoenzyms CaFOX3 wurde eine unterstlitzende Funktion des
Fettsaurekatabolismus bei héheren Temperaturen zugeschrieben. Fir CaPOT13
konnte keine essentielle Funktion flr den Metabolismus dargestellt werden. Eine
phylogenetische Analyse unter Einbeziehung von 3-Ketoacyl-CoA-Thiolasen anderer
filamentdser Pilze legte die Vermutung nahe, dass CaPOT13 mdglicherweise ein
evolutionares Relikt darstellt und friiher an einem mitochondrialen Stoffwechselweg
zur Fettsdureoxidation beteiligt war. Ein Vergleich der Verwertungsspektren von
Fettsduren zeigte Spezies-spezifische Unterschiede zwischen C. albicans und dem
opportunistisch humanpathogenen filamentésen Ascomyceten Aspergillus fumigatus.
Wéhrend kein Wachstum von C. albicans auf Octan-, Dodecan-, Laurin-, Linol- oder
Linolensaure mdéglich ist und Hexan, Myristin-, Palmitin- und Stearinsdure nur eine
geringe Wachstumsrate zulieBen, konnte A. fumigatus, mit Ausnahme von Octan-
und Dodecansaure, samtliche dieser Fettsdauren mit ahnlicher Effizienz zum
Wachstum nutzen. Der Hauptteil dieser Arbeit bestand in der Untersuchung der
modifizierten B-Oxidation bei C. albicans. Dieser Stoffwechselweg dient dem Abbau
von toxischem Propionyl-CoA und verbindet Enzyme der peroxisomalen B-Oxidation
mit spezifischen mitochondrialen Enzymen. Damit wurde die Existenz eines dritten
Abbauweges flr Propionyl-CoA, neben dem Methylcitratzyklus und dem
Methylmalonyl-CoA-Weg, bestéatigt. Die Identifizierung dieses Stoffwechselweges
gelang mit Hilfe einer Kombination von Proteomanalysen, in silico-
Sequenzvergleichen von Enzymen, der Charakterisierung von

Gendeletionsmutanten sowie GFP-Reporterstdmmen und chromatographischen
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Abstract

Methoden. Zusétzlich konnte die erste eukaryotische 3-Hydroxy-Propionyl-CoA-
Dehydrogenase (CaHpdip) in vitro charakterisiert werden. Die modifizierte B-
Oxidation beginnt mit der Umwandlung von Propionyl-CoA in Acrylyl-CoA, welches
unter Mitwirkung von CaFox2p, einem Enzym der peroxisomalen B-Oxidation, in 3-
Hydroxypropionyl-CoA  umgewandelt  wird.  3-Hydroxypropionyl-CoA  wird
anschlieBend in die Mitochondrien Uberfihrt und der CoA-Ester durch die putative
Acyl-CoA-Hydrolase = CaEhd3p  hydrolysiert. ~ Dadurch  entstehendes  3-
Hydroxypropionat wird durch die 3-Hydroxypropionat-Dehydrogenase CaHpd1p erst
zum Malonatsemialdehyd oxidiert und dieses durch die putative Aldehyd-
Dehydrogenase CaAld6p in Acetyl-CoA und CO, gespalten. Die Unterbrechung der
modifizieten B-Oxidation durch eine CaHPD1-Deletion resultierte in einer
signifikanten Verminderung der Virulenz von C. albicans im murinen Infektionsmodell
flr disseminierte Candidiasis. Daher ist anzunehmen, dass der Abbau von Propionyl-
CoA eine wichtige Funktion zur Etablierung systemischer Infektionen mit diesem Pilz
darstellt. Im Hinblick auf neuere Untersuchungen zur kommensalen Lebensweise von
C. albicans kénnte der modifizierten B-Oxidation auch in dieser Hinsicht eine
besondere Rolle zukommen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit spezifizieren die Funktionen dreier putativer Isoenzyme
der peroxisomalen B-Oxidation und beschreiben mit der modifizierten B-Oxidation
eine physiologische Besonderheit des opportunistischen Krankheitserregers
C. albicans. Im Hinblick auf die Ergebnisse anderer Autoren erdffnen diese Aspekte
neue Perspektiven fir die =zuklnftige Erforschung der Virulenz und des

Kommensalismus von C. albicans.
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2 Abstract

This doctoral thesis deals with the elucidation of different aspects of fatty acid and
propionate metabolism of the opportunistic humanpathogenic yeast C. albicans.

Acyl-CoA-thiolases catalyse the last reaction of the peroxisomal -oxidation, which is
the generation of acetyl-CoA by the sequential cleavage of C2-units from oxidised
fatty acids. A phenotypic characterisation of deletion mutants of the 3-ketoacyl-CoA
thiolases from C. albicans (CaPOT1, CaFOX3, CaPOT13) were characterised by
growth analyses at incubation temperatures of 30°C and 37°C. The results showed
that CaPOTT1 is the keto-thiolase that is essential for the growth of C. albicans, in
case fatty acids are the only available carbon source. In contrast, a deletion of
CaFOX3 affects growth mainly at elevated temperatures. Therefore, CaFOX3 was
assigned as supportive for B-Oxidation at higher incubation temperatures. Deletion of
CaPOT13 revealed no growth defects. Phylogenetic analysis of the 3-keto-acyl-CoA
thiolase family implicated that CaPOT13 might depict a relict from an ancestral
mitochondrial B-Oxidation. Therefore, CaPOT13 could be regarded as a DNA fossil.
A comparative study of the usage of fatty acids showed that C. albicans does not
grow on octanic, dodecanic, lauric, linolic or linolenic acid. Furthermore, only low
growth rates were observed with hexanoic, myristic, palmitic or stearic acid. In
contrast, Aspergillus fumigatus, a filamentous opportunistic humanpathogenic
ascomycete, was able to use all fatty acids except octanic and dodecanic acid.
Besides studying keto-thiolases, the main focus of this work was the elucidation of a
putative degradation pathway for toxic propionyl-CoA . This study identified the first
described eukaryotic 3-hydroxypropionate dehydrogenase CaHpdip, which plays a
crucial role in a modified B-oxidation for the degradation of propionyl-CoA in
C. albicans. This modified B-oxidation comprises enzymes of the peroxisomal B3-
oxidation as well as specific mitochondrial enzymes. Thus, besides the methylcitrate
cycle and the methylmalonyl-CoA pathway the existence of a third pathway for
propionyl-CoA degradation was confirmed. In order to identify the enzymes of this
degradation pathway, a combination of 2D-proteom analysis and in silico sequence
analysis was applied. Genes of candidate enzymes were deleted and the resulting
mutants were characterised by various growth assays. The modified B-Oxidation
starts with the transformation of propionyl-CoA to acrylyl-CoA and subsequently to 3-

3



Abstract

hydroxypropionyl-CoA by enzymes of the peroxisomal [-oxidation, including
CaFox2p. 3-Hydroxypropionyl-CoA is transported into mitochondria where the CoA-
ester is hydrolysed by the putative hydrolase CaEhd3p, thereby yielding 3-
hydroxypropionate. This compound is converted to malonyl semialdehyde by the 3-
hydroxypropionate dehydrogenase CaHpdip and subsequently oxidised to Acetyl-
CoA and CO; by the putative aldehyde dehydrogenase CaAld6p. The mitochondrial
localisation of CaEhd3p and CaHpdip was confirmed by GFP-reporter strains. The
accumulation of 3-hydroxy propionate in a Cahpd7A deletion strain was detected by
the combined use of HPLC-, GCMS and NMR-techniques and confirmed the
metabolic origin of 3-hydroxypropionate from propionate. A biochemical
characterisation of the enzyme additionally supported the role of CaHpdip in the
degradation of propionyl-CoA. Finally, the modified B-oxidation was shown to
contribute to the virulence of C. albicans in an infection model of disseminated
candidiasis.

In summary, the results from this study specify the functional role of three putative
isoenzyms of fatty acid B-oxidation and confirm the existence of a modified [3-
oxidation for propionyl-CoA degradation in C. albicans. Both aspects provide
substantial contributions to the understanding of the physiology of C. albicans. In
regard to previous results by other authors, these aspects provide new perspectives

for future research on commensalism and virulence of this opportunistic pathogen.
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3 Einleitung
3.1 Hefen

Die Bezeichnung ,Hefen“ schlie3t verschiedene Organsimen der Doméane der Fungi
(Pilze) ein, namlich aus den Phyla der Basidiomyceten (Standerpilze), der
Zygomyceten (Jochpilze) und der Ascomyceten (Schlauchpilze). Letzteres enthélt
die Ordnung der Saccharomyceten, der ,Echte Hefen®, mit etwa 1000 Spezies.
Saccharomyceten sind eukaryotische Organismen und leben als Saprophyten oder
Parasiten in enger Verbindung zu Pflanzen, Tieren und Menschen. Es sind
einzellige Lebewesen von runder bis ovaler Form, mit einem Durchmesser von 4 —
10 um. lhre Vermehrung geschieht vornehmlich auf vegetativem Weg durch
Knospung. Dabei entwickelt sich nach der mitotischen Teilung des Zellkerns eine
Knospe an der Zellwand der Mutterzelle (Forst & Prillinger, 1988; Kutzman, 2011;
Weber, 1993). Der zweite Zellkern wandert in diese ein, worauf die Knospe auf die
GréBe der Mutterzelle heranwéachst. SchlieBlich wird die Knospe durch ein Septum
von der Mutterzelle getrennt. Einige Saccharomycten bilden unter Umstanden
Hyphen und kénnen ausgepragte Mycelien entwickeln (Manning & Mitchell, 1980).
Das Vorkommen und die Art der sexuellen Fortpflanzung wurde bisher nicht fir alle
Vertreter der Saccharomyceten beschrieben. Es gibt jedoch Beispiele fiir sexuelle
(Saccharomyces cerevisiae) und parasexuelle (Candida albicans) Fortpflanzung
(Alby, Schaefer, & Bennett, 2009; Bennett & Johnson, 2003; Haber, 2012 Hull &
Johnson, 1999). Unter den Saccharomyceten findet sich mit Saccharomyces
cerevisiae (,Backerhefe”), der bisher am besten erforschte Eukaryot. Dessen
Genom wurde 1996 als erstes eukaryotisches Genom Uberhaupt vollstandig
sequenziert und er zahlt zu den wichtigsten Modellorganismen der Wissenschaft
(Goffeau et al., 1996; Ostergaard, Olsson, & Nielsen, 2000). AuBerdem dient
S. cerevisiae einer breiten industriellen Verwendung, vor allem zur Herstellung von

Lebensmitteln (Suh, Blackwell, Kurtzman, & Lachance, 2006).

3.2 Candida albicans: Ein opportunistischer Krankheitserreger

Neben S. cerevisiae ist C. albicans ein wichtiger Vertreter der Saccharomyceten.
Gemeinsam mit seinen nachsten Verwandten bildet C. albicans eine spezielle
Gruppe, die CUG-Klade. Bezeichnend flr alle Mitglieder dieser Klade ist, dass bei

5
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ihnen das CUG-Codon als Serin anstelle von Leucin translatiert wird. Die CUG-
Klade ist in eine haploide und eine diploide Subklade unterteilt. Zur diploiden
Subklade gehéren Candida albicans, Candida dubliniensis, Candida tropicalis,
Candida parapsilosis und Lodderomyces elongisporus. Zur haploiden Subklade
zdhlen Candida guilliermondii, Debaryomyces hansenii und Candida lusitaniae
(Butler et al., 2009). Das Genom von C. albicans wurde vollstandig sequenziert und
in enger Anlehnung an das S. cerevisiae-Genom vorlaufig annotiert. Es besteht aus
8 Chromosomenpaaren mit einer haploiden GesamtgréBe von ca. 16 Mbp (Chibana
et al., 2005; Jones et al., 2004). Als Kommensale kann dieser Pilz bei 70-90 % der
Menschen als Teil der mikrobiellen Flora des gastrointestinalen Trakts, im
urogenitalen Trakt und in geringer Keimzahl auf der Haut nachgewiesen werden.
Allerdings verursacht C. albicans unter Umstanden auch oberflachliche Infektionen
der urogenitalen und gastrointestinalen Schleimhaute und lebensbedrohliche
systemische Infektionen. Im Verlauf solcher Infektionen kénnen schlieBlich alle
inneren Organe des Patienten besiedelt werden. Oft minden diese Infektionen in
eine Sepsis und enden mit dem Tod des Patienten (Delaloye & Calandra, 2014).
Zur Risikogruppe fir solche Erkrankungen gehdren Patienten, die aufgrund von
Krankheiten wie z. B. AIDS, Leuk&mie oder nach Organtransplantationen, tber ein
geschwéachtes Immunsystem verflgen oder eine immunsuppressive Therapie
durchlaufen missen. Neben alteren Menschen und Neugeborenen haben auch
Patienten unter intensivmedizinischer Versorgung ein erhdhtes Risiko an einer
Pilzinfektion zu erkranken (Aliaga et al., 2014; Ampel, 1996; Agvald-Ohman, C.;
Klingspor, H. Hjelmqvist, and C. Edlund. 2008; Bille, Marchetti, & Calandra, 2005;
Muskett et al., 2011). Mit einem Anteil von 9% an nosokomialen Blutinfektionen ist
C. albicans diesbezlglich der vierthaufigste Erreger, verbunden mit einer hohen
Mortalitatsrate von ca. 40% (Wisplinghoff et al., 2004; Wisplinghoff et al., 2014).
Neben C. albicans werden auch andere Vertreter der Gattung Candida immer
haufiger als Erreger von nosokomialen Infektionen identifiziert. Dabei handelt es
sich vor allem um C. glabrata, aber auch um zwei Mitglieder der CUG-Klade,
namlich C. parapsilosis und C. tropicalis (Kullberg & Oude Lashof, 2002; Pfaller &
Diekema, 2004; Wisplinghoff et al., 2014). Die Zunahme lebensbedrohlicher
Pilzinfektionen durch C. albicans und verwandten Arten basiert nicht nur auf der
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steigenden Zahl immunsupprimierter Patienten, sondern auch auf der
Resistenzentwicklung gegenlber einer ohnehin geringen Anzahl wirksamer
Medikamente (Alexander et al., 2013; Sardi, Scorzoni, Bernardi, Fusco-Almeida, &
Mendes Giannini, 2013).

3.3 Candida albicans: Morphologie

3.3.1 Hefen, Hyphen und Pseudohyphen

C. albicans ist ein polymorpher Pilz, d.h. er kann in unterschiedlichen, reversiblen
morphologischen Erscheinungsformen beobachtet werden. Diese werden grob in
drei verschiedene Formen unterteilt: Hefen, Pseudohyphen und echte Hyphen
(Merson-Davies & Odds, 1989; Mitchell, 1998; Odds, 1985, 1994). Als Hefen zeigen
sich die Zellen in der typischen runden bis ovalen Form. Pseudohyphen entstehen
durch unvollstandige Zellteilungen, bei denen Tochterzellen nicht vollstandig von
der Mutterzelle abgeschnirt werden, bevor sie selbst neue Knospen bilden.
Dadurch entstehen Zellketten, wobei die ovoide Form der darin enthaltenen Zellen
unterschiedliche Langen aufweisen kann (Sudbery, 2011). Im Gegensatz zu
Pseudohyphen zeigen echte Hyphen keine Verengungen an den Septen zwischen
den einzelnen Zellen und besitzen parallele Zellwdnde. Die Lé&nge einer
Hyphenzelle Gbertrifft die einer Hefezelle um ein Vielfaches (Sudbery, 2001, 2011).
Die Beschreibung der verschiedenen Morphologien suggeriert, dass C. albicans in
konkreten Formen vorkommt oder abrupte Wechsel seiner Gestalt vornimmt. Nach
Merson-Davies und Odds (1989) sollten die Hefeform und die Hyphenformen
jedoch als extreme Auspragungen der Morphologie betrachtet werden. Die
dazwischenliegenden Formen stellen einen kontinuierlichen Ubergang zwischen
diesen Extremen dar. Die Bezeichnung ,Pseudohyphe® vereint daher
unterschiedliche morphologische Abstufungen beim Wechsel zwischen Hefe und
echter Hyphe (Merson-Davies & Odds, 1989).

3.3.2 WeiBe Zellen und Opaque-Zellen

Neben dem Wechsel zwischen Hefe und Hyphe ist C. albicans in der Lage von der
rundlich, ovalen Hefeform (WeiBBe Zellen) zu einem Zelltyp von ovaler, elongierter
Gestalt (Opaque-Zellen) zu wechseln (Lohse & Johnson, 2009; Slutsky et al.,
1987). Opaque-Zellen stellen die paarungskompetente Zellform von C. albicans dar.

Der Wechsel in den Opaque-Zustand wird von Transkriptionsfaktoren kontrolliert,
7
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deren Gene sich in den Paarungsloci a und a befinden. Unter Laborbedingungen
scheinen ausschlieBlich homozygote a/a- oder a/a-Zellen diesen Wechsel zu
vollziehen (Hull & Johnson, 1999; Morschhauser, 2010). Ergebnisse neuerer
Untersuchungen deuten jedoch an, dass heterozygote a/a-Zellen in vivo zur
Auspragung eines intermediaren Phanotyps von WeiBen Zellen und Opaque-Zellen
fahig sein kénnten (Pande, Chen, & Noble, 2013). WeiBen Zellen und Opaque-
Zellen sind gleichermaBen zum morphologischen Wechsel zwischen Hefe und
Hyphe fahig. Jedoch unterliegt dieser Wechsel jeweils unterschiedlichen
Regulationsmechanismen (Si, Hernday, Hirakawa, Johnson, & Bennett, 2013).

3.3.3 Biofilme

C. albicans bildet auf mukdésen und synthetischen Oberflachen Biofilme. Dies sind
komplexe Strukturen aus Hefe- und Hyphenzellen, eingebettet in eine Matrix aus
Zellwandpolysacchariden. Die Biofilmentwicklung verlauft bei C. albicans in drei
Stufen. Zunachst behaften einzelne Hefezellen eine Oberflache und bilden
Mikrokolonien. Die mittlere Phase der Biofilmentwicklung ist durch die erhebliche
Zunahme von Zellen und sekretierten Zellwandpolysacchariden gekennzeichnet. Im
reifen Stadium des Biofilms sind die Zellen ganzlich in einer extrazellularen Matrix
aus Zellwandpolysacchariden eingeschlossen (Chandra et al., 2001). Essentiell fir
die Biofilmbildung ist fiir C. albicans die Fahigkeit zum phanotypischen Wechsel
zwischen Hefe und Hyphe (Baillie & Douglas, 1999; Ramage, Vandewalle, Wickes,
& Lopez-Ribot, 2001).

3.3.4 Die Regulation der Morphologie durch wirtsabhangige Faktoren
und Quorum Sensing
Die Morphologie von C. albicans wird Uber eine Vielfalt externer Signale beeinflusst.
Zu diesen Signalen gehdren zunachst die Temperatur und der pH-Wert des
umgebenden Mediums. Allgemein Iasst sich sagen, dass Pseudohyphen oder echte
Hyphen ab einer Temperatur von 37°C und einem neutralen pH-Wert auftreten. Die
Abnahme von Temperatur und pH-Wert geht hingegen mit der Bildung von
Hefezellen einher. Die Bildung echter Hyphen kann durch eine Reihe
wirtsabh&ngiger Faktoren ausgeldst werden. Dazu z&hlen Serum und menschliches
Blut ohne weiBe Blutzellen. Auch Nahrstoffe wie Glucose, Fructose, Galaktose oder

Sucrose wirken bei einer Temperatur von 37°C hyphenbildend. Dasselbe gilt fir
8
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Stickstoffmangel und eine erhdéhte CO.-Konzentration. Neben den genannten
Beispielen gibt es noch weitere &uBere Faktoren und Bedingungen die
Morphogenese von C. albicans beeinflussen (Han, Cannon, & Villas-Boas, 2011).
Die Morphogenese von C. albicans wird nicht ausschlieBlich durch duBere Faktoren
gesteuert, sondern auch durch sogenannte Quorum Sensing-Molekiile. Diese
Moleklle sind essentieller Bestandteil von Regulationsmechanismen der
Zellmorphologie und der Biofilmbildung (Han et al., 2011). Erstmals beschrieben
wurde der Quorum Sensing-Mechanismus anhand eines Antagonisten der
Hyphenbildung, dem Farnesol (Chen & Fink, 2006; Hogan, 2006a, 2006b; Hornby
et al., 2001; Nickerson, Atkin, & Hornby, 2006). Die Bildung von Hyphen wird
hingegen durch die Alkohole Tyrosol und Estradiol stimuliert (Chen, Fujita, Feng,
Clardy, & Fink, 2004; Cheng et al., 2006).

3.4 Aligemeine Virulenzfaktoren von C. albicans

Die morphologische Plastizitat ist fur C. albicans ein wichtiger Virulenzfaktor
(Mayer, Wilson, & Hube, 2013). So geht die Hyphenbildung von C. albicans mit der
aktiven Schadigung von Wirtsgewebe durch Proteasen, Lipasen und
Phospholipasen einher (Mayer, Wilson & Hube, 2013; Rooney & Klein, 2002).
Hefezellen sind hingegen fir die Disseminierung von Infektionen von Bedeutung
(Bendel, Hess, Garni, Henry-Stanley, & Wells, 2003). Ein Verlust der Fahigkeit zum
reversiblen Hefe-Hyphe-Ubergang resultiert in einer attenuierten Virulenz von
C. albicans (Berman & Sudbery, 2002; Lo et al., 1997). Opaque-Zellen verursachen
vornehmlich Hautinfektionen, WeiBe Zelle dagegen innere Infektionen (C. Kvaal et
al., 1999; C. A. Kvaal, Srikantha, & Soll, 1997; Lachke, Lockhart, Daniels, & Soll,
2003). Die Biofilmbildung ist ein wichtiger Resistenzmechanismus gegenlber
antimykotischen Wirkstoffen und immunologischen Abwehrmechanismen des Wirts
und eine Ursache fir rezidive Infektionen mit C. albicans. AuBerdem sind Biofilme
auf medizinischen Instrumenten eine Quelle fir nosokomiale Infektionen (Mathe &
Van Dijck, 2013; Mayer, Wilson, Hube, 2013; Taff, Mitchell, Edward, & Andes,
2013). Gelangt C. albicans wahrend einer disseminierten systemischen Infektion in
den Blutkreislauf, kann dieser Pilz verschiedenste Organe des Kdrpers besiedeln
und als Nahrungsquelle erschlieBen (Fleck, Schébel, & Brock, 2011; Mayer et al.,

2013). Dazu stehen diesem Pilz eine Reihe virulenzassoziierter Faktoren zur
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Verflgung, zu denen neben der morphologischen Plastizitat auch Adhéasine (z.B.
ALS-Proteine), Invasine (Als3p, Ssaip) und sekretierte Aspartylpeptidasen (SAPs)
gehdéren (Mayer, Wilson, Hube, 2013; J. Naglik, Alorecht, Bader, & Hube, 2004; J.
R. Naglik, Challacombe, & Hube, 2003; Schaller, Borelli, Korting, & Hube, 2005). In
den verschiedenen Kérpernischen wird der Pilz mit ebenso unterschiedlichen und
veranderlichen Nahrstoffangeboten konfrontiert. Dementsprechend gilt ein flexibler
Metabolismus als essentielles Fitnessattribut fur C. albicans. Insbesondere wahrend
der Interaktion mit Immuneffektorzellen des Wirts ist diese Eigenschaft, neben einer
robusten Stressantwort auf verénderliche pH-Werte der Umgebung, reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) und reaktive Stickstoffspezies (RNS), von groBer
Wichtigkeit (Mayer et al., 2013, Lorenz et al., 2004).

3.5 Alilgemeine Funktionen des Metabolismus

Der Metabolismus (Stoffwechsel) umfasst die Menge aller biochemischen
Reaktionen eines Organismus. Er bildet die Basis fir dessen Wachstum und
Vermehrung, durch die Bereitstellung von ,Baustoffen® und Energie fir den Aufbau
von Zellstrukturen. Die einzelnen Reaktionen werden von katalytisch wirksamen
Proteinen, den Enzymen, ausgefihrt. Mehrere Einzelreaktionen lassen sich zu
sogenannten Stoffwechselwegen zusammenfassen. Die Stoffwechselwege des
zentralen Kohlenstoffmetabolismus dienen der Né&hrstoffassimilierung, der
Speicherung chemischer Energie durch die Herstellung von
Reduktionsaquivalenten und der Synthese von Adenosintriphosphat (ATP). Er
liefert die Energie und die Ausgangstoffe flr die Biosynthese komplexer
Zellstrukturen. Der zentrale Kohlenstoffmetabolismus umfasst die
Stoffwechselwege der Glykolyse, der Gluconeogenese, des
Pentosephosphatweges, des Citrat- und des Glyoxylatzyklus und der B-Oxidation
der Fettsduren. AuBerdem umfasst er Synthesewege fir Speicherstoffe (Glykogen,
Fettsauren, Lipide) und Strukturmolekile (Zellwandpolysaccharide, Aminosauren,
Nukleotide). Die verschiedenen Stoffwechselwege sind in unterschiedlichen
Zellkompartimenten lokalisiert und daher durch Membranen gegeneinander
abgegrenzt. Innerhalb dieser Kompartimente herrschen definierte pH-Werte und
lonenkonzentrationen, um optimale Bedingungen flr die katalytischen Funktionen
der Enzyme zu gewdhrleisten. Uber den Membranen kénnen auBerdem
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Stoffgradienten aufgebaut werden, die flir den Ablauf vieler Reaktionen unerlasslich
sind. Die Aktivitdt der einzelnen Stoffwechselwege des Metabolismus ist
veranderlich und kann entsprechend den verfligbaren Nahrungsquellen und den
Bedlrfnissen der Zelle angepasst werden. Dazu dient ein komplexes
regulatorisches Netzwerk aus membranstandigen Rezeptoren,
Signaltransduktionskaskaden und Effektorproteinen zur Regulierung von Gen- und
Enzymaktivitdten (Berg, Tymoczko, Stryer, Hacker, & Held, 2007).

3.6 Die Bedeutung des Metabolismus fiir den Kommensalismus
und die Virulenz von C. albicans

C. albicans besiedelt als Kommensale vornehmlich den intestinalen Trakt seines
Wirts. Eine im Darm befindliche Pilzzelle konkurriert im kommensalen Status mit
anderen dort ansdssigen Mikroben um Nahrstoffe (Brock, 2009). Neueren
Untersuchungen zufolge kdnnten unter diesen Bedingungen Fettsduren eine
bevorzugte Kohlenstoffquelle darstellen (Pande et al., 2014). Deren Assimilierung
wirde insbesondere die peroxisomale B-Oxidation, den Glyoxylatzyklus und die
Gluconeogenese erfordern (Berg et al., 2007, Pande et al., 2014; Plschel et al.,
2001). Vor allem das menschliche Blut ist mit einer Konzentration von ca. 6-8 mM
verhdltnismaBig reich an Glucose. Diese ware daher im Verlaufe einer
systemischen Infektion eine wichtige Nahrungsquelle fir C. albicans. Glucose wird
von der Zelle zunachst Gber die Glykolyse in Pyruvat umgewandelt (Berg et al.,
2007; Brock, 2009; Fleck et al., 2011). Tatsachlich fahrt die Inkubation von
C. albicans mit menschlichem Blut zu glykolytischer Genaktivitat (Barelle et al.,
2006). Eine basale Aktivitat glykolytischer Gene wurde jedoch auch in Zellen
detektiert, welche Uber Aminosauren statt Glucose als Kohlenstoffquelle verfligten
und in Zellen einer Kultur, die sich in der stationaren Wachstumsphase befand. Man
vermutet daher, dass glykolytische Genaktivitat bei C. albicans generell mit dem
aktiven Wachstum einer Zellpopulation verbunden ist (Barelle et al., 2006).
Andererseits wurde auch gluconeogenetische Genaktivitat bei Inkubation mit
menschlichem Blut beobachtet und auf Mischpopulationen von freien und von
Makrophagen phagocytierten Zellen zurtckgefihrt (Fradin et al., 2003). Durch die
Phagozytose gelangen die Zellen in eine Glucose-arme Umgebung. Eine
koordinierte Adaption von Metabolismus und Morphologie erlaubt dem Pilz jedoch

11



Einleitung

auf gluconeogenetischer Basis das Hyphenwachstum einzuleiten und schlieBlich
die Plasmamembran des Makrophagen zu durchstoBen und auf diese Weise aus
dem Phagosom auszubrechen (Lorenz et al., 2004). Im Einklang hiermit wurde in
mehreren Publikationen eine stark eingeschrankte Virulenz bei Mutanten der
Isocitratlyase (Calclip), dem Schlisselenzym des Glyoxylatzyklus, bestéatigt
(Barelle et al., 2006; Lorenz & Fink, 2001; Piekarska et al., 2008). Die Bedeutung
eines funktionellen Glyoxylatzyklus ergibt sich vor allem aus der generellen
Beteiligung dieses Stoffwechselweges an gluconeogenetischen Prozessen. In
diesem Zusammenhang wird auch der Virulenzdefekt einer C. albicans-Mutante
(Cafox2A) ohne funktionelle B-Oxidation auf einen gestdrten Glyoxylatzyklus
zurtckgefihrt. Aus nicht ndher untersuchten Grinden bewirkt die Deletion der
peroxisomalen Hydratase/Epimerase CaFOX2 eine VergréBerung der Struktur der
Peroxisomen. Dies kdnnte moglicherweise den Metabolittransport zwischen den
Zellkompartimenten beeintrachtigen und so den besagten Virulenzdefekt
hervorrufen (Brock, 2009; Piekarska et al., 2008; Piekarska et al., 2006; Ramirez &
Lorenz, 2007). Die Deletion von Genen der Gluconeogenese (CaPCK1) oder der
Glykolyse (CaPYK2) beeintrachtigt ebenfalls die Virulenz von C. albicans bei
disseminierten Infektionen. Im Vergleich ergibt sich, dass die Virulenz am starksten
durch eine disfunktionale Glykolyse (Capyk2A) vermindert wird. An nachster Stelle
durch einen unterbrochenen Glyoxylatzyklus (Caicl1A) und schlieBlich durch eine
gestérte Gluconeogenese (Capck1A) (Barelle et al., 2006). Dies spiegelt die
Verflgbarkeit einer Mischung verschiedener Nahrstoffquellen im Infektionsprozess

wieder.

3.7 Verbindungen zwischen Morphologie, Metabolismus und
Virulenz

Die Hyphenbildung bei C. albicans ist ein multifaktorieller Prozess, welcher durch
eine Vielzahl auBerer Faktoren (z.B. 37°C, Serum, neutraler pH, Glucose,
Nahrstoffmangel) stimuliert wird. Diese Faktoren aktivieren Uber Rezeptoren ein
Netzwerk intrazellularer Signalkaskaden (Ras-cAMP-, MAPK-Signalwege) um
schlieBlich Uber spezifische Transkriptionsfaktoren morphogenetische Gene zu
aktivieren und die Zellmorphologie zu verdndern (Bockmuhl & Ernst, 2001; Sabina
& Brown, 2009; Sudbery, 2011). Damit einhergehend veréndern sich auch die
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physiologischen Eigenschaften der Zelle. WeiBe Zellen und Hefe-Zellen betreiben
beispielsweise einen bevorzugt fermentativen Metabolismus. Untersuchungen von
Opaque-Zellen deuten dagegen auf einen oxidativen Metabolismus in diesen Zellen
hin (Lan et al., 2002; Doedt et al., 2004). Die Transkriptionsfaktoren CaEfgip,
CaEfh1p, CaCphip, CaTupip und CaGcn4p funktionieren als regulatorische
Bindeglieder von Metabolismus, Morphologie und Virulenzfaktoren (Bockmuhl &
Ernst, 2001; Braun & Johnson, 2000; Doedt et al., 2004; Leng, Lee, Wu, & Brown,
2001; Lorenz et al., 2004; Pierce, Dignard, Whiteway, & Kumamoto, 2013; Sohn,
Urban, Brunner, & Rupp, 2003). Durch ihr koordiniertes Zusammenspiel und Uber
weitere Transkriptionsfaktoren regulieren sie den Wechsel zwischen den
verschiedenen Wachstumsformen und den entsprechenden metabolischen
Eigenschaften von C. albicans. AuBerdem sind sie an der Regulierung
virulenzspezifischer Gene und an der Biofilmbildung beteiligt (Chamilos et al., 2006;
Korting et al., 2003; Leng et al., 2001; Lin et al., 2013; Murad, d'Enfert, et al., 2001).
Genetische Veranderungen dieser regulatorischen Netzwerke beeinflussen die
Zellmorphologie und die Auspragung des Stoffwechsels in C. albicans. Die Deletion
des Gens fiir den Transkriptionsrepressor CaTupip erzeugt zum Beispiel
hyperfilamentierende Zellen und bewirkt die Derepresssion von Genen der
alternativen Kohlenstoffassimilierung (Gluconeogenese, Citrat- und Glyoxylatzyklus,
B-Oxidation) (Murad, et al., 2001; Murad, et al., 2001). Gendeletionsmutanten von
CaEFG1 und dessen Nebenregulator CaEFH1 sind unfahig den Ubergang zum
Hyphenwachstum zu vollziehen. Auf der anderen Seite ist insbesondere CaEfgip
zur Auspragung einer stabilen und typischen Hefemorphologie notwendig. Die Form
einer Caefgi1A-Mutante erinnert jedoch an Opaque-Zellen. Zudem kann diese
Mutante den fermentativen Metabolismus der Hefe-Zellen nicht auspragen (Doedt
et al, 2004). Zusatzlich vermittelt CaEfglp das GCN-Signal zur
Pseudohyphenbildung bei Aminosauremangel. Dieser Prozess wird durch
CaGcn4p, dem Hauptregulator des Aminosauremetabolismus, gesteuert und ist bei
Caefg1A- und Cagcn4A-Mutanten nicht zu beobachten (Tripathi et al., 2002).
CaCph1p ist ein Aktivator der Hyphenbildung und des Galaktosemetabolismus.
Beide Zellprozesse sind in einer CacphiA-Mutante gestért (Liu, Kohler, & Fink,
1994; Martchenko et al., 2007).
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3.8 Physiologische und regulatorische Unterschiede der Glucose-

Assimilation von C. albicans und S. cerevisiae
Glucose qilt fur S. cerevisiae als auch fur C. albicans als bevorzugte
Kohlenstoffquelle, jedoch unterscheiden sich die Strategien zu ihrer Verwertung.
S. cerevisiae geht dabei nach dem Prinzip ,entweder-oder” vor. Dies verdeutlicht
sich im Hinblick auf den nach dem englischen Biochemiker H. G. Crabtree
bezeichneten Crabtree-Effekt (Crabtree, 1929; De Deken, 1966). S. cerevisiae ist
ein Crabtree-positiver Organismus. Kennzeichnend daflir ist dessen Eigenschaft,
Glucose auch unter aeroben Bedingungen zu Alkohol und CO. zu vergaren.
Uberschreitet der Glucosegehalt des Nahrmediums 100 mg/L, werden im Zuge der
Glucoserepression Gene des respirativen Stoffwechsels reprimiert und der
Citratzyklus in seiner Aktivitat gedrosselt, wahrend die glykolytische Aktivitat noch
gesteigert wird. Folglich wird glykolytisch erzeugtes Pyruvat in Ethanol und Acetat
umgewandelt, statt Gber den Citratzyklus und die respiratorische Kette abgebaut zu
werden. Wenn keine Glucose mehr verflgbar ist, wird der respirative Stoffwechsel
wieder aktiviert und alternative Kohlenstoffquellen, wie z.B. Ethanol, assimiliert
(Barelle et al., 2006; Pronk, Yde Steensma, & Van Dijken, 1996). C. albicans wird in
vielen Publikationen ebenfalls als Glucose-sensitive Hefe beschrieben (Barelle et
al., 2006; Lorenz, Bender, & Fink, 2004; Ramirez & Lorenz, 2007; Rodaki et al.,
2009). Die regulatorischen Mechanismen zur Kontrolle der Glucoserepression
unterscheiden sich jedoch im Detail. In beiden Hefen sind darin die Proteinkinase
Snfip und die Transkriptionsrepressoren Mig1ip und Mig2p involviert. Die
C. albicans-ScMig1p-Homologe CaMigip und CaMig2p besitzen vermutlich
teilweise redundante Funktionen und reprimieren ein &hnliches Repertoire von
Genen wie ScMig1 (Murad, d'Enfert, et al., 2001; Sabina & Brown, 2009). CaMig1p
unterscheidet sich jedoch von ScMigip durch eine fehlende Snf1-
Phosphorylierungsstelle. Daher bleibt der genaue Mechanismus zur Regulation der
Katabolitrepression durch CaMigip und CaMig2p bisher ungewiss (DeVit &
Johnston, 1999; Zaragoza, Rodriguez, & Gancedo, 2000). AuBerdem erwies sich
ein CaSNF1-knockout als letal, was auf wichtige zusatzliche Funktionen dieser
Proteinkinase in C. albicans hinweist (Petter, Chang, & Kwon-Chung, 1997;
Zaragoza et al., 2000). Auch die positive Regulation des Kohlehydratmetabolismus
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durch die Transkriptionsfaktoren CaTye7 und CaGal4p entspricht nicht dem
Mechanismus in S. cerevisiae (Askew et al., 2009; V. Brown et al., 2006). Im
Unterschied zu CaTye7p hat ScTye7p einen geringen Einfluss auf den
Kohlenhydratstoffwechsel, da dieser Uber die Transkriptionsfaktoren ScGcer1p und
ScGcer2p reguliert wird. Beide Faktoren fehlen in C. albicans (Askew et al., 2009).
Zudem reguliert ScGaldp den Galaktose- anstelle des Glucosemetabolismus
(Martchenko et al., 2007). Desweiteren produziert C. albicans gréBere
Alkoholmengen wéahrend des anaeroben als wahrend des aeroben Glucoseabbaus.
Rozpedowska et al. (2011) erinnerte dieses Verhalten an den Pasteureffekt,
welcher die sauerstoffabhdngige Repression des fermentativen Gluoseabbaus
beschreibt (Niimi, Kamiyama, & Tokunaga, 1988; Rozpedowska et al., 2011). Im
Unterschied zu S. cerevisiae ist C. albicans dazu fahig, nach dem Prinzip ,Sowohl
als auch®, Glucose und alternative Kohlenstoffquellen parallel zu assimilieren
(Sandai et al., 2012). Ursachlich fir dieses Phanomen sind Unterschiede in der
Katabolitinaktivierung. Diese fihrt bei S. cerevisiae zur Ubiquitinierung und dem
anschlieBenden Abbau von Enzymen des Glyoxylatzyklus (Sclclip) und der
Gluconeogenese (ScPck1p, ScFbpip). Den homologen Proteinen in C. albicans
fehlen dazu die notwendigen Ubiquitin-Bindestellen, weshalb diese Enzyme langere
Zeit aktiv bleiben (Sandai et al., 2012).

3.9 Physiologische und regulatorische Unterschiede der
Assimilation alternativer Kohlenstoffquellen von C. albicans
und S. cerevisiae

Neben der Glucoseassimilierung unterscheiden sich C. albicans und S. cerevisiae
auch bezlglich der Assimilierung alternativer Kohlenstoffquellen. Dies qilt
insbesondere fir die peroxisomalen Stoffwechselfunktionen der B-Oxidation und
des Glyoxylatzyklus. Obwohl diese Stoffwechselwege in beiden Hefen konserviert
sind, werden sie in jeweils unterschiedlicher Weise reguliert (Carlson, 1999; Ruijter
& Visser, 1997; Schuller, 2003; Turcotte, Liang, Robert, & Soontorngun, 2010). Zum
Beispiel haben die Transkriptionsfaktoren Cat8p und Adrip trotz hoher
Sequenzéhnlichkeit  wahrscheinlich  jeweils unterschiedliche regulatorische
Aufgaben. Wéahrend ScCat8p Gene des Glyoxylatzyklus und der Gluconeogenese

reguliert, konnte dem C. albicans—Homolog CaCat8p keine derartige Funktion
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zugeordnet werden. Auch die Funktion des Transkriptionsregulators CaAdrip,
dessen S. cerevisiae-Homolog den Ethanolabbau reguliert, ist bisher nicht geklart.
Ganzlich unterschiedliche Transkriptionsfaktoren regulieren zudem die Biogenese
der Peroxisomen und die Aktivitdit von Genen des Fettsdureabbaus durch die
B-Oxidation. Homologe der entsprechenden Transkriptionsfaktoren ScPip2p und
ScOaf1p fehlen C. albicans. Stattdessen hat der Transkriptionsfaktor CaCtf1p
mafgeblichen Einfluss auf die Regulation beider Prozesse in C. albicans (Carlson,
1999; Ruijter & Visser, 1997; Schuller, 2003; Turcotte, Liang, Robert, &
Soontorngun, 2010). In Wachstumsversuchen mit Gendeletionsmutanten der B-
Oxidation zeigen sich zudem Spezies-spezifische Phanotypen. Wéahrend eine
S. cerevisiae-Mutante ohne peroxisomale Hydratase/Epimerase (Scfox2A) einzig
Fettsauren nicht als Kohlenstoffquelle verwerten kann, verhindert dieselbe Mutation
in C. albicans (Cafox2A) zusatzlich das Wachstum auf Acetat, Ethanol, Citrat und
Lactat. Diese Forschungsergebnisse betonen die Wichtigkeit peroxisomaler
Stoffwechselwege (B-Oxidation, Glyoxylatzyklus) und der Gluconeogenese flr
C. albicans und deuten auf einen vornehmlich oxidativen anstelle eines
fermentativen Metabolismus hin (Piekarska et al., 2008; Ramirez & Lorenz, 2007).
Unterstitzung findet diese Einschatzung durch die Existenz zahlreicher putativer
Isoenzyme der B-Oxidation in C. albicans. So verflgt S. cerevisiae Uber lediglich
eine Acyl-CoA-Oxidase (ScPox1p) zur Katalyse der ersten Reaktion der
peroxisomalen B-Oxidation (Hiltunen et al., 2003). Im Genom von C. albicans finden
sich dagegen vier putative Acyl-CoA-Oxidasen (CaPOX1, CaPXP2, CaPOX1-3,
CaACD399) (Abb. 5) (Chibana et al., 2005; Jones et al., 2004). Mitochondriale Acyl-
CoA Dehydrogenasen zum Fettsaure-Abbau fehlen hingegen in beiden Spezies,
sind jedoch in den meisten filamentésen Pilzen zu finden (Butler et al., 2009). Im
Vergleich der Verflgbarkeit von Isoenzymen in S. cerevisiae und C. albicans fallt
auch die finale Reaktion der B-Oxidation auf. Hier finden sich drei putative
Isoenzyme im Genom von C. albicans (CaPOT1, CaFOX3, CaPOT13) (Abb. 5) und
nur eines im Genom von S. cerevisiae (ScPOTT) (Hiltunen et al., 2003) Eine
experimentelle Prifung der spezifischen Funktionen der entsprechenden Enzyme
von C. albicans wurde bisher jedoch nicht durchgefihrt. Wie bereits erwahnt, ist

C. albicans auBerdem zur parallelen Assimilierung von Glucose und alternativen
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Kohlenstoffquellen féahig und vermeidet dadurch eine strikte Bevorzugung des
fermentativen Metabolismus in Gegenwart von Glucose (Sandai et al., 2012).
3.10 Propionat
Propionat ist das Salz der Propionsaure, einer gesattigten Monocarbonsaure aus
drei Kohlenstoffatomen. Natlrlicherweise entsteht Propionat wahrend der
Propionsauregarung. Diese dient der ATP-Synthese durch die Umwandlung von
Lactat in Acetat. Die Propionat-Bildung dient dabei der Reoxidation von
Reduktionsaquivalenten (NADHy) aus der Acetat-Bildung. Dazu steht Bakterien der
Gattungen Propionibacterium, Selenomonas, Veillonella und Peptostreptococcus
der Methylmalonyl-CoA-Weg (Abb. 1) zur Verfigung. Dieser ermdglicht die
Reoxidation von NADH, aus der Acetatbildung durch Reduktion von Oxalacetat und
Fumarat. Dieser Stoffwechselweg beinhaltet mit dem Cobalamin-abhangigen
(Coenzym B12) Enzym der Methylmalonyl-CoA-Mutase (MMCM) und dem Biotin-
abhangigen Enzym der Propionyl-CoA-Carboxylase (PCC) zwei charakteristische
Enzyme (Cypionka, 2010; Georg Fuchs, 2006).

3 Lactat

A
CO, HS-CoA |—» 3NAD
NADH, NAD ™ 3 NADH,

Y
Acetyl-CoA <JL 3 Pyruvat
2 Propionat

HS-CoA:) | |
Y 2 Oxalacetat €92 2 Propionyl-CoA
2 NADH, Y
Acetyl{(P) M. A 1 HS-CoA
ADP D 2 Malat 2 S-Methylmalonyl-CoA
ATP 2H,0
\ 2 Fumarat 2 R-Methylmalonyl-CoA

Acetat

2 NADHzé\ / 812

2 Succinat invl-
2 NAD ‘_yuccmyl CoA

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Propionsauregéarung | — Der Methylmalonyl-CoA-
Weg.

Der Acrylyl-CoA-Weg (Abb. 2) wird als alternative Mdglichkeit der Propionatbildung

von Clostridium propionicum, Bacteroides ruminicola und Megasphaera elsdenii
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verwendet. Hier wird die Reoxidation von NADH> in der Reduktion von Acrylyl-CoA
zu Propionyl-CoA ermdglicht. Namensgebend fiir diesen Stoffwechselweg ist die
Bildung von Acrylyl-CoA aus Lactyl-CoA durch das Enzym Lactyl-CoA-Dehydratase
(LCD) (Cypionka, 2010; Georg Fuchs, 2006).

HS-CoA CO,
NAD NADH, NAD NADH, HS-CoA ADP ATP
3 Lactat Mb Pyruvat L Acetyl-CoA Mb Acetyl-® L Acetat
| HS-CoA -=
Y
2 Lactyl-CoA W 2 Acrylyl-CoA W 2 Propionyl-CoA ——# 2 Propionat
2 H,0 2 NADH, 2 NAD

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Propionsauregéarung ll-Der Acrylyl-CoA-Weg

Aufgrund seiner inhibierenden Wirkung auf den mikrobiellen Stoffwechsel wird
Propionat in der Futter- und Lebensmittelindustrie als Konservierungsmittel (E 280
bis E 283) eingesetzt (Classen, 2001; Piper et al., 2001; Suhr & Nielsen, 2004).
Dissoziiertes Propionat kann Gber einen Protonen-Symporter ins Cytosol einer Zelle
gelangen oder als undissoziiertes Molekll frei Uber die zellularen Membranen
diffundieren und im Cytosol dissoziieren (Casal, Cardoso, & Leao, 1996; Paiva,
Devaux, Barbosa, Jacq, & Casal, 2004). Beide Vorgange haben eine Ansauerung
des Cytosols zur Folge, wodurch die Bildung von Protonengradienten und damit
essentielle Mechanismen, wie die ATP-Synthese, gestort werden (Mira, Teixeira, &
Sa-Correia, 2010). In der Zelle wird Propionat tber eine ATP-abhéngige Reaktion
aktiviert. Dabei wird die Carboxylgruppe des Propionat mit Coenzym A Uber eine
Thioesterbindung verbunden, wodurch Propionyl-CoA entsteht. Die Bildung von
Propionyl-CoA muss von der Zelle kontrolliert werden, da diese Substanz in
hdéheren Konzentrationen toxisch auf den Primarstoffwechsel wirkt. Bei
Untersuchungen des gram-negativen Bakteriums Escherichia coli und den
filamentdésen Pilzen Aspergillus nidulans und Aspergillus fumigatus wurde
nachgewiesen, das Propionyl-CoA in héheren Konzentrationen die Aktivitat des
Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes, der Succinyl-CoA-Synthetase und der ATP-
Citrat-Lyase hemmt (Brock & Buckel, 2004; Brock, Fischer, Linder, & Buckel, 2000;
Maerker, Rohde, Brakhage, & Brock, 2005; Piper, Calderon, Hatzixanthis, &
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Mollapour, 2001). Auch der Sekundarstoffwechsel wird durch die Anreicherung von
Propionyl-CoA  beeintrachtigt, wie anhand von  Untersuchungen der
Polyketidsynthese in A. fumigatus und A. nidulans gezeigt wurde (Maerker et al.,
2005; Zhang, Brock, & Keller, 2004). Ein gestérter Propionatstoffwechsel flihrt beim
Menschen zu schweren Azidamien (Morath et al., 2008; Schwab et al., 2006).

3.11Die intrazelluldare Bildung von Propionyl-CoA

3.11.1 Die Bildung von Propionyl-CoA  wahrend des
Aminosaurekatabolismus
Propionyl-CoA kann potentiell wahrend des Abbaus der Aminosauren Valin,
Methionin, Isoleucin und Threonin entstehen, wie es zum Beispiel bei Saugetieren
der Fall ist (Berg et al, 2007; Harris et al., 2005; Hsia et al, 1971). Die
Reaktionsfolgen der entsprechenden Stoffwechselwege werden im Folgenden kurz
dargestellt (Abb. 3). Der Abbau von Valin und lIsoleucin beginnt mit deren
Deaminierung und Umwandlung in die jeweiligen a-Ketosauren 3-Methyl-2-
Ketobutanoat und 3-Methyl-2-Ketopentanoat. Dabei Ubertragt eine Transaminase
die Aminogruppe auf a-Ketoglutarat, welches auf diese Weise in die Aminosaure
Glutamat umgewandelt wird. Die a-Ketosduren werden anschlieBend Uber einen a-
Ketosaure-Dehydrogenase-Komplex oxidativ decarboxyliert und so in die
verzweigtkettigen Acyl-CoA-Ester 2-Methyl-Propionyl-CoA und 2-Methyl-Butanoyl-
CoA Uberfuhrt. Die Acyl-CoA-Ester werden schrittweise durch spezifische Acyl-
CoA-Dehydrogenasen und Enoyl-CoA-Hydratasen in 3-Hydroxy-Isobutyryl-CoA,
bzw. 3-Hydroxy-2-Methylbutyryl-CoA umgewandelt. Nach der Hydrolyse der CoA-
Ester werden 3-Hydroxy-lsobutyrat bzw. Hydroxy-2-Methylbutyryl-CoA Gber
spezifische Hydroxyacyl-Dehydrogenasen in Methylmalonat-Semialdehyd und 2-
Methyl-Acetoacetyl-CoA umgewandelt. Methylmalonat-Semialdehyd wird schlieBlich
oxidativ decarboxyliert und dabei in Propionyl-CoA und CO, gespalten. Aus 2-
Methyl-Acetoacetyl-CoA entsteht in einer CoA-Transferase-Reaktion Acetyl-CoA
und Propionyl-CoA (Berg et al., 2007; Gerd P. Pischel, 2011; Harris, Joshi, Jeoung,
& Obayashi, 2005). Der Abbau von Methionin beginnt mit der Bildung von S-
Adenosylmethionin, welches unter Abspaltung einer Methylgruppe in S-
Adenosylhomocystein umgewandelt wird. Aus S-Adenosylhomocystein entsteht

durch die Hydrolyse des Thioesters Adenosin und Homocystein. Letzteres dient
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der intrazelluliren Bildung von Propionyl-CoA aus
Aminosaéuren in Saugetieren. Der Abbau der Aminosauren A) Valin, B) Isoleucin, C) Methionin und
Threonin fOhrt zur intrazelluldren Bildung von Propionyl-CoA. D) Threonin kann in Propionyl-CoA
oder alternativ in Acetyl-CoA und Glycin umgewandelt werden.
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gemeinsam mit Serin der Cystathionin-B-Synthase als Substrat zur Bildung von
Cystathionin. Dieses wird von der Cystathionin-y-Lyase durch Cystein-Abspaltung
und Deaminierung in a-Ketobutyrat umgewandelt. Letzteres wird Uber einen a-
Ketosaure-Dehydrogenase-Komplex decarboxyliert und auf diese Weise in
Propionyl-CoA (berfiihrt. Dasselbe geschieht mit a-Ketobutyrat,welches durch
Deaminierung aus Threonin entsteht. Threonin kann Uber einen alternativen
Stoffwechselweg auch zu Glycin und Acetyl-CoA abgebaut werden (Gerd P.
Plschel, 2011).

Die artspezifischen Unterschiede der Stoffwechselwege zum Abbau der
verzweigtkettigen Aminosduren Valin und Isoleucin erméglichen S. cerevisiae die
Bildung von Propionyl-CoA in diesen beiden Féllen zu vermeiden (Abb. 4).
Stattdessen werden Valin und Isoleucin Uber den Ehrlich-Abbau in Fuselalkohole
umgewandelt und anschlieBend sekretiert. Dieser Stoffwechselweg beginnt mit der
Deaminierung der Aminosaure zur a-Ketosaure. Darauf folgt eine Decarboxylierung
zum Aldehyd und die Reduktion zum Alkohol. Diesem Stoffwechselschema zufolge
kénnen Hefen diese Aminosduren zwar als Stickstoffquelle, jedoch nicht als
Kohlenstoffquelle verwerten (Hazelwood, Daran, van Maris, Pronk, & Dickinson,
2008). Methionin kann von S. cerevisiae ebenfalls Uber den Ehrlich-Abbau in den
Fuselalkohol Methionol umgewandelt werden. Es gibt jedoch Hinweise auf einen
alternativen Stoffwechselweg. Darin wiirde eine Demethiolase Methionin oder die
entsprechende  a-Ketosaure (4-Methylthio-a-Ketobutyrat) in  a-Ketobutyrat
umwandeln. Ein entsprechendes Enzym konnte bisher allerdings nicht
charakterisiert werden. Neben der putativen Demethiolierung von Methionin und
dessen Ketosaure ist auch hier die Dehydratisierung von Threonin eine Quelle fir
a-Ketobutyrat, welches S. cerevisiae als Vorstufe der Isoleucin-Synthese dienen
kann (Dickinson, 2000; Dickinson et al., 1997; Hazelwood et al., 2008; Perpéte et
al., 2006). Alternativ kann a-Ketobutyrat durch eine weitere Dehydrierung Uber
einen Ketosaure-Dehydrogenase-Komplex zu Propionyl-CoA umgesetzt werden
(Sinclair, Dawes, & Dickinson, 1993). Man vermutet, dass C. albicans und
S. cerevisiae Uber dieselben katabolischen Stoffwechselwege zum Abbau der
Aminosauren Valin, Isoleucin, Threonin und Methionin verfligen (Jones et al., 2004;
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Remm et al, 2001).

Eine konkrete experimentelle Darstellung dieser

Stoffwechselwege in C. albicans wurde jedoch bisher nicht vorgenommen.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der intrazelluldren Bildung von Fuselalkoholen und
Propionyl-CoA aus Aminoséauren in S. cerevisiae. A) B) Der Abbau der Aminoséuren Valin und
Isoleucin Uber den Ehrlich-Abbau fihrt zur Bildung von Fuselalkoholen. Diese Form des Abbaus
verhindert die Nutzung dieser Aminosauren als Kohlenstoffquelle. C) Der Threoninabbau fuhrt zur
Bildung von Propionyl-CoA. D) Der Abbau von Methionin Uber den Ehrlich-Abbau fihrt zur Bildung
des Fuselalkohols Methionol. Alternativ kann Methionin méglicherweise in Propionyl-umgewandelt
werden.

3.11.2 Die Bildung von
Fettsaurekatabolismus

Propionyl-CoA  wahrend des

In C. albicans und S. cerevisiae verlauft der Abbau von Fettsduren Uber deren
schrittweise Spaltung in Acetyl-CoA durch die peroxisomale p-Oxidation (Abb. 5).
Fir die Katalyse der Reaktionen dieses Stoffwechselweges stehen C. albicans eine
Vielzahl putativer Isoenzyme zur Verfligung, deren spezifische Funktionen bisher
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jedoch nicht experimentell dargestellt wurden (Jones et al., 2004; Remm et al.,
2001). Zu Beginn dieses Stoffwechselweges Ubertragt eine Acyl-CoA-Synthetase
unter ATP-Verbrauch Coenzym A auf einen Acylrest, um diesen fir die weiteren
Schritte der B-Oxidation zu aktivieren. Eine Acyl-CoA-Oxidase (CaPox1p, CaPxp2p.
CaPox1-3p, CaAcd99p) flugt anschlieBend zwischen dem C2- und dem C3-Atom
des Acyl-CoA-Esters eine Doppelbindung ein. Dabei werden Reduktionsaquivalente
auf Sauerstoff Ubertragen, so dass neben einem Trans-2-Enoyl-CoA auch ein
Molekll H.O, entsteht. Die Hydratisierung des Trans-2-Enoyl-CoA zum 3-
Hydroxyacyl-CoA sowie die anschlieBende Dehydratisierung zum 3-Ketoacyl-CoA
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werden von der peroxisomalen Hydratase/Epimerase (CaFox2p) katalysiert. Vom 3-
Ketoacyl-CoA wird in der folgenden Thiolyse, durch eine 3-Ketoacyl-CoA-Thiolase
(CaPot1p, CaFox3p, CaPot13p), unter Aufnahme von einem Coenzym A, Acetyl-
CoA abgespalten. Das um eine C2-Einheit verkirzte Acyl-CoA-Molekill wird erneut
der ersten Reaktion der B-Oxidation zugefiihrt, so dass eine Fettsdure schlieBlich
vollstandig zu Acetyl-CoA-Einheiten abgebaut wird (Berg et al., 2007). Pilze, viele
Bakterien und Pflanzen sind in der Lage Acetyl-CoA Uber den Glyoxylatzyklus zu
Succinat aufzubauen (Abb. 5). Succinat gelangt anschlieBend in die Mitochondrien
und wird Uber den Citratzyklus in Malat umgewandelt. Letzteres gelangt
anschlieBend in das Cytosol und dient als Ausgangssubstrat fir die
Gluconeogenese (Berg et al., 2007; Ensign, 2006; Kornberg & Krebs, 1957; Lorenz
et al., 2008; Lorenz & Fink, 2001, 2002; Pallotta, Fratianni, & Passarella, 1999). Die
vorangegangene Beschreibung gilt lediglich fir Fettsduren mit einer geraden
Anzahl von Kohlenstoffatomen. Dahingegen resultiert der Abbau von
ungeradzahligen Fettsduren wahrend des letzten Zyklus der B-Oxidation in der
Bildung von einem Molekul Propionyl-CoA (Abb. 5). Propionyl-CoA kann Uber
verschiedene Stoffwechselwege abgebaut und so in Intermediate des Ana- oder
Katabolismus umgewandelt werden (Berg et al., 2007; Horn, 2012; Tabuchi, 1974).

3.12Verschiedene Moglichkeiten des Propionyl-CoA-Abbaus
3.12.1 Der Methylmalonyl-CoA-Weg

Die reversiblen Reaktionen des Methylmalonyl-CoA-Weges werden von
Saugetieren dazu genutzt Propionyl-CoA zu Succinyl-CoA abzubauen (Abb. 6). Der
Abbau beginnt mit der Umsetzung des Propionyl-CoA zu S-Methylmalonyl-CoA
durch die Biotin-abhangige Propionyl-CoA-Carboxylase. Die Methylmalonyl-CoA-

S-Methylmalonyl-CoA R-Methylmalonyl-CoA

Valin ADP + P, CMMCID
Isoleucin CO, ATP @
Methionin — Propionyl-CoA Succinyl-CoA —® Succinat

Threonin
Ungerad. Fettsauren

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Methylmalonyl-CoA-Weges zum Abbau von
Propionyl-CoA. Der Methylmalonyl-CoA-Weg dient Saugtieren zur Umwandlung von Propionyl-CoA
in Succinat. Er beinhaltet mit der Methylmalonyl-CoA-Mutase (MMCM) ein Coenzym B12- und mit
der Propionyl-CoA-Carboxylase (PCC) ein Biotin-abhangiges Enzym.
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Racemase wandelt daraufhin das S-Methylmalonyl-CoA in R-Methylmalonyl-CoA
um. Der letzte Schritt in dieser Reaktionsfolge ist die Umsetzung von R-
Methylmalonyl-CoA  zu  Succinyl-CoA durch die  Cobalamin-abhangige
Methylmalonyl-CoA-Mutase. Succinyl-CoA ist ein Intermediat des Citratzyklus und
wird als solches weiterverwertet (Berg et al., 2007; Horn, 2012). Fir Pilze kommt
der Abbau von Propionyl-CoA lber den Methylmalonyl-CoA-Weg nicht in Frage, da
Pilze nicht zur Cobalamin-Synthese fahig sind und auch kein extern zugeflhrtes
Cobalamin verwerten kdnnen. Daher bendtigen sie einen alternativen Abbauweg flr
Propionyl-CoA (Ledley, Crane, Klish, & May, 1991). Saugetieren fehlt ebenfalls die
Mdoglichkeit zur Cobalamin-Synthese. Sie besitzen jedoch einen intrinsischen Faktor
zu Aufnahme von externem Cobalamin (Seetharam & Alpers, 1982). Stérungen des
Methylmalonyl-CoA-Weges flhren beim Menschen zur Bildung von 3-
Hydroxypropionat, Methylisocitrat und Propionylglycin. Diese Substanzen stellen
jedoch keine naturlichen Intermediate des Propionatabbaus im Menschen dar und
entstehen wahrscheinlich durch unspezifische Stoffwechselreaktionen (Schwab et
al., 2006).

3.12.2 Der Methyicitratzyklus

Organismen die nicht zur Cobalamin-Synthese fahig sind, verwenden haufig den
Methylcitratzyklus zum Abbau von Propionyl-CoA (Abb. 7). Dieser wurde fir
Bakterien und filamentdse Pilze beschrieben und ist in eukaryotischen Zellen in den
Mitochondrien lokalisiert (Brock, Darley, Textor, & Buckel, 2001; Gerike, Hough,
Russell, Dyall-Smith, & Danson, 1998; Tabuchi, 1974; Textor et al., 1997). Der
Methylcitratzyklus beginnt mit der Bildung von 2-Methylcitrat aus Propionyl-CoA und
Oxalacetat durch die Methylcitratsynthase. Uber zwei aufeinander folgende De- und
Rehydratisierungs-Reaktionen wird 2-Methylcitrat zunachst durch die 2-Methylcitrat-
Dehydratase zu 2-Methylaconitat und anschlieBend Uber eine Aconitase zu
Methylisocitrat umgesetzt (Maerker et al., 2005). Methylisocitrat wird schlie3lich von
der Methylisocitrat-Lyase in Succinat und Pyruvat gespalten (Grimm et al., 2003).
Succinat wird durch Enzyme des Citratzyklus in Oxalacetat umgewandelt und steht
schlieBlich zur Bildung eines weiteren Methylcitrat-Molekils zur Verfigung. Pyruvat
kann in die Stoffwechselintermediate Oxalacetat, Acetyl-CoA und Alanin
umgewandelt werden und ist damit ein Intermediat vieler anaboler und kataboler
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Stoffwechselprozesse (Berg et al., 2007). Bisherige Untersuchungen legen nahe,
dass der Methylcitratzyklus in S. cerevisiae zum Abbau von Propionyl-CoA aus dem
Aminosaurekatabolismus dient. Daflir spricht die spezifische Induktion des Gens
der Methylcitratlyase Sc/CL2 durch die Verwendung von Threonin als einziger
Kohlenstoffquelle (Luttik et al., 2000). Ein funktioneller Methylcitratzyklus ist far den
opportunistisch humanpathogenen Ascomyceten A. fumigatus eine nachweislich
wichtige Virulenzdeterminante (lbrahim-Granet et al., 2008).

Propionyl-CoA Abbildung  7:  Schematische

@ Methylcitrat H.0 Darstellung des Methyl-
citratzyklus. Der Methylcitratzyklus

dient filamentésen Pilzen und

Oxalacetat Methylaconitat einigen Bakterien zur Umwandlung
NADH, H.0 von Propionyl-CoA in Pyruvat. Die
NAD 2 Methylcitratsynthase (MCS)
Methylcitrat- katalysiert  die Bildung  von
Malat zyklus Methylisocitrat Methylcitrat aus Propionyl-CoA und
@/L. Oxalacetat. Methylcitrat wird in
Methylisocitrat umgewandelt und
HZOA Pyruvat schiieBend durch die Methyl-
Fumara Succinat isocitratlyase (MIL) in Pyruvat und
Succinat gespalten. In Eukaryoten
ist dieser Stoffwechselweg in den

Mitochondrien lokalisiert.

FADH. FAD

3.12.3 Die modifizierte B-Oxidation

Die modifizierte B-Oxidation stellt neben dem Methylmalonyl-CoA-Weg und dem
Methylcitratzyklus eine hypothetische alternative zum Abbau von Propionyl-CoA
dar. Im Verlauf einer normalen B-Oxidation wirde Propionyl-CoA zunéachst zu
Acrylyl-CoA oxidiert und dieses im Anschluss zu 3-Hydroxypropionyl-CoA
hydratisiert werden. Daran fligen sich die Dehydrierung zum 3-Ketopropionyl-CoA
und dessen thiolytische Spaltung in Acetyl-CoA und Formyl-CoA an. In der
modifizierten Form der B-Oxidation wirde Propionyl-CoA nur die ersten zwei
Schritte der B-Oxidation durchlaufen, als 3-Hydroxypropionyl-CoA in einen
alternativen Prozess eintreten und schlieBlich zu Acetyl-CoA und CO. oxidiert.
Tatsachlich wurde 3-Hydroxypropinat als Zwischenprodukt des Abbaus von '°C-
markiertem Propionat im Modellorganismus Arabidopsis thaliana, in einigen
Insekten, dem Bakterium Rhodococcus erythropolis und dem Saccharomyceten
Candida rugosa gefunden (Halarnkar & Blomquist, 1989; Hasegawa et al., 1982;
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Lee et al., 2009; Miyakoshi et al., 1987). Jedoch wurden bisher keine Gene oder
Enzyme eindeutig einer modifizierten B-Oxidation von Propionyl-CoA zugeordnet.
(Lucas, Filley, Erb, Graybill, & Hawes, 2007).
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4 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Aufklarung des Katabolismus von Propionat und
von Propionyl-CoA erzeugenden Kohlenstoffquellen in C. albicans.

Die Annotierung des C. albicans Genoms beruht zu groBen Teilen auf
Sequenzvergleichen mit dem Genom des eukaryotischen Modellorganismus
S. cerevisiae. Neben vielen gemeinsamen Aspektien der Stoffwechselphysiologie,
wurden bei vergleichenden Analysen auch zahlreiche Unterschiede sichtbar. Dies
betrifft unter anderem die Existenz einer Vielzahl potentiell redundanter Isoenzyme,
wie z.B. die Existenz von drei 3-Ketoacyl-Thiolasen in C. albicans, die an dem finalen
Schritt der Fettsaure-B-Oxidation beteiligt sein kénnten. Der Beitrag dieser
Isoenzyme zum Fettsdurestoffwechsel bzw. deren Rolle in einem Stoffwechselweg
zur Detoxifizierung von Propionyl-CoA sollte im Rahmen dieser Arbeit untersucht
werden. Bei der vorlaufigen Annotierung des C. albicans Genoms wurden keine
Gene fir einen der bekannten Stoffwechselwege zum Abbau von Propionyl-CoA
gefunden. Dieser Abbau verlauft in Saugetieren und einigen Bakterien Uber den
Cobalamin-abhangigen Methylmalonyl-CoA-Weg. Da Pilze nicht zur Cobalamin-
Synthese fahig sind, verwenden sie meist alternativ den Methylcitratzyklus zum
Abbau von Propionyl-CoA. Aufgrund der toxischen Eigenschaften von Propionyl-
CoA, das als Intermediat des Abbaus verschiedener Aminosauren und Fettsduren
mit ungeradzahliger Kohlenstoffkette entsteht, muss C. albicans Uber einen
alternativen Stoffwechselweg des Propionyl-CoA-Abbaus verfligen. Die Aufklarung
dieses Stoffwechselweges ist von besonderem Interesse, da Stdérungen des
Propionyl-CoA-Abbaus nachweiBlich die Virulenz opportunistischer
Krankheitserreger signifikant senken kénnen. AuBerdem deutet sich hieraus ein
weiterer wichtiger Unterschied zum Modellorganismus S. cerevisiae an. Ein
speziesspezifischer Stoffwechselweg zum Abbau von Propionyl-CoA in C. albicans
wilrde daher einen wichtigen Beitrag zum Verstédndnis des pathogenen Potentials
dieses Pilzes leisten.
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5 Publikationsliste

5.1 Publikation A
Phylogenetic and phenotypic characterisation of the 3-ketoacyl-CoA
thiolase gene family from the opportunistic human pathogenic fungus

Candida albicans
Otzen, C.; Muller, S.; Jacobsen, I. D.; Brock, M. (2013)

In dieser Arbeit wurde der individuelle Beitrag dreier Acyl-CoA-Thiolasen zur -
Oxidation von Fettsauren untersucht. Neben der Charakterisierung von
Deletionsmutanten der Acyl-CoA Thiolasen CaPOT1, CaFOX3 und CaPOT13 wurde
eine phylogenetische Analyse dieser Enzyme durchgefihrt. In dieser erwies sich
CaPOT13 als evolutiondres Relikt ohne vitale Funktion. Ein Zusammenhang
zwischen den Funktionen der Acyl-CoA-Thiolasen und der Virulenz von C. albicans
konnte nicht dargestellt werden, womit Untersuchungen anderer Autoren bestéatigt
wurden (Piekarska et al., 2006). Vergleichende Wachstumsanalysen ergaben
auBerdem Unterschiede der Verwertbarkeit einiger Fettsduren fir die Ascomyceten
C. albicans und Aspergillus fumigatus.

Die Arbeiten zu dieser Publikation wurden unter Aufsicht von Dr. habil. M. Brock
durchgefuhrt. Die Herstellung der Deletionsmutanten und die vergleichenden
Wachstumsversuche wurden vom Erstautor durchgefiihrt. Die phylogenetische
Analyse wurde von Dr. S. Mller erstellt. Die Hihnerei-Infektionsversuche wurden mit
Beteiligung des Erstautors unter Aufsicht von Dr. habil. I. D. Jacobsen durchgeflhrt.
Die Anzucht des A. fumigatus Wildtyps erfolgte durch Dr. habil. M. Brock. Das
Manuskript wurde vom Erstautor und Dr. habil. M. Brock verfasst.

Der Substantielle Anteil der Arbeit (ca.70%) wurde vom Erstautor beigetragen.

Dr. habil. M. Brock
Veroffentlichte Publikation

FEMS Yeast Res.; 13 (6): 553-64
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5.2 Publikation B
Candida albicans Utilizes a Modified B-Oxidation Pathway for the

Degradation of Toxic Propionyl-CoA
Otzen, C.; Bardl, B.; Jacobsen, I. D.; Nett, M.; Brock, M. (2014)

Nach den Ergebnissen dieser Arbeit verbindet C. albicans peroxisomale Enzyme der
B-Oxidation (CaFox2p) und zuvor uncharakterisierte mitochondriale Enzyme
(CaEhd3p, CaHpd1p, CaAld6p) in einem Stoffwechselweg zum spezifischen Abbau
von toxischem Propionyl-CoA. Der Metabolitenfluss, sowie die Lokalisation wichtiger
Enzyme der modifizierten B-Oxidation und die spezifische Funktion einer 3-
Hydroxypropionat-Dehydrogenase (CaHpdip) konnte in dieser Arbeit dargestellt
werden. Die Unterbrechung der modifizierten B-Oxidation flhrte bei C. albicans im
murinen Infektionsmodell disseminierter Candidiasis zu verminderter Virulenz und ist
daher offenbar ein wichtiger Faktor zur Etablierung systemischer Infektionen. Dieser
Stoffwechselweg unterscheidet C. albicans von anderen filamentésen Pilzen und
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Introduction

Candida albicans is an important opportunistic pathogen
of humans (Kim & Sudbery, 2011). This organism is fre-
quently found as a commensal on mucosal surfaces such
as the oral cavity, vaginal mucosa or the digestive tract
(Gow & Hube, 2012). However, depending on the under-
lying health status of the host (surgery, broad spectrum
antibiotics, immunosuppressive regimen), C. albicans can
invade the surrounding tissues and may eventually cause
life-threatening invasive and disseminated infections
(Pfaller & Diekema, 2007; Sudbery, 2011). During inva-
sive growth and dissemination, C. albicans is frequently
confronted with different immune effector cells such as
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Abstract

Gene families are common to all kingdoms of live and most likely derived
from gene duplications with subsequent specification for the adaptation to
environmental conditions. However, the exact contribution of single members
to cellular physiology is difficult to predict. Here, we analysed a family of 3-ke-
toacyl-CoA thiolases composed of Potlp, Fox3p and Potl3p from the dimor-
phic yeast Candida albicans and studied their contribution to fatty acid
utilisation and virulence. The presence of three 3-ketoacyl-CoA thiolases in
C. albicans contrasts the existence of only one single gene in closely related
Saccharomycetales such as Saccharomyces cerevisiae. Phylogenetic analyses
revealed that two of the thiolases, Potlp and Fox3p, were closely related to the
S. cerevisiae Potlp. The third protein clustered with yet uncharacterised thiolas-
es from filamentous fungi. Single, double and triple mutants were generated
for phenotypic characterisations. While Potlp was of general importance for
utilisation of fatty acids, Fox3p partially contributed to fatty acid utilisation at
elevated temperatures. No phenotype was detectable for pot13 deletions. When
virulence of the different mutants was assessed in an embryonated chicken egg
infection model, no significant attenuation was observed for any of the
mutants, confirming previous assumptions that -oxidation is dispensable for
C. albicans virulence.

macrophages or neutrophils that phagocytose C. albicans
yeast cells (Cheng et al, 2012). A special feature of
C. albicans is its dimorphic growth behaviour, in which it
can switch between yeast cell growth and filament forma-
tion (Shareck & Belhumeur, 2011). Thus, once phagocy-
tosed, yeast cells can escape the hostile environment of
phagocytes by the formation of hyphae that destroy the
surrounding membranes of the phagocyte (Ghosh et al,
2009). However, growth and hyphal elongation require
uptake and utilisation of environmental nutrients that
allow biomass formation and gain of energy (Brock,
2009; Fleck et al., 2011).

Fatty acids are essential for the synthesis of cellular
membranes and are ubiquitous in all living organisms.
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However, besides the importance of fatty acid synthesis
for cellular components, fatty acids also provide an
energy-rich nutrient source. A common pathway for util-
isation of fatty acids is the so-called B-oxidation pathway.
Here, fatty acids are activated to the corresponding CoA
ester (Black & DiRusso, 2007) followed by oxidation via
an acyl-CoA dehydrogenase (or fatty acyl-CoA oxidase;
depending on the subcellular localisation) in which a
double bond is introduced forming an enoyl-CoA. A sub-
sequent hydration of the double bond by an enoyl-CoA
hydratase followed by a 3-hydroxyacyl-CoA dehydroge-
nase leads to a 3-ketoacyl-CoA that finally releases an ace-
tyl-CoA unit by the action of a 3-ketoacyl-CoA thiolase
(Poirier et al., 2006). This multistep process shortens the
original fatty acid by two carbon units, and the cycle pro-
ceeds until the complete fatty acid is converted into ace-
tyl-CoA units. In eukaryotes, a peroxisomal and
mitochondrial localisation of the B-oxidation pathway has
been described (Poirier et al., 2006). However, although
this also holds true for fungi, Saccharomycotina seem to
have lost the mitochondrial pathway and solely rely on
the peroxisomal path (Shen & Burger, 2009).

Although microorganisms can use fatty acids as sole
nutrient source, they simultaneously require the anaplero-
sis of oxaloacetate, which is a key intermediate of gluco-
neogenesis. This anaplerosis is generally performed by the
so-called glyoxylate cycle, which is characterised by the
key enzymes, isocitrate lyase and malate synthase, and
leads to the generation of oxaloacetate from two acetyl-
CoA units (Dunn et al., 2009). Thus, glyoxylate cycle and
fatty acid degradation appear as tightly linked metabolic
pathways. To study the physiologic adaptation of yeast
cells during the confrontation with macrophages, S. cere-
visiae was used as a model. Gene expression analyses
revealed that especially expression of genes from the gly-
oxylate cycle was highly induced (Lorenz & Fink, 2001).
Similarly, Northern blot analyses on C. albicans cells
phagocytosed by macrophages showed a high abundance
of isocitrate lyase and malate synthase RNA. Due to the
fact that C. albicans isocitrate lyase mutants showed sig-
nificant attenuation in virulence, it was concluded that
fatty acids or their breakdown products might provide an
important nutrient source during the infection process
(Lorenz & Fink, 2001, 2002). A more detailed analysis of
the transcriptome of C. albicans cells phagocytosed by
macrophages confirmed the induction not only of glyoxy-
late cycle genes, but also of genes essential for fatty acid
B-oxidation and genes required for gluconeogenesis.
These analyses further supported the idea of an important
role of fatty acids as nutrients during pathogenic growth
(Lorenz et al., 2004).

On the other hand, studies directly addressing the
importance of [-oxidation implied that utilisation of
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fatty acids during pathogenesis of C. albicans might be
dispensable (Piekarska et al., 2006). A homozygous pex5
mutant defective in peroxisomal import was unable to
use oleic acid as a nutrient source. However, when subse-
quently tested in a murine model for systemic candidiasis,
no attenuation in virulence was observed. By contrast, a
fox2 mutant that was simultaneously analysed in this
study revealed attenuation in virulence similar to that of
isocitrate lyase mutants. Fox2p is the bifunctional peroxi-
somal enoyl-CoA hydratase/3-hydroxyacyl-CoA dehydro-
genase and also essential for the utilisation of fatty acids.
This result implied that fatty acid oxidation might indeed
be important for virulence. However, a fox2 mutant was
impaired for growth not only on fatty acids, but also on
other nonfermentable carbon sources such as acetate,
ethanol or lactate. Therefore, it was assumed that the
virulence defect of a fox2 mutant might have been due to
a general dysfunction of peroxisomes (Piekarska et al.,
2006). This assumption was supported by a more detailed
analysis of the fox2 mutant that revealed the production
of giant peroxisomes (Piekarska et al., 2008). This observa-
tion is in agreement with aberrant peroxisome morphology
in human fibroblasts from patients with disorders in the
3-hydroxyacyl-CoA dehydratase/3-hydroxyacyl-CoA dehy-
drogenase (Funato et al., 2006). It was therefore speculated
that in C. albicans, the aberrant peroxisome morphology
might hinder the transport of metabolites required for the
peroxisomal glyoxylate cycle. Indeed, combination of the
fox2 deletion with a deletion of pex5 restored growth on
nonfermentable nutrient sources due to a redirection of
the glyoxylate cycle to the cytoplasm (Piekarska et al.,
2008). Unfortunately, a final confirmation of the minor
importance of [B-oxidation in virulence by testing the
double mutant in a murine infection model had not been
described.

Besides the uncertainty on the exact impact of B-oxi-
dation on virulence of C. albicans, it remains unclear
which of the genes present in the C. albicans genome are
essential for the metabolism of fatty acids. Although
C. albicans only contains a single enoyl-CoA hydratase/
3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase encoded by FOX2, the
genome sequence displays several enzyme isoforms for all
other reactions of this pathway. FAA2-1, FAA2-2, FAA2-
3, FAA2-4 and FAA4 seem to encode enzymes activating
fatty acids to the corresponding CoA esters. POX1, POX2
and POXI-3 seem to encode acyl-CoA oxidases, and
finally, POT1, FOX3 and POT13 (the latter also known as
POT1I-2) have been annotated as 3-ketoacyl-CoA thiolase
releasing the acetyl-CoA units from the oxidised fatty
acids.

In this study, we performed phylogenetic analyses on
the 3-ketoacyl-CoA thiolases to identify their evolutionary
origin. Furthermore, we constructed single, double and
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triple mutants to investigate the impact of the three
3-ketoacyl-CoA thiolases on the metabolism of fatty acids.
Finally, the respective mutants were tested in a chicken
embryo infection model to address the question of the
importance of B-oxidation in virulence.

Materials and methods

Phylogeny and tree construction

To investigate the relationship among Potlp, Pot2p and
Pot13p within basidiomycota and ascomycota, we per-
formed a search using the BLAsT module of eros 0.92svn
(Griebel et al., 2008) using various thiolase protein
sequences as template sequences. For each query, the
most similar sequences were retrieved until one of the
other two sequences was found. All sequences in between
were kept to ensure a maximum resolution for inferring
the relationship among the three thiolases as well as an
appropriate placement in the phylogeny. After removing
redundant sequences, such as duplicates, the search
resulted in a set of 141 sequences (see Supporting Infor-
mation, Table S1). Sequences were aligned with the cru-
statw  module of Epos. Because the appropriate
substitution model was not known for reconstructing a
phylogenetic tree, we employed ProtTest 2.4 (Abascal
et al., 2005), which resulted in the LG matrix being the
most appropriate substitution model, followed by the
WAG and JTT matrices. For reconstructing the phyloge-
netic tree, we applied a maximum-likelihood approach
applying the RAXML module of Epos and setting the JTT
matrix as substitution model because the LG and WAG
matrices were not available and performed 500 runs to
obtain bootstrap values. The resulting tree was subse-
quently rooted using Candida albicans ErglOp
(XP_710124) as outgroup.

Additionally, pairwise distances among the thiolases
were calculated using the Prodist module of the puyLP
package (Felsenstein, 1989) and using the WAG model
due to the absence of an LG model. These distances were
used to obtain an accurate measure of evolutionary prox-
imity among the thiolases.

Media and culture conditions

For routine cultivation, C. albicans strains were grown in
20 mL YPD medium (1% yeast extract, 2% peptone and
2% glucose) at 30 °C and 200 rpm on a rotary shaker.
For growth analyses in dependance of the carbon source,
a chemically defined Candida minimal medium (CMM)
without proline (Dumitru et al., 2004) but with ammo-
nium sulphate was used. For plate assays, 2% agar
was added prior to sterilisation. CMM contained per litre:
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4 ¢ KH,PO,, 3.2 g NaH,PO4,, 5g (NHy),SO,; 0.7 ¢
MgSO, x 7 H,O. This mixture was adjusted to pH 6.5,
sterilised and supplemented with 0.0075% sterile mineral
stock (composition per 100 mL in 0.1 M HCL: 05¢g
CuSO4 x 5 H,O, 05g ZnSO, x7 H,O, 08¢g
MnCl, x 4 H,O, 0.5 g FeSO,) and 0.03% vitamin stock
solution (composition per 100 mL in 20% ethanol: 2 mg
biotin, 20 mg thiamine/HCl, 20 mg pyridoxine/HCI).
Fatty acids were either added to a final concentration of
0.15% (w/v) as sodium salts or neutralised prior to sup-
plementation. The following fatty acids were used: buty-
rate (C4), hexanoate (C6), caprylate (C8), decanoate
(C10), laurate (C12), myristate (C14), palmitate (C16),
palmitoleic acid (C16:1; cis-9), stearate (C18), oleic acid
(C18:1; cis-9), linoleic acid (C18:2; cis, cis-9, 12) and lino-
lenic acid (C18:3; cis, cis, cis-9, 12, 15). Glucose and ace-
tate were used in a range between 0.5% and 2% (w/v).
Similarly, when growth of the A. fumigatus wild-type
strain CBS144.89 was tested, the same fatty acids and
concentrations as described for C. albicans were used. As
basal medium for A. fumigatus cultivations, the Aspergil-
lus minimal medium (pH 6.5) with Hutner’s trace ele-
ments was used (http://www.fgsc.net/methods/anidmed.
html), but nitrate was replaced by ammonium sulphate.
To visualise faint mycelial growth on plates, 0.2% char-
coal was added to solid media prior to sterilisation.

Media for phenotypic characterisation of
C. albicans mutants

To test different stress parameters on C. albicans mutants,
various test compounds were added to solid media. As
basal medium, CMM with 1% glucose and with mineral
and vitamin solution was used. The following compounds
were added (final concentration): 350 and 450 pg mL™!
Congo red; 400 pg mL~! calcofluor-white; 30 mM DTT;
0.01% SDS; 1 M, 1.3 M and 1.5 M sodium chloride;
800 ug mL™" hygromycin B; and 1 mM hydrogen perox-
ide. Additionally, growth analyses were performed, in
which the ammonium sulphate concentration was
reduced to either 1 or 5 mM. Furthermore, in terms of
the carbon source utilisation, glucose was replaced by 2%
ethanol.

Growth tests of gene deletion mutants

Candida albicans mutants and complemented strains were
pregrown in two consecutive 20 mL YPD cultures and
washed three times with ice-cold PBS. Cells were adjusted
to about 3.3 x 10° cells per pL and serially diluted
(1 : 10 dilutions). From each dilution, 3 pL was spotted
onto CMM agar plates containing the respective carbon
source or stress-inducing compound. Plates were incu-
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bated at 30 and 37 °C. Photographs were taken after
1 day (YPD), 2 days (glucose) and 4 days (acetate and
fatty acids). Growth assays were carried out at least twice
with two independent deletion strains. For testing stress
sensitivity, growth assays were carried out twice with one
deletion strain at both 30 and 37 °C. Photographs were
taken after 3 days. To confirm the inability of potl
mutants to grow on long-chain fatty acids, CMM liquid
medium was supplemented with oleic acid and inoculated
with either the wild-type SC5314 or the pot] mutant
strains. Growth was monitored by removing aliquots and
counting of cells in a Neubauer chamber.

Generation of deletion mutants

POTI, POTI13, FOX3, FOX2 mutants and combinations
thereof were all generated by the same gene deletion strat-
egy using the reusable SAT1 flipper cassette (nourseothri-
cin resistance) to select for transformants (Reuss et al.,
2004). About 200-500 bp of the flanking regions of
the corresponding open reading frame was amplified by
PCR. For a complete list of oligonucleotides used in this
study, refer to Table S2. The following pairs of oligonu-
cleotides were used: POTI 5'-flank = P11 + P12; POTI
3'-flank = P13 + P14; POTI13 5'-flank = P23 + P24;
POT13 3'-flank = P25 + P26; FOX3 5'-flank = P17 + P18;
FOX3 3'-flank = P19 + P20; FOX2 5'-flank = P1 + P2;
POTI 3'-flank = P3 + P4. All PCR products were cloned
into the PCR cloning vector pJET1.2 (Fermentas). The
resulting plasmids were digested with either Apal and
Xhol for the 5°-flanking regions or Sacl and Sacll for the
3‘-flanking regions. Both fragments of the corresponding
open reading frame were subsequently cloned into the
respective cloning sites of plasmid pSSU1 surrounding
the SATI flipper cassette. This resulted in a SATI gene
flanked by the upstream and downstream untranslated
regions of the gene of interest. Plasmids were digested
with Apal and Sacl prior to transformation of C. albicans
by electroporation. As parental strain for gene deletions,
the wild-type strain SC5314 was used.

Transformation, marker regeneration and
mutant analysis

The electroporation was conducted with 1.6 kV, 200 Q
and 25 pF for 5 ms as described previously (Reuss et al,
2004). After addition of 1 M sorbitol, the volume was sep-
arated into two aliquots (pools A and B). Cells were
regenerated by incubation in liquid YPD medium at
30 °C without shaking for at least 4 h with subsequent
colony formation on YPD agar plates containing
100 pg mL™!' nourseothricin (Werner Bioagents, Jena,
Germany). Transformants were generally visible 48 h after
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transformation. To regenerate the nourseothricin selection
marker for deletion of the second allele, clones from pools
A and B were incubated with 20 mL YPM (1% yeast
extract, 2% peptone and 2% maltose per litre) for at least
18 h at 30 °C and 200 rpm and subsequently screened for
nourseothricin sensitivity. Resulting strains were checked
by PCR analyses for the loss of the SAT1 flipper cassette,
and one clone from each A and B pool was used for the
deletion of the second allele. Homozygous mutants were
identified by PCR using the 5’-oligonucleotide for the
amplification of the 5'-flanking region and a specially
designed 3'-deletion control oligonucleotide that binds
within the corresponding open reading frame (see Table
S3). Additionally, homozygous gene deletions were con-
firmed by Southern blot analyses (data not shown).

Complementation of deletion mutants

For complementation of homozygous deletion mutants,
the SATI1 flipper was removed from the second allele as
described above. One allele was re-introduced into dele-
tion strains as described previously (Reuss et al., 2004).
In brief, the 5'-flanking region of the gene together with
its corresponding open reading frame was amplified by
PCR and cloned into the pJetl.2 vector and subsequently
transferred into the vector pSAP2KS1 that contains the
SATI cassette. Then, the 3'-flanking region of the respec-
tive gene was cloned downstream of the SAT1 cassette. In
case of the FOX2 complementation, the removal of an
internal Sacl restriction site was required, which was per-
formed by fusion PCR, leading to a conservative base
exchange at positions 2354-2359. Transformation of
mutants was carried out according to the protocol used
for gene deletions and resulted in a complementation at
the original locus. To remove the nourseothricin resis-
tance marker, complemented strains were grown in YPM
(10 g yeast extract, 20 g peptone and 20 g maltose per
litre) for 18 h at 30 °C and 200 rpm on a rotary shaker.
The successful excision of the resistance marker was con-
firmed by screening for nourseothricin resistance and
subsequent Southern blot analysis (data not shown).

Chicken embryo infection model

Virulence studies using the chicken embryo infection
model were performed as described previously (Jacobsen
et al,, 2011). In brief, fertilised ‘weifle Leghorn’ chicken
eggs were obtained from a local breeder and stored at
8 °C for a maximum of 7 days prior to incubation. Incu-
bation was performed at 37.6 °C and 50-60% relative
humidity in a specialised incubator (BSS 300; Grumbach,
Germany). Vitality of embryos was assessed daily by
candling, and infection on the chorioallantoic membrane
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(CAM) at developmental day 10 was performed by
applying a 0.1-mL inoculum in PBS containing 1 x 10’
yeast cells from a fresh YPD culture on top of the artifi-
cial air chamber. The holes were sealed with paraffin and
survival monitored for up to 7 days. Twenty eggs were
infected for each group. Survival data were plotted as
Kaplan—Meier curves and were statistically analysed by
log rank test using GRAPHPAD PRISM version 5.00 for Win-
dows (GraphPad Software, San Diego, CA).

Results

Phylogeny of C. albicans 3-ketoacyl-CoA
thiolases

Analysis of the C. albicans genome revealed three 3-ketoa-
cyl-CoA thiolase candidate genes (POTI1, POTI3 and
FOX3) contrasting the presence of the single 3-ketoacyl-
CoA thiolase Potlp in S. cerevisiae. To analyse the phylo-
genetic relationship of the C. albicans 3-ketoacyl-CoA
thiolases with enzymes from other fungi, a phylogenetic
tree was generated that contained sequences mainly from
Saccharomycotina and Pezizomycotina from the phylum
Ascomycota and 3-ketoacyl-CoA thiolases from Basidiomy-
cota. Acetoacetyl-CoA thiolases were used as outgroup in
the tree construction.

All protein sequences (141 sequences) were checked by
MITOPROT  (http://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html)  and
pTARGET (http://golgi.unmc.edu/ptarget/) for the subcel-
lular localisation, that is, peroxisomes vs. mitochondria.
In case different localisations were predicted by both
tools, the MITOPROT result was preferred when a N-ter-
minal cleavage site for the import signal peptide was
detected. Subsequently, the phylogenetic tree was recon-
structed by a maximum-likelihood approach using the
JTT matrix as substitution model.

Analysis of the phylogenetic tree (Fig. 1) indicated that
C. albicans Potlp and Fox3p are closely related and clus-
tered with Potlp from S. cerevisiae. All enzymes from this
clade seem to encode peroxisomal enzymes, which is in
agreement with the assumption that B-oxidation in yeasts
is limited to this compartment due to the presence of
only a single bifunctional enoyl-CoA hydratase/3-hydrox-
yacyl-CoA dehydrogenase located in the peroxisomes
(Shen & Burger, 2009). In contrast, Potl3p, which has
conserved homologues in other yeasts from the CUG
clade, seems to contain a functional signal peptide for
mitochondrial import and clustered with ketoacyl-CoA
thiolases from Pezizomycotina of either peroxisomal or
mitochondrial localisation.

To confirm the close relationship of C. albicans, Potlp
and Fox3p, with . cerevisiae Potlp and the more
distantly relation of Potl13p, phylogenetic distances were
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calculated (Table 1). Indeed, C. albicans Potlp and Fox3p
had a similar distance to S. cerevisiae Potlp, but were
even more closely related to each other. In contrast,
Pot13p showed a very distant relationship to either of the
other thiolases. Thus, while Potlp and Fox3p may have
evolved from an evolutionary recent gene duplication
event, evolution of Potl3p was not directly linked to this
event and may have derived from an ancient ketoacyl-
CoA thiolase precursor that also led to the evolution of
3-ketoacyl-CoA thiolases in other fungi.

Growth of C. albicans and A. fumigatus on
fatty acids of different chain length

To test the utilisation of saturated and unsaturated fatty
acids of different chain length by C. albicans, we performed
growth experiments on plates that were incubated at either
30 or 37 °C. For comparison, the filamentous ascomycete
Aspergillus fumigatus was tested in parallel (Fig. 2), because
Aspergilli are assumed to possess both mitochondrial and
peroxisomal B-oxidation pathways (Hynes et al., 2008).

Growth of A. fumigatus, which can grow at tempera-
tures of up to 55 °C, was generally enhanced at elevated
temperatures (data not shown), whereas C. albicans
showed similar growth at 30 and 37 °C.

Fatty acids with a chain length of eight or ten C atoms
supported growth neither of A. fumigatus nor of C. albi-
cans, supporting earlier observations that these fatty acids
possess an antimicrobial activity (Legras et al., 2010).
C. albicans was also unable to grow on fatty acids with a
chain length of 12 C atoms, whereas A. fumigatus was
able to utilise this fatty acid (Fig. 2). However, when fatty
acids with a chain length of 8-12 C atoms were added in
a concentration of 0.15% to media containing 100 mM
glucose, growth of neither C. albicans nor A. fumigatus
was supported. This indicates that these fatty acids can
cause toxic effects in the presence of alternative nutrient
sources. Differences between C. albicans and A. fumigatus
were also observed on unsaturated fatty acids. A. fumiga-
tus utilised all unsaturated fatty acids including linoleic
(C18:2) and linolenic acid (C18:3), but the latter fatty
acids did not support growth of C. albicans. This obser-
vation is in agreement with the increased number of thio-
lases present in the genome of filamentous fungi (see also
Fig. 1) and the existence of a mitochondrial pathway for
fatty acid B-oxidation (Shen & Burger, 2009).

Generation of C. albicans 3-ketoacyl-CoA
thiolase mutants

To study the contribution of the three 3-ketoacyl-CoA
thiolases Potlp, Pot13p and Fox3p, specific gene deletions
on both alleles were performed to obtain homozygous
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Fig. 1. Phylogenetic tree of 3-ketoacyl-CoA thiolases from fungal phyla of Ascomycetes and Basidiomycetes. Affiliation to respective phyla is
indicated by vertical colour bars: Pezizomycotina (red), Basidiomycota (purple), Saccharomycotina (dark blue) and Ascomycotina (light blue). Erg10p
thiolases shown at the bottom served as outgroup. A clade above Erg10 thiolases consisting of Pezizomycotina thiolases (mainly predicted to be
mitochondrial) is collapsed, but respective sequences are listed in Table S1. C. albicans thiolases as well as S. cerevisiae 3-ketoacyl-CoA thiolase are
highlighted using blue and orange background colours, respectively. Bootstrap support for each branch is coloured according to the legend on the
top left. NCBI accession numbers are listed left alongside their corresponding species name. Note the clustering of CUG clade Pot1p and Fox3p with
S. cerevisiae Pot1p, whereas Pot13p clustered with distantly related 3-ketoacyl-CoA thiolases from Pezizomycotina.

mutants. We also constructed a double mutant deleted
in POTI1 and FOX3 and a triple mutant with all three
3-ketoacyl-CoA thiolase coding genes deleted. As control,
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we generated a strain deleted in the FOX2 gene encoding
the bifunctional enoyl-CoA hydratase/3-hydroxyacyl-CoA
dehydrogenase. Because no other Fox2p homologue exists
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Table 1. Phylogenetic distances of C. albicans Pot1p, Fox3p, Pot13p
and Erg10p with S. cerevisiae Potlp. The close phylogenetic
relationship between Potlp, Fox3p and S. cerevisiae Potlp is
highlighted by bold numbers

CaPot1p  CaFox3p CaPot13p  ScPotlp  CaErg10p
CaPot1p 0 0.485 1.068 0.618 1.638
CaFox3p 0.485 0 0.997 0.661 1.643
CaPot13p  1.068 0.997 0 1.009 1.649
ScPot1p 0.618 0.661 1.009 0 1.737
Cakrg10p  1.638 1.643 1.649 1.737 0

in C. albicans, it can be assumed that degradation of all
fatty acids is dependent on this enzyme. All gene deletions
were performed in the genetic background of the C. albi-
cans wild-type strain SC5314. Subsequently, all mutants
were complemented by re-introducing the respective
deleted gene(s) on one allele. None of the 3-ketoacyl-CoA
thiolase single, double or triple mutants displayed a signifi-
cantly altered growth phenotype under osmotic stress, in
the presence of hydrogen peroxide and the stressors calco-
fluor-white and Congo red (data not shown). Thus, in the
presence of glucose, 3-ketoacyl-CoA thiolases appear
dispensable for stress resistance.

Utilisation of fatty acids by 3-ketoacyl-CoA
thiolase mutants

To assess the specific contribution of the 3-ketoacyl-CoA
thiolases in the utilisation of fatty acids, we inoculated
the same set of plates as used for the determination of
fatty acid utilisation by the wild-type strain and incubated
plates at 30 and 37 °C. As expected from wild-type analy-
ses, none of the mutants was able to grow on fatty acids
with a chain length of 8-12 C atoms, linoleic (C18:2) and
linolenic acid (C18:3) (data not shown). Furthermore, as
already described by others (Piekarska et al, 2006), the
fox2A/A strain showed reduced growth on acetate and
was unable to grow on any of the fatty acids (Fig. 3).
This confirms that this bifunctional enoyl-CoA hydratase/
3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase is of general essential
importance for fatty acid metabolism.

In contrast to the fox2A/A strain, the potI3A/A strain
revealed no growth defect and grew identical to the wild
type on all fatty acids tested (Fig. 3). Similarly, Fox3p
appears dispensable when cells are grown at 30 °C,
revealing only a slight reduction in colony formation in
the presence of some fatty acids. However, at 37 °C,
growth of a fox3A/A strain was impaired on virtually all
fatty acids tested, with the strongest effect on fatty acids
with a chain length of 14 and 16 C atoms.

In comparison with the potI3A/A and the fox3A/A
strains, deletion of the POTI gene had the most severe
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phenotype (Fig. 3). Except on butyrate, where some resid-
ual growth was observed, the porIA/A mutant showed the
same phenotype as the enoyl-CoA hydratase/3-hydroxya-
cyl-CoA dehydrogenase mutant fox2A/A. Thus, although
growth analyses imply that Fox3p contributes to the utilisa-
tion of fatty acids especially at elevated temperatures, Potlp
is the most important 3-ketoacyl-CoA thiolase. Further-
more, the phenotype of pot]1A/A was dominant in the dou-
ble- and triple-deletion mutants (Fig. 3). Although weak
colony spots were observed at longer chain length at the
highest inoculation dose (Fig. 3), the potl single, double
and triple mutants were unable to grow on these fatty acids
as tested on liquid media containing oleic acid (not
shown). While the wild type showed a rapid increase in cell
number, the mutants did not show growth even after four
days at 30 °C. Therefore, spots on these plates seem to
derive from intact cells added at inoculation, whereas the
lack of spots at fatty acids with shorter chain length appears
due to toxic effects and cell lysis. Therefore, no alternative
pathway for the utilisation of fatty acids seems to exist in
C. albicans. All strains were complemented on one allele,
which restored the respective parental phenotype (Support-
ing Information, Fig. S1).

Virulence studies in a chicken embryo infection
model

To address the question of the contribution of ketoacyl-
CoA thiolases on virulence, a chicken embryo model was
used. In this model system, yeast cells are applied to the
chorioallantoic membrane at day 10 of embryonic devel-
opment. Infection is characterised by hyphal formation,
invasive growth and a strong proinflammatory immune
response. Therefore, this model reflects aspects of sys-
temic C. albicans infections in mice (Jacobsen et al.,
2011). To assess virulence, groups of 20 embryonated
eggs were infected with 1 x 107 yeast cells of the respec-
tive 3-ketoacyl-CoA thiolase mutants. Survival of embryos
was monitored daily for 7 days. Evaluation of survival
curves (Fig. 4) revealed no attenuated virulence for any
of the mutants. Thus, although eggs are rich in phospho-
lipids, the penetration of the chorioallantoic membrane
and subsequent invasion of blood vessels appear indepen-
dent of fatty acid degradation.

Discussion

In this study, we analysed the phylogeny of the three
ketoacyl-CoA thiolases present in the genome of C. albicans
and investigated their contribution to fatty acid degrada-
tion and virulence. Additionally, we compared the ability
to utilise different fatty acids between the filamentous
ascomycete A. fumigatus and C. albicans.
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Both fungi were unable to grow on octanoic and deca-
noic acid. This is in agreement with previous studies
showing that these fatty acids passively diffuse over the
membranes, leading to a proton influx that leads to a col-
lapse of the internal proton gradient when not counter-
acted by the activity of proton export pumps (Stevens &
Hofmeyr, 1993). However, C. albicans was also unable to
grow on dodecanoate that supported growth of A. fumig-
atus to some extent (Fig. 2). Because in this study media
for both C. albicans and A. fumigatus were adjusted to
pH 6.5, we can exclude that this difference in growth
was due to pH effects, which affects the amount of the
free acid of the respective fatty acid and may alter
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7°C

Fig. 2. Growth of Candida albicans and
Aspergillus fumigatus on fatty acids of
different chain lengths. Minimal media have
been supplemented with the following carbon
sources: glucose; acetic acid = C2; butyric
acid = C4; hexanoic acid = C6; caprylic

acid = C8; capric acid = C10; lauric

acid = C12; myristic acid = C14; palmitic
acid = C16; palmitoleic acid = C16:1; stearic
acid = C18; oleic acid = C18:1; linoleic

acid = C18:2; linolenic acid = C18:3.

C. albicans yeast cells or A. fumigatus conidia
were spot-inoculated in 10-fold dilutions as
indicated. Plates were incubated for 48-72 h
at 30 or 37 °C. Note that plates that did not
reveal growth after 72-h incubation were
incubated further for up to 7 days without
visible colony formation.

growth phenotypes as previously observed in studies on
CoA-transferase mutants (Fleck & Brock, 2008, 2009).
Therefore, our results imply that in C. albicans, dodecanoic
acid may diffuse at higher rates over the membranes caus-
ing intracellular collapse of the proton potential. Alterna-
tively, fatty acyl-CoA synthetases in A. fumigatus might
possess a higher activity for activation of this fatty acid,
thereby reducing its toxicity. Nevertheless, when either of
these fatty acids was used in combination with glucose,
neither C. albicans nor A. fumigatus was able to grow. This
is in agreement with studies on the killing efficiency of fatty
acids on C. albicans that showed that especially capric acid
(C10) and lauric acid (C12) possess a high activity to
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Fig. 3. Growth analysis of Candida albicans 3-
ketoacyl-CoA thiolase mutants in comparison
with a FOX2 deletion mutant and the parental
wild-type strain SC5314. Incubation was
performed at 30 and 37 °C. Tenfold dilutions
were spotted on plates in the order depicted
in the scheme at the top. No growth was Cc4
observed for any of the strains on caprylic

acid, capric acid, lauric acid, linoleic acid and

linolenic acid and is therefore not shown (see
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sources is presented: glucose; acetic

acid = C2; butyric acid = C4; hexanoic C6
acid = C6; myristic acid = C14; palmitic

acid = C16; palmitoleic acid = C16:1; stearic

acid = C18; oleic acid = C18:1.

c18

inactivate C. albicans cells (Bergsson et al., 2001). Interest-  acid, but the reason for this remains unclear. However, pre-
ingly, C. albicans was also unable to utilise long-chain  vious investigations on fatty acids present in bovine whey
highly unsaturated fatty acids such as linoleic and linolenic ~ revealed that long-chain unsaturated and especially
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Fig. 4. Virulence test in an embryonated chicken egg infection model. Virulence was determined for all thiolase single mutants and the double
and the triple mutants. Eggs were infected at developmental day 10 with 1 x 107 yeast cells, and viability was monitored for a total of seven
days. PBS mock infection served as control. Data present values from 20 eggs per group, and survival data were plotted as Kaplan—-Meier curves
and statistically analysed by log rank test. None of the mutants showed a statistically significant alteration in virulence in comparison with the
wild type.
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polyunsaturated fatty acids such as linoleic acid efficiently
inhibited germ tube formation of C. albicans yeast cells
(Clément et al., 2007). In contrast, the growth-supporting
effect of these fatty acids on A. fumigatus implies that an
extended armetarium of A. fumigatus fatty acid utilisation
enzymes allows utilising a broadened spectrum of fatty
acids.

Phylogenetic analysis revealed that the two enzymes
Potlp and Fox3p clustered closely with the single S. cere-
visiae 3-ketoacyl-CoA thiolase Potlp. Furthermore, the
third C. albicans 3-ketoacyl-CoA thiolase Pot13p contains
a putative mitochondrial import sequence and clustered
with peroxisomal and mitochondrial 3-ketoacyl-CoA
thiolase from filamentous ascomycetes. This result was
rather unexpected because C. albicans only contains a sin-
gle peroxisomal enoyl-CoA hydratase/3-hydroxyacyl-CoA
dehydrogenase and has been assumed to possess no mito-
chondrial pathway for the degradation of fatty acids
(Shen & Burger, 2009). This raises the question why three
3-ketoacyl-CoA thiolases are present in the CUG clade of
the Saccharomycetaceae but not in other relatives of this
family.

First, the existence of Potl3p is difficult to explain.
Without an additional enoyl-CoA hydratase that acts
within mitochondria, fatty acid degradation is inter-
rupted, and no mitochondrial 3-ketoacyl-CoA thiolase
would be required to be maintained within the genome.
However, due to its phylogenetic relationship with
enzymes from other ascomycetes, Potl3p might have
been maintained from a common ancestor of the ascomy-
cetes that has already been lost in other Saccharomyceta-
ceae during or after the separation of the CUG clade
(Dujon et al., 2004). In agreement with this assumption,
no altered phenotype of a pot13 mutant was observed in
regard to stress response, fatty acid degradation and viru-
lence. However, we cannot exclude that Potl3p acts as a
thiolase on a fatty acid-like substrate that has not been
produced or was not present under the applied condi-
tions. Nevertheless, under standard growth conditions
and during virulence, this enzyme seems to be completely
dispensable.

In contrast to Potl3p, the enzymes Potlp and Fox3p
seem to have derived from a gene duplication event spe-
cific for Saccharomycetaceae from the CUG clade. Due to
the closer phylogenetic distance of C. albicans Potlp to
S. cerevisiae Potlp, it appears that POT1 was the parental
gene that had been duplicated after the whole-genome
duplication that marked the separation of the Candida
CUG clade. The benefit from this duplication might
derive from a supportive function in B-oxidation at ele-
vated temperatures as deduced from markedly reduced
growth of the fox3 mutant at 37 °C. However, Fox3p
might only have a supportive function because POT1 was
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essential on all fatty acids tested. Nevertheless, gene dupli-
cation and subsequent specification of the resulting dupli-
cates for a specific environmental condition or to
encounter new substrates for metabolism appear common
among fungi (Miiller ef al., 2011; Fazius et al., 2012), and
FOX3 adds another example for such a process.

Despite the essential need for 3-ketoacyl-CoA thiolases,
especially Potlp, for fatty acid metabolism, none of the
mutants displayed attenuation in virulence when tested in
an embryonated chicken embryo model. Therefore, we
conclude that although glyoxylate cycle and fatty acid
beta-oxidation are induced during host—pathogen interac-
tions and isocitrate lyase mutants display a virulence
defect (Lorenz & Fink, 2001, 2002; Lorenz et al., 2004),
fatty acids do not provide an essential nutrient source
during infection. These data also correlate with assump-
tions made from the analysis of C. albicans fox2 and pex5
mutants (Piekarska et al., 2006, 2008). However, we can-
not exclude that 3-ketoacyl-CoA thiolases contribute to
C. albicans survival and virulence in specific niches, for
example the gastrointestinal tract or oral cavity.

In conclusion, of three 3-ketoacyl-CoA thiolase genes
in C. albicans, only two seem to encode enzymes directly
involved in the degradation of fatty acids. Potlp, the clos-
est homologue to Potlp from S. cerevisiae, is the most
important 3-ketoacyl-CoA thiolase, based on the severe
growth defects of deletion mutants on fatty acids. Fox3p
may have derived from a gene duplication of Potlp and
seems to have adapted to support growth on fatty acids
at elevated temperatures. Finally, despite induction of
genes required for fatty acid utilisation especially after
phagocytosis by macrophages (Lorenz & Fink, 2002), this
induction may derive from a general stress response due
to nutrient or glucose limitation rather than a specific
induction from fatty acid utilisation because independent
mutants and infection models revealed no virulence
defects.

Acknowledgements

This work was supported by funding of the HKI and the
priority programme 1160 from the German Science
Foundation to MB, the Jena School for Microbial Com-
munication to CO and the International Leibniz Research
School to SM. We are grateful to Peter Staib for provid-
ing the SATI flipper cassette. All authors declare no con-
flict of interests.

References

Abascal F, Zardoya R & Posada D (2005) ProtTest: selection of
best-fit models of protein evolution. Bioinformatics 21:
2104-2105.

FEMS Yeast Res 13 (2013) 553-564



C. albicans thiolases in beta-oxidation and virulence

Bergsson G, Arnfinnsson J, Steingrimsson O & Thormar H
(2001) In vitro killing of Candida albicans by fatty acids and
monoglycerides. Antimicrob Agents Chemother 45: 3209—
3212.

Black PN & DiRusso CC (2007) Yeast acyl-CoA synthetases at
the crossroads of fatty acid metabolism and regulation.
Biochim Biophys Acta 1771: 286-298.

Brock M (2009) Fungal metabolism in host niches. Curr Opin
Microbiol 12: 371-376.

Cheng SC, Joosten LA, Kullberg B] & Netea MG (2012)
Interplay between Candida albicans and the mammalian
innate host defense. Infect Immun 80: 1304-1313.

Clément M, Tremblay ], Lange M, Thibodeau J & Belhumeur
P (2007) Whey-derived free fatty acids suppress the
germination of Candida albicans in vitro. FEMS Yeast Res 7:
276-285.

Dujon B, Sherman D, Fischer G et al. (2004) Genome
evolution in yeasts. Nature 430: 35—-44.

Dumitru R, Hornby JM & Nickerson KW (2004) Defined
anaerobic growth medium for studying Candida
albicans basic biology and resistance to eight
antifungal drugs. Antimicrob Agents Chemother 48:
2350-2354.

Dunn MF, Ramirez-Trujillo JA & Herndndez-Lucas I (2009)
Major roles of isocitrate lyase and malate synthase in
bacterial and fungal pathogenesis. Microbiology 155:
3166-3175.

Fazius F, Shelest E, Gebhardt P & Brock M (2012) The fungal
alpha-aminoadipate pathway for lysine biosynthesis requires
two enzymes of the aconitase family for the isomerization of
homocitrate to homoisocitrate. Mol Microbiol 86: 1508—1530.

Felsenstein J (1989) PHYLIP — Phylogeny Inference Package
(Version 3.2). Cladistics 5: 164—166.

Fleck CB & Brock M (2008) Characterization of an acyl-CoA:
carboxylate CoA-transferase from Aspergillus nidulans
involved in propionyl-CoA detoxification. Mol Microbiol 68:
642-656.

Fleck CB & Brock M (2009) Re-characterisation of
Saccharomyces cerevisiae Achlp: fungal CoA-transferases are
involved in acetic acid detoxification. Fungal Genet Biol 46:
473-485.

Fleck CB, Schobel F & Brock M (2011) Nutrient acquisition by
pathogenic fungi: nutrient availability, pathway regulation,
and differences in substrate utilization. Int ] Med Microbiol
301: 400—407.

Funato M, Shimozawa N, Nagase T et al. (2006) Aberrant
peroxisome morphology in peroxisomal beta-oxidation
enzyme deficiencies. Brain Dev 28: 287-292.

Ghosh S, Navarathna DH, Roberts DD, Cooper JT, Atkin AL,
Petro TM & Nickerson KW (2009) Arginine-induced germ
tube formation in Candida albicans is essential for escape
from murine macrophage line RAW 264.7. Infect Immun 77:
1596-1605.

Griebel T, Brinkmeyer M & Bocker S (2008) EPoS: a modular
software framework for phylogenetic analysis. Bioinformatics
24: 2399-2400.

FEMS Yeast Res 13 (2013) 553-564

563

Gow NA & Hube B (2012) Importance of the Candida
albicans cell wall during commensalism and infection. Curr
Opin Microbiol 15: 406—412.

Hynes MJ, Murray SL, Khew GS & Davis MA (2008) Genetic
analysis of the role of peroxisomes in the utilization of
acetate and fatty acids in Aspergillus nidulans. Genetics 178:
1355-1369.

Jacobsen ID, Grosse K, Berndt A & Hube B (2011)
Pathogenesis of Candida albicans infections in the
alternative chorio-allantoic membrane chicken embryo
model resembles systemic murine infections. PLoS ONE 6:
el9741.

Kim J & Sudbery P (2011) Candida albicans, a major human
fungal pathogen. J Microbiol 49: 171-177.

Legras JL, Erny C, Le Jeune C et al. (2010) Activation of two
different resistance mechanisms in Saccharomyces cerevisiae
upon exposure to octanoic and decanoic acids. Appl Environ
Microbiol 76: 7526-7535.

Lorenz MC & Fink GR (2001) The glyoxylate cycle is required
for fungal virulence. Nature 412: 83-86.

Lorenz MC & Fink GR (2002) Life and death in a
macrophage: role of the glyoxylate cycle in virulence.
Eukaryot Cell 1: 657-662.

Lorenz MC, Bender JA & Fink GR (2004) Transcriptional
response of Candida albicans upon internalization by
macrophages. Eukaryot Cell 3: 1076-1087.

Muiller S, Fleck CB, Wilson D, Hummert C, Hube B & Brock
M (2011) Gene acquisition, duplication and metabolic
specification: the evolution of fungal methylisocitrate lyases.
Environ Microbiol 13: 1534—1548.

Pfaller MA & Diekema DJ (2007) Epidemiology of invasive
candidiasis: a persistent public health problem. Clin
Microbiol Rev 20: 133—163.

Piekarska K, Mol E, van den Berg M et al. (2006) Peroxisomal
fatty acid beta-oxidation is not essential for virulence of
Candida albicans. Eukaryot Cell 5: 1847-1856.

Piekarska K, Hardy G, Mol E et al. (2008) The activity of
the glyoxylate cycle in peroxisomes of Candida
albicans depends on a functional beta-oxidation
pathway: evidence for reduced metabolite transport across
the peroxisomal membrane. Microbiology 154:

3061-3072.

Poirier Y, Antonenkov VD, Glumoff T & Hiltunen JK (2006)
Peroxisomal beta-oxidation—a metabolic pathway with
multiple functions. Biochim Biophys Acta 1763:

1413-1426.

Reuss O, Vik A, Kolter R & Morschhduser ] (2004) The SAT1
flipper, an optimized tool for gene disruption in Candida
albicans. Gene 341: 119-127.

Shareck J & Belhumeur P (2011) Modulation of
morphogenesis in Candida albicans by various small
molecules. Eukaryot Cell 10: 1004-1012.

Shen YQ & Burger G (2009) Plasticity of a key metabolic
pathway in fungi. Funct Integr Genomics 9: 145-151.
Stevens S & Hofmeyr J-HS (1993) Effects of ethanol, octanoic
and decanoic acids on fermentation and the passive influx

© 2013 Federation of European Microbiological Societies
Published by John Wiley & Sons Ltd. All rights reserved



564

of protons through the plasma membrane of Saccharomyces
cerevisiae. Appl Microbiol Biotechnol 38: 656-663.

Sudbery PE (2011) Growth of Candida albicans hyphae. Nat
Rev Microbiol 9: 737-748.

Supporting Information

Additional Supporting Information may be found in the
online version of this article:

© 2013 Federation of European Microbiological Societies
Published by John Wiley & Sons Ltd. All rights reserved

C. Otzen et al.

Fig. S1. Growth analysis of complemented C. albicans 3-
ketoacyl-CoA thiolase and FOX2 mutants in comparison
with the parental wild-type strain SC5314.

Table S1. Protein data description.

Table S2. List of all oligonucleotides used in this study.
Table S3. Combinations of oligonucleotides used in this
study.

FEMS Yeast Res 13 (2013) 553-564



Figure S1

1 |WT SC5314
2 |FOX2C 7l 1
3 |POT13C 2l 2 -
4 |FOX3C 3 3
5 |POTTC 1
6 | POT1 C/FOX3 C C14 : 5 &
7 | POT1 C/FOX3 C/POTI2C e 5
7 [N 7
1 18] 1
2= 28
3 38 k] ¢
Gluc C16 & 4
M - M
6 8
7 7
1 1
2 2
3 3 |8
c2 C16:1 « -
5 5
4] ] ¢
1 1§
z : 28
3 3
C4 14 c18 4
5 5
6 6
rd © 7
1 1E
5 2
3 3
C6 4 C18:1 o
5K SE
] € 68
78 718

Growth analysis of complemented C. albicans 3-kethothiolase and FOX2
mutants in comparison to the parental wild type strain SC5314. This figure is
complementary to Fig. 3 from the main text. All homozygous mutants were
complemented for each respective gene on one allele, which is indicated by a “C”.
Incubation was performed at 30 and 37°C. Ten-fold dilutions were spotted on plates
in the order depicted in the scheme at the top. No growth was observed for any of the
strains on caprylic acid, capric acid, lauric acid, linoleic acid and linolenic acid and is,
therefore, not shown (see also Fig. 2). Growth on the following carbon sources is
presented: glucose; acetic acid = C2; butyric acid = C4, hexanoic acid = C6; myristic
acid = C14; palmitic acid = C16; palmitoleic acid = C16:1; stearic acid = C18; oleic

acid = C18:1. All complemented mutants behave identical to the wild type.
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13
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10
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21
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not
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not
not
not
not
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not
not
not
not
not
not
not
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not
not
not
not
not
not
not
not
not
not
not
not
not
not
not
not
not
not
not
not
not
not
not
not
not
not
not
not
18
18
not
not
not

predictable
predictable
0,9651
predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
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predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
predictable
0,7912
0,7556
predictable
predictable
predictable

0,3657
0,1246
MFKKSANDIVVIAAKRTPITKSIKGGLSRLFPEEILYQ
0,3665
0,1264
0,0392
0,219
0,1129
0,1744
0,1232
0,2854
0,1213
0,219
0,2055
0,0244
0,0384
0,1839
0,043
0,1021
0,0638
0,0337
0,1258
0,3136
0,3292
0,3276
0,1271
0,1154
0,0503
0,0582
0,1947
0,738
0,389
0,0502
0,1093
0,1807
0,3726
0,4133
0,1359
0,6786
0,1146
0,5193
0,2117
0,2164
0,7044
0,6304
0,3099
0,4939
MFGGRKAAAYKAQHPRY
MFGGRKVAAYKAQHPRY
0,6645
0,0159
0,7363
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XP_001803652 C 1 27 not predictable 0,458
XP_002790448 C 1 23 not predictable 0,0511
XP_003177728 P 5 31 not predictable 0,7404
XP_001213158 M 3 27 not predictable 0,2718
XP_003020195 M 4 31 not predictable 0,734
XP_003232042 P 4 31 not predictable 0,7333
XP_003191423 M 0 25 29 0,8271 MTSAIQNITNSIPSLGRARLLINSSDDV
XP_003001876 P -3 20 not predictable 0,0272
XP_003012136 P 6 31 not predictable 0,7388
XP_001935515 M 1 27 not predictable 0,2484
XP_001208809 M 4 32 not predictable 0,4303
XP_002146282 P -1 28 not predictable 0,2792
XP_003037254 P 0 20 not predictable 0,0493
XP_757237 M 1 29 17 0,4668 MAQRITQLASHLDPRS
EEQ88774 ] -1 23 not predictable 0,0267
XP_658654 P 3 28 not predictable 0,1822
XP_001399468 M 5 32 36 0,8014 MSSAQQRLTSIANQLSGPGAASAKQRVLSKNPDDI
XP_001392657 P 2 29 not predictable 0,1447
XP_777983 P 0 25 29 0,7213 MASTIQNITNSIPSLGRARLLINSSDDV
XP_001727684 P 2 28 not predictable 0,1078
EGF78621 M 4 32 not predictable 0,0885
Table S1. Protein data description
XP_758862 P 0 15 not predictable 0,0404
XP_001210542 M 2 28 16 0,1182 MASERLSSILSHLRG
XP_002481108 M 5 19 not predictable 0,2388
XP_367070 P -2 26 not predictable 0,3415
XP_001268993 M 2 29 16 0,372 MAADRLNSLLSHLRP
XP_752635 P 3 29 16 0,4178 MAADRLSSLLNHLRP
CBI55793 M 2 27 not predictable 0,5732
XP_958712 M 0 27 not predictable 0,416
XP_001557898 M 3 28 not predictable 0,4494
EEH47096 M 4 17 not predictable 0,0287
XP_002559707 M 0 29 not predictable 0,2079
XP_002152075 M 1 19 not predictable 0,2417
XP_663482 M 5 24 not predictable 0,308
XP_001836176 M 0 23 not predictable 0,197
XP_001821954 M 6 32 not predictable 0,5738
XP_001261330 M -1 39 29 0,9381 MASPIPRGLRQVLQKSPSDIVILSALRT
XP_001264498 P 5 46 16 0,3678 MAADRLSSLLNHLRP
XP_001590467 M 1 28 not predictable 0,4266
XP_001244950 P 0 39 29 0,828 MAGSVPRGLKQILQKSPSDIVILSSLRT
XP_002560268 P 6 29 not predictable 0,8885
XP_749100 M 1 39 29 0,7919 MASPVPRGLRQVLQKSPSDIVILSALRT
XP_001396199 M -2 39 29 0,9013 MASPIPRGLRQVLQKSPSDIVILSSLRT
EFQ33727 M -1 27 not predictable 0,4539
XP_002478583 M 1 28 not predictable 0,4022
XP_002372250 P -2 39 29 0,6375 MASPIPQGLRQVLQKSPNDIVILSSLRT
XP_001903311 P 0 27 not predictable 0,294
XP_001273248 M -1 39 29 0,9131 MASPVPRGLRQVLQKSPSDIVILSALRT
XP_002629380 M 6 18 not predictable 0,015
XP_755468 M 6 31 not predictable 0,7304
XP_002478633 P 1 39 29 0,9239 MTAPIPRGLKQVLQKSPSDIVILSSVRT
XP_001260604 M 6 31 not predictable 0,7296



XP_001275425
EEH44093
XP_003002853
XP_002146342
EFY99500
XP_757990
XP_002546837
XP_001528721
XP_001382234
XP_459288
XP_001938015
XP_002483973

XP_002150287
XP_001794577
XP_001212973
EFQ34345
CBI50806
XP_001905799
XP_002567514
XP_001938848
XP_001548354
XP_960520
XP_001798317
XP_002912115
NP_012106
XP_449306
XP_453599
NP_984262
XP_002490426

XP_503808

NP_015297
XP_710124
XP_002418376
XP_002547278
XP_001384586
XP_001528519
XP_460741
XP_500646

Table S1. Protein data description

M 6 31 not predictable 0,5765
P 5 39 29 0,9125 MSGTVQKGLQRILKKSPSDVVILSSLRT
M 1 19 not predictable 0,1071
P -2 39 29 0,8599 MASPIPRGLKQVLQKSPSDIVILSSVRT
C 4 27 not predictable 0,5434
M 21  not predictable 0,9217
P -2 32 not predictable 0,9123
P -3 38 24 0,8091 MPPVSPLLKKSAKDIVILSALRT
P -3 38 not predictable 0,7316
P 37 28 0,8446 MSAASLLKKKGSDIVVLSALRS
M 0 38 not predictable 0,9257
M 2 25 not predictable 0,1514
Table S1. Protein data description
P 0 7 not predictable 0,637
P 0 38 not predictable 0,6774
P -1 7 not predictable 0,5018
P -4 37 27 0,6976 MSVPKGLSSVLKKAPSDVVILSSLRT
P -1 38 not predictable 0,1824
M -2 37 not predictable 0,6909
M -2 39 29 0,9348 MASPIPRGLRQVLQKSSNDIVILSSLRT
P 4 38 28 0,5015 MAFVQKGLKNILQKSPNDVVFLSALRT
P -1 16 18 0,5925 MSTGPLRRGLSQILKKD
P 3 38 not predictable 0,1887
M 1 39 29 0,5645 MAGFAQKGLKNILQKNPRDVVFLSALRT
M 2 32 20 0,9979 MFLRRVANLSPGGPVFRRA
C 1 9 not predictable 0,1813
P 0 47 not predictable 0,0623
P 1 43 not predictable 0,215
P 2 45 not predictable 0,0193
P -4 28 not predictable 0,1256
MRLTLPRLNAAYIVGAARTPVGKFNGALKSVSAIDLGI
P 6 52 49 0,9486 TAAKAAVQRS
C 0 43 not predictable 0,1653
M -1 47 not predictable 0,0236
M 0 47 not predictable 0,0302
M 0 49 not predictable 0,1074
M -5 29 not predictable 0,1132
M -2 30 not predictable 0,3211
M -2 46 not predictable 0,09
C 4 41  not predictable 0,1183

Protein sequences and descriptions are publicly available at http://www.ncbi.nim.nih.gov/
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Table S3: Combinations of oligonucleotides used in this study

Oligonucleotide
combinations

Purpose

1;2 Amplification FOX2 5’-flanking region
3:4 Amplification FOX2 3'-flanking region
3;4 FOX2 Southern probe
1,5 FOX2 deletion control
6;7 FOX2 Fusion 1; FOX2 complementation
1;8 FOX2 Fusion 1; FOX2 complementation
1;6 FOX2 Fusion 2; FOX2 complementation
9;10 Amplification FOX2 3'-flanking region for complementation
11;12 Amplification POT1 5 -flanking region
13; 14 Amplification POT1 3'-flanking region
11;12 POT1 Souhtern probe
11;15 POT1 deletion control
11;16 POT1 complementation
17;18 Amplification FOX3 5'-flanking region
19; 20 Amplification FOX3 3'-flanking region
19; 20 FOX3 Southern probe
17; 21 FOX3 deletion control
17; 22 FOX3 complementation
23; 24 Amplification POT13 5'-flanking region
25; 26 Amplification POT13 3'-flanking region
23; 24 POT13 Southern probe
23; 27 POT13 deletion control
23; 28 POT13 complementation
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cellular metabolism.

exception.

(Bacl(ground: Propionyl-CoA is a common metabolic intermediate that requires degradation to avoid intoxication of

Results: A key enzyme involved in a modified B-oxidation pathway in Candida albicans has been identified.
Conclusion: Although fungi generally use the methyl citrate cycle to degrade propionyl-CoA, CUG clade yeasts form an

Significance: The modified B-oxidation pathway could provide a target for new antifungal compounds.

J/

Propionyl-CoA arises as a metabolic intermediate from the
degradation of propionate, odd-chain fatty acids, and some
amino acids. Thus, pathways for catabolism of this intermediate
have evolved in all kingdoms of life, preventing the accumula-
tion of toxic propionyl-CoA concentrations. Previous studies
have shown that fungi generally use the methyl citrate cycle for
propionyl-CoA degradation. Here, we show that this is not the
case for the pathogenic fungus Candida albicans despite its abil-
ity to use propionate and valerate as carbon sources. Compara-
tive proteome analyses suggested the presence of a modified
B-oxidation pathway with the key intermediate 3-hydroxypro-
pionate. Gene deletion analyses confirmed that the enoyl-CoA
hydratase/dehydrogenase Fox2p, the putative 3-hydroxypro-
pionyl-CoA hydrolase Ehd3p, the 3-hydroxypropionate dehy-
drogenase Hpdlp, and the putative malonate semialdehyde
dehydrogenase Ald6p essentially contribute to propionyl-CoA
degradation and its conversion to acetyl-CoA. The function of
Hpd1p was further supported by the detection of accumulating
3-hydroxypropionate in the ipdl mutant on propionyl-CoA-
generating nutrients. Substrate specificity of Hpd1p was deter-
mined from recombinant purified enzyme, which revealed a
preference for 3-hydroxypropionate, although serine and 3-hy-
droxyisobutyrate could also serve as substrates. Finally, viru-
lence studies in a murine sepsis model revealed attenuated vir-
ulence of the hpdl mutant, which indicates generation of
propionyl-CoA from host-provided nutrients during infection.

Candida albicans is an important opportunistic pathogen of
humans (1), which is frequently found on mucosal surfaces
such as the oral cavity, vaginal mucosa, or the digestive tract (2).
Depending on the health status of its host, it can turn from a
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Jena School for Microbial Communication.

I This article contains supplemental Table S1.
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harmless commensal into a pathogen causing invasive mucosal
or even life-threatening systemic infections. Epidemiologic
studies have revealed that C. albicans is responsible for up to
15% of nosocomial bloodstream infections (3). Of note, noso-
comial candidemia is connected with high mortality rates of
about 40% (3). The ability to thrive in various host niches is the
basis for the establishment of infections (4, 5). A prominent
example is the metabolic switch from fermentative to nonfer-
mentative growth upon phagocytosis by granulocytes (6-9).
Although the bloodstream provides glucose as a preferred car-
bon source for the pathogen as indicated by increased expres-
sion of glycolytic genes (PFK2 and PYKI) (9), C. albicans is
subjected to glucose starvation after phagocytosis (7, 9). To
escape the hostile environment of phagocytes, the cells undergo
a morphogenetic switch from yeast to hyphae (10) and invade
the surrounding tissues. For this process, it has been shown that
mutations in glycolysis, gluconeogenesis, and the glyoxylate
cycle decrease virulence (9, 11, 12), indicating that the adapta-
tion to the available nutrient sources is critical for a successful
infection process.

Besides glucose, host-derived fatty acids, lipids, and proteins
likely serve as additional nutrients for C. albicans. However,
previous studies have shown that metabolism of fatty acids via
B-oxidation seems dispensable for virulence (13, 14). Although
a fox2 mutant, which is unable to utilize fatty acids as nutrient
sources, revealed attenuated virulence, this effect was mainly
attributed to the formation of giant peroxisomes causing trans-
port defects into the peroxisomal compartment (15). Neverthe-
less, the efficient removal of propionyl-CoA as a side product
from the degradation of some amino acids and odd-chain fatty
acid can be assumed to be important for the proliferation
within the host.

Accumulation of propionyl-CoA causes severe metabolic
disorders not only in microorganisms but also in humans, where it
is associated with life-threatening propionic aciduria and methyl-
malonic acidemia (16, 17). Investigations on mutants of the fila-
mentous fungi Aspergillus nidulans (18, 19) and Aspergillus
fumigatus (20) revealed that elevated propionyl-CoA concentra-
tions interfere with the pyruvate dehydrogenase complex and the
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succinyl-CoA synthetase. Additionally, secondary metabolite
production is affected under propionyl-CoA accumulation
(21). Furthermore, A. fumigatus mutants, which are unable to
metabolize propionyl-CoA, display strongly attenuated viru-
lence in a murine infection model for pulmonary aspergillosis,
indicating that propionyl-CoA is indeed formed from nutrients
provided by the host (22). Thus, detoxification of propionyl-
CoA appears of general importance to maintain normal cellular
functions. However, it is worth noting that humans and fungi
use strikingly different metabolic pathways for propionyl-CoA
degradation.

In humans, propionyl-CoA is converted into the citric acid
cycle intermediate succinyl-CoA, which requires a carboxylation
to (R)-methylmalonyl-CoA, an isomerization to (S)-methylmalo-
nyl-CoA, and finally, a rearrangement of the carbon skeleton to
succinyl-CoA via coenzyme B,,-dependent methylmalonyl-CoA
mutase (23, 24). In contrast, most fungi seem to use the so-called
methyl citrate cycle for the degradation of propionyl-CoA (24).
This pathway, which is also present in several bacteria (25),
results in the a-oxidation of propionate to pyruvate and is char-
acterized by an initial condensation of propionyl-CoA and oxa-
loacetate to form methyl citrate (19), a dehydration to methyl-
cis-aconitate (26), a rehydration to methyl isocitrate (26), and
finally, a cleavage via methylisocitrate lyase into pyruvate and
succinate (27-30). Although the reactions of this pathway
resemble those of the citric acid and the glyoxylate cycle, the
methyl citrate cycle uses its own specific set of enzymes.

Interestingly, a third pathway for the degradation of propio-
nyl-CoA has been described but has not been studied in detail at
the molecular level. This pathway seems to proceed via a modified
B-oxidation pathway and is characterized by the formation of
B-hydroxypropionate. B-Hydroxypropionate has been detected in
plant seedlings incubated in the presence of **C-labeled propio-
nate (31), in insects (32), in some selected bacteria such as Riodo-
coccus erythropolis (33), and most strikingly, in the yeast Candida
rugosa (34, 35). It has been assumed that propionyl-CoA first
enters the B-oxidation pathway of fatty acid degradation. Here,
a fatty acyl-CoA oxidase or dehydrogenase forms acrylyl-CoA,
which is hydrated to B-hydroxypropionyl-CoA. In a complete
B-oxidation cycle, the hydroxyacyl-CoA is oxidized to the keto-
acyl-CoA and finally cleaved by ketoacyl-CoA thiolases under
the release of an acetyl-CoA unit (14). This results in a residual
acyl-CoA shortened by two carbon atoms which, in case of pro-
pionyl-CoA, would consist of the one carbon unit formyl-CoA.
However, the detection of the key-metabolite B-hydroxy-
propionate suggests that the latter two reactions are not effi-
ciently carried out. It has therefore been proposed that
hydroxypropionyl-CoA exits the B-oxidation pathway and is
converted by a series of reactions via hydroxypropionate,
malonate semialdehyde and malonate to acetyl-CoA and
CO, (31, 32). However, evidence for enzymes performing
these reactions still has only partially been provided.

Because previous studies on A. fumigatus demonstrated that
the accumulation of intermediates from propionate degrada-
tion affects virulence (22), we were interested in elucidating the
respective pathway in the dimorphic and pathogenic yeast C.
albicans. To identify the responsible pathway, we performed
growth analyses, two-dimensional proteomics, gene deletions,
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metabolite analyses, recombinant protein production, and
enzyme characterizations. Additionally, virulence of a selected
mutant was studied in a murine infection model to investigate
the impact of propionyl-CoA degradation on host infection.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Media, Culture Conditions, and Growth Analyses—For
standard cultivation, C. albicans strains were grown in 20 ml of
YPD (per liter: 10 g of yeast extract, 20 g of peptone, and 20 g of
glucose) or Candida minimal medium (CMM)? (14). Liquid
cultures were generally incubated at 30 °C and 200 rpm on a
rotary shaker. Solid media were prepared by the addition of 2%
agar. CMM was supplemented with one of the following carbon
sources: 50 mm glucose, 50 mMm sodium acetate, 50 mm sodium
propionate, 10 mMm sodium butyrate, 10 mm sodium valerate, or
10 mm sodium hexanoate. Amino acids as nutrient sources
were generally added in a final concentration between 10 and 50
mwm and replaced the nitrogen source (NH,),SO,. For spot dilu-
tion growth analyses, C. albicans SC5314 wild type, mutants,
and complemented strains were pre-grown in YPD, washed
three times with ice-cold phosphate-buffered saline (PBS),
adjusted to 3.3 X 10° cells/ul, and serially diluted (1:10 dilu-
tions). From each dilution, 3 ul were spotted onto YPD and
CMM agar plates containing the above mentioned carbon
sources. When propionate or valerate were tested as substrates
in spot dilution assays, ethanol from the vitamin solution was
omitted to prevent initial growth of C. albicans by ethanol uti-
lization. Plates were incubated at 30 and 37 °C. Plates were ana-
lyzed after 1 day on YPD, 2 days on glucose, or 4 days on all
other nutrient sources. Growth analyses were carried out in
triplicate with at least two independent deletion and comple-
mented strains. Growth curves from liquid media were
recorded by removing aliquots at different time points, dilution
of samples in PBS, and determination of optical density at 600
nm on a Lambda25 UV-visible double beam spectrophotome-
ter (PerkinElmer Life Sciences).

Sample Preparation for Two-dimensional Gel Analysis—C.
albicans SC5314 wild-type cells were preincubated for 14 h in
CMM + 50 mwm glucose and collected by centrifugation at
3000 X gat4 °C for 10 min and washed three times with PBS.
CMM containing either 50 mM glucose, acetate, or propionate
were inoculated at an OD, of 0.2. Glucose cultures were incu-
bated at 30 °C for 8 h and acetate and propionate cultures for
18 h. Cells were collected by centrifugation at 4000 X gat 20 °C
for 10 min; the supernatant was discarded, and the pellet was
resuspended in a minimal volume of trichloroacetic acid (TCA)
solution (3.99 g of TCA, 0.09 g of DTT in 30 ml of acetone).
Cells were disrupted using a speed mill (Analytik Jena, Jena,
Germany) in the presence of zirconia beads (0.5— 0.7 mm, Roth,
Karlsruhe Germany). Cell lysis was performed by two intervals
of 2 min with 2-min cooling on ice. Samples were stored at
—20 °C for 16 h to allow for complete protein precipitation and
centrifuged at 12,000 X g for 15 min. The precipitate was

2The abbreviations used are: CMM, Candida minimal medium; BisTris,
2-[bis(2-hydroxyethyl)aminol-2-(hydroxymethyl)propane-1,3-diol; CHES,
2-(cyclohexylamino)ethanesulfonic acid; CAPS, 3-(cyclohexylamino)pro-
panesulfonic acid.



washed twice with 1 ml of washing solution (0.09 gof DT'T in 30
ml of 90% acetone) and air-dried. After all residual acetone had
evaporated, 300 pl of lysis buffer (7 M urea, 2 M thiourea, 2%
CHAPS, 30 mm Tris, 1% Zwittergent, 0.8% Pharmalyte 3-10, 20
mMm DTT) was added and mixed by vigorous shaking. Samples
were incubated in an ultrasonic bath for 10 min and subse-
quently incubated at —80 °C for 1 h. Samples were thawed at
room temperature and centrifuged at 12,000 X gand 4 °C for 20
min. The supernatant was collected, and protein concentration
was determined by the protein assay kit from Bio-Rad using
bovine serum albumin as standard.

First Dimension Isoelectric Focusing and SDS-PAGE for Sec-
ond Dimension—Isoelectric focusing and second-dimension
electrophoresis were performed with some modifications as
described previously (36). In brief, for isoelectric focusing,
11-cm Immobilize dry strips, pH 3-11NL (GE Healthcare),
were used. Strips were rehydrated in rehydration buffer as rec-
ommended by the manufacturer. Isoelectric focusing was per-
formed using an Ettan II isoelectric focusing system (GE
Healthcare). To a 100-ug protein sample in a maximum volume
of 100 ul, 2.5 ul of DeStreak reagent (GE Healthcare) and 1 ul of
IPG-buffer 3-11 NL (0.5%, GE Healthcare) were added, and the
solution was applied to the strips by cup loading. The following
program was used for isoelectric focusing: 0—-3 h at 300 V;
3-7-h gradient to 600 V; 7—8-h gradient to 1000 V; 11-15-h
gradient to 8000 V and hold for additional 24,000 V-h. Prior to
second-dimension electrophoresis on 12.5% Criterion Precast
gels (Tris/HCl, 1.0 mm for 11-cm IPG Strips, Bio-Rad), strips
were equilibrated in reducing equilibration buffer containing
iodoacetamide for protein acetylation (36). Gels were run for
1 h at constant 200 V. After fixation for at least 2 h in fixing
solution (40% (v/v) methanol and 7% acetic acid), gels were
washed in distilled water and stained with Coomassie Brilliant
Blue G-250 (37). The gels were neutralized for 5 min in 100 mm
Tris/o-phosphoric acid, pH 6.5, and kept at 4 °C in water until
analyzed.

Protein Identification from Two-dimensional Gels—Stained
gels were scanned and manually overlaid for spot selection.
Protein spots of interest were manually excised from the gels
and subjected to a tryptic digest (200 ng of trypsin; Promega,
Mannheim, Germany). Protein fragments were extracted and
prepared for MALDI-TOF/TOF analysis (38). An aliquot of the
extracted peptides was mixed with the same amount of a-cyano-
4-hydroxycinnamic acid matrix solved in TA30 (30% acetonitrile +
70% of 0.1% TFA). 2 ul were spotted onto a 800/384 anchor chip
target (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). Peptide mass analy-
sis and peptide sequence determination were performed on a
Bruker ultraflex TOF/TOF with Bruker Compass 1.2 software
suite, including FlexControl (hardware control) and FlexAnalysis
3.0 (peak list creation). The following parameter settings for
peak list generation were used: signal-to-noise ratio = 4; maxi-
mum number of peaks = 500; algorithm = SavitzkyGolay
(width = 0.15 m/z, cycles = 4). The Proteinscape 1.3 software was
used to collect peak lists that were sent to the Mascot in-house
server 2.1.03 equipped with a monthly updated NCBI nonredun-
dant database (taxonomy, fungi) for protein identification. For MS
analysis, a peptide mass fingerprint search was performed with the
following parameter settings: peptide mass tolerance =50 ppm,
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peptide charge state = 1+; maximum of missed cleavages = 0—1.
For further analysis, an MS/MS ion search was used. The param-
eters were set to peptide mass tolerance = *£300 ppm; fragment
mass tolerance = *1 Da; maximum of missed cleavages = 1. For
statistical analysis, a based Mowse score was calculated automati-
cally by the Proteinscape software.

Generation of Gene Deletion and Complementation Constructs—
The deletion cassettes were generated by procedures described
previously (14, 39). For a list of oligonucleotides used for the
different PCR amplifications refer to Table 1. In brief, about
200-500bp of the 5'- and 3'-flanking regions from each gene of
interest were amplified by PCR with phusion polymerase
(Thermo Scientific, Schwerte, Germany) using a Speed Cycler
(Analytik Jena, Jena, Germany). PCR products were cloned into
the PCR cloning vector pJET1.2 (Thermo Scientific). Frag-
ments were released from pJET1.2 by either Apal + Xhol
restriction for the 5’-flanking region or Sacl + Sacll restriction
for the 3'-flanking region and cloned into the corresponding
sites of vector pSSU1 comprising the SAT1 flipper cassette (39).
The pSSUL1 vector, including the flanking regions, was digested
with Apal + Sacl to remove the vector backbone prior to trans-
formation of C. albicans.

For complementation of homozygous mutants, the gene of
interest, including 200 —500 bp of the upstream flanking region,
was amplified from genomic DNA of the SC5314 wild-type
strain. PCR products were subcloned into pJET1.2, released by
Apal + BgllI restriction, and subcloned into the Apal + BgllI
restricted plasmid pSAP2KS1, which contains the SAT1 resist-
ance marker. Subsequently, the 3’-flanking region used for gene
deletion (described above) was cloned downstream from the
SATI cassette of pSAP2KS1. Complementation fragments
were released by Apal + Sacl and used for transformation of the
deletion mutants.

Transformation of C. albicans and Selection Marker Regene-
ration— Transformation of C. albicans was performed by elec-
troporation similar to described procedures (39). After the
pulse, 1 ml of 1 m sorbitol was added, and the suspension was
divided in two aliquots (A and B) that were regenerated in YPD
at 30 °C for atleast 4 h. Aliquots were spread on YPD agar plates
containing 100 ug/ml nourseothricin (Werner Bioagents, Jena,
Germany). Transformants became visible after 48-72 h. To
ensure that independent clones were subsequently investi-
gated, transformants from both aliquots (A and B) were prop-
agated. To regenerate nourseothricin sensitivity for subsequent
transformations, the SATI selection marker of the flipper cas-
sette was removed by cultivation of transformants in 20 ml of
YPM medium (per liter: 10 g of yeast extract, 20 g of peptone,
20 g of maltose) (39). Cells were incubated for at least 18 h at
30 °C and 200 rpm. Cells from these cultures were screened for
nourseothricin sensitivity. Homozygous deletion mutants were
identified by PCR using the 5'-oligonucleotide from the ampli-
fication of the 5'-flanking region and a specifically designed
3'-deletion control oligonucleotide that hybridized to the cor-
responding gene of interest (Table 1). Selected transformants
were additionally checked by Southern hybridization using
digoxygenin-labeled probes (Roche Diagnostics).

Generation of EHD3-GFP and HPDI-GFP Fusion Constructs—
To investigate the subcellular localization of Hpd1p and Ehd3p,
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TABLE 1

List of oligonucleotides used in this study

Pairs of oligonucleotides are indicated.

Zi‘r Primer Name Primer Sequence® Function®
EHD3 5 Apal for GGG CCC AAT GTT GTA GGG CAA ACC AGG P :
1 EHD3 5 Xhol rev CTC GAG ATA AGG TTG GGA CAA TGG AAT GG EHD3 3-flanking region
EHD3 3'Sacll for CCG CGG TTA TAA CCA ATA CAT ACA TCA ATA P :
2 EHD3 3'Sacl rev GAG CTC TGT GTA TCT GAT TAG TGT TAC TAA EHD3 5"-flanking region
EHD3 5 Aval for GGG CCC AAT GTT GTA GGG CAA ACC AGG :
3 EHD3 DC rev ATC CAG CAA AAT AGG CAT C EHD3 deletion control
EHD3 5 Apal for GGG CCC AAT GTT GTA GGG CAA ACC AGG .
4 EHD3 3 Coligo Balll rev | AGA TCT ATT TAT TTT GTA GGC TCT TCT TTC G| £HP3 complementation fragment
_ [HPD1 5'Apal 1 for GGG CCC ATA TGC TCT AGA GCT GAT AGA CG HPD1 3 -flanking region (first
5 HPD1 5Xhol 1 rev CTC GAG TTG GTG GTG TTA AAG GCA ACC allele)
[ HPD1 5'Apal 2 for GGG CCC GAT TAC ATC GGT TAT TGA AGA ATA | HPD13 -flanking region (second
6 HPD1 5'Xhol 2 rev CTC GAG TGA ATA TGT AAA AAG AAA AGG TCG | allele)
_ [HPD1 3'Sacll 1 for CCG CGG TTA GTC CAT AGT CTA AAT ATG AGA G | HPD1 5 -flanking region (first
7 HPD1 3’Sacl 1 rev GAG CTC TTA GAA ATG GAC AAT ACT ACA GGG _| allele)
[ HPD1 3'Sacll 2 for CCG CGG TTA ATC CAA GGT TTT GCC TTG GG HPD1 5 flanking region (second
8 HPD1 3°Sacl 2 rev GAG CTC ATT TAT GCA ATA GAA GGT GTT TCA | allele)
HPD1 5 Apal 1 for GGG CCC ATA TGC TCT AGA GCT GAT AGA CG :
9 HPD1 DC rev ACA ATG TTC CCT TTC TTG CTC C HPDT deletion control
HPD1 5 Apal 1 for GGG CCC ATA TGC TCT AGA GCT GAT AGA CG .
10 [HPD1 3'Coligo Balll rev | AGA TCT TAT TTT CTT TTG ACA TCA ATT ACA HPD1 complementation fragment
ALD5 5 Aval for GGG CCC GAC TTT TTC AAC TGT TTC GTC CC ALDS 3 -fanking region
11 [ALD5 5 Xhol rev CTC GAG AAT GAT AGA ATA ATG AGG AGG AAG
ALD5 3'Sacl for CCG CGG CTT AGA ATT TAG GTT CGT GIT GAG | 4/ 5 5 flanking region
12 [ALD5 3'Sacll rev GAG CTC TTT GTA GAT TGG ATT GGG CGT AG
ALD5 5 Apal for GGG CCC GAC TTT TTC AAC TGT TTC GTC CC -
13 [ALD5 DC rev CAG TAG AAC CAG TGA AAG CAA C ALD5 deletion control
ALD5 5 Apal for GGG CCC GAC TTT TTC AAC TGT TTC GTC CC :
14 [ALD5 3'Coliqo Balll rev | GGA TCC TTA GTT TGG TGG GTT GAT TTT C ALDS5 complementation fragment
ALD6 5 Apal for GGG CCC TCT ACT ACA AAG ACA TAC CGC C P .
15 [ALD6 5 Xhol rev CTC GAG TGG TGA AAA GAA TTA AGT CTC CC ALDG 3"-flanking region
ALD6 3 Sacl for CCG CGG CAT TTA CTG GAT CTC GTG GTTC P .
16 [ALD6 3'Sacll rev GAG CTC ACC ATT ATC AGC AGT AAT ATC GC ALDG6 5"-flanking region
ALD6 5 Apal for GGG CCC TCT ACT ACA AAG ACA TAC CGC C .
17 [ALD6 DC rev CAC GTA AAA CAT CAC CTT GAG C ALDG deletion control
ALD6 5 Aval for GGG CCC TCT ACT ACA AAG ACA TAC CGC C :
18 ['ALD6 3'Coliao Balll rev | AGATCT ATG CTT ATT GTT GAA TTG GCA TTG | ALD6 complementation fragment
AAC CTT ATA ATA TTC TCG AGG TCA AAG TAA
IF EHD3UF _f ACC TAC TAT GTC TTT AG GTC TTT AG ;‘ECT#’ Eﬁggergi%r?f;gfr
19 [IF Actl r TTT GAA TGA TTA TAT TTT TTT AAT ATT AAT ATC N
F End3GEP TTA CCT ACA AAT AAA ATG TCT AAA GGT GAA
- - GAA TTG TTC ACAAA CCA GFP-fragment for pACT1-EHD3y-
F GFPOSSUT TAG GAA CTT CCT CGA GTT ATT TGT ACAATT | GFP fusion
20 —=rrpssti CAT CCA TAC CGT
F ActiEnd3 1 ATA TAA TCA TTC AAA ATG TTA AGA TTA AAC
= — AAT TCT ATT AGT TTA TTG 144 bp 5'-EHD3-fragment for
TTC ACC TTT AGA CAT ATG GTT TTT CAC TGA pACT1-EHD3-GFP fusion
21 IF_GFPEHD3trunc_r ACT CAA TAC AAC
IF_pSSU1EHD3_f ¢¢é°‘ f‘chg gg /SI /f‘c?gAG GGC CCTTAAAAAATG |\ £1ip3. EHD3-fragment for
pEHD3-EHD3-GFP Fusion
22 [IF EHD3 r TTT ATT TGT AGG TAA TCC CAT TTG ATG
F End3GEP TTA CCT ACA AAT AAA ATG TCT AAA GGT GAA
- - GAATTGTTC AC GFP-fragment for pEHD3-EHD3-
TAG GAA CTT CCT CGA GTT ATT TGT ACAATT | GFP fusion
23 |'F_GFPpSSUIr CAT CCA TAC CGT
IF_pSSU1HPD1_f AAA AGC TGG GTA CCG GGC CCATAT GCT CTA | 1ypp. P 1- fragment for pHPD1-
GAGCTGATAGACG HPD1-GFP fusion
24 [F HPDIiGFP r TTC ACC TTT AGA CAT TTT TCT TTT GAC ATC
GFP f ATG TCT AAA GGT GAA GAA TTG TTC AC
F_GFPOSSUL TAG GAA CTT CCT CGA GTT ATT TGT ACA ATT g,’:,’z‘]fﬂasigge”t for pHPD1-HPD1-
25 - - CAT CCA TAC CGT
HPD1 5 Apal 1 for GGG CCC ATA TGC TCT AGA GCT GAT AGA CG
26 [\r GrPoSSUT T TAG GAA CTT CCT CGA GTT ATT TGT ACAATT | pHPD1-HPD1-GFP strain control
- - CAT CCA TAC CGT
EHD3 5 Apal for GGG CCC AAT GTT GTA GGG CAA ACC AGG :
2T | \F_GFPRSSU1 r TAG GAA CTT CCT CGA GTT ATT TGT ACA ATT péggéigﬁg?ggf;g?rc%?::L?I
- - CAT CCA TAC CGT P

“ Cleavage sites for the restriction enzymes Apal, Xhol, Sacl, or SacIl and the InFusion recombination sites are highlighted in boldface.
® Description of the application for which the primer pairs were used.
¢ Two independent deletion cassettes were required to delete the first and second allele of HPD1.
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fusions with the enhanced green fluorescent protein (GFP)
were generated. Two kinds of independent constructs were
generated as follows: (i) complete open reading frames together
with their natural promoter fused with GFP and (ii) for Ehd3p a
GFP fusion of an N-terminal fragment comprising the first 48
amino acids (144 bp) under control of the constitutively active
actin promoter pACTI. All constructs contained the SATI
resistance marker and replaced one wild-type allele in strain
SC5314. Primer pairs for generating PCR fragments are listed in
Table 1, and fusion of fragments was performed from 15-bp
overlaps. To enable homologous integration into the respective
locus, GFP constructs were flanked by the 5'- and 3’-flanking
regions that were also used to delete the respective gene in the
wild type. In brief, to generate the pEHD3-EHD3-GFP cassette,
PCR fragments were amplified with primer pairs 22 and 23. The
deletion plasmid for EHD3 was restricted with Apal and Xhol,
and the restriction fragment comprising the plasmid with the
SAT1 cassette and the 3'-flanking region were gel-purified. The
PCR products and the plasmid were fused using the In-Fusion®
HD cloning kit (Takara Bio Europe/Clontech). Similarly, the
pHPDI1-HPDI1-GFP cassette was generated with primer pairs
24 and 25 and fused with the respective Apal/Xhol-restricted
plasmid used for HPD1 deletion.

For constitutive expression of truncated N-terminal fragments,
pACTI was amplified with primer pair 19. The 144-bp EHD3 frag-
ment was generated with primer pair 21. The PCR fragments were
fused with the gel-purified Xhol-restricted EHD3 deletion plasmid
resulting in construct pACTI-EHD3, ;ormn- GFP. Transformation
cassettes were released by Apal/Sacl restriction and used for trans-
formation as described above. Transformants were checked by
PCR for the integration of the fusion constructs with the respective
primer pairs 26 and 27.

Fluorescence Intensity Levels, Staining of Mitochondria and
Fluorescence Microscopy—Fluorescence intensity from pEHD3-
EHD3-GFP and pHPDI-HPDI-GFP containing transformants
was determined from cell-free extracts of cells grown exponen-
tially on CMM with either glucose, acetate, valerate, or propionate
as carbon sources. In brief, cells of the untransformed wild type
and two independent transformants from each construct were
harvested, resuspended in 50 mm Tris/HCI, pH 8.0, with 150 mm
NaCland 10% glycerol, and disrupted in a speed mill. Protein con-
centrations of cell-free extracts were determined, and serial 2-fold
dilutions starting at 20 ug/100 wl were prepared in black 96-well
plates with transparent bottom (Nunc/Thermo Fisher Scientific).
GEP fluorescence was determined on a FLUOstar Omega Micro-
plate reader (BMG Labtec) with the following settings: bottom
reading, signal gain of 2100, excitation filter at 485 nm, emission
filter at 520 nm, scan matrix 5 X 5 with 15 flashes per scan point.
Fluorescence intensity values were exported to Microsoft Excel,
and wild-type background fluorescence from the respective
carbon sources and protein concentrations was subtracted
from values of the transformants. Intensities were normalized
to 1 ug/100 ul resulting in background-corrected relative fluores-
cence units/pg of protein. Mitochondria were stained by incubat-
ing cells for 30 min in the presence of MitoTracker Red 580 (Invit-
rogen) with subsequent washing in medium without MitoTracker.
Cells were mounted in ProLong Gold antifade reagent (Invitro-
gen), and microscopy was performed on a Zeiss AXIO Imager. M1
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under oil immersion with a Zeiss Plan-APOCHROMAT 100X
objective. Mitochondria were visualized by using filter set 14, and
GFP fluorescence was visualized by use of filter set 09. Images were
adjusted within the MetaMorph software (Molecular Devices),
and overlays were created by the “Overlay Images” tool.

Recombinant Production and Purification of Hpdlp in Esch-
erichia coli—The sequence of the HPDI gene (orf19.5565) was
obtained from the CGD website, and the translated open read-
ing frame was checked for a putative mitochondrial import
sequence by Mitoprot. A cleavage site was detected at amino
acid position 17 with a probability for mitochondrial import of
97%. Therefore, this sequence was omitted for recombinant
production in E. coli. For generating a version with an N-termi-
nal His tag, the gene was amplified from genomic DNA of SC5314
with oligonucleotides BamHI_HPD1_ATG_f(5'-GGA TCCACC
AATTACGGGTTT ATT GG-3') and Notl_HPD1_TAA_re (5'-
GCG GCC GCT TAT TTT CTT TTG ACA TCA ATT ACA
TC-3'), cloned in pJET1.2, and excised by BamHI + NotlI restric-
tion. The fragment was subcloned in a modified pET43 vector
in-frame with the His tag sequence (40, 41). For generation of a
version with C-terminal His tag, the gene excluding the mito-
chondrial import sequence and the terminal stop codon was
amplified with oligonucleotides IF_pet29HPD1_f (5'-aag gag
ata tac ata tgA CCA ATT ACG GGT TTA TTG GTT TG-3';
overhang in lowercase letters) and IF_pet29HPD1_r (5'-aca ggt
ttt cggatc cTT TTC TTT TGA CAT CAA TTA CAT CAC-3;
overhang in lowercase letters) and directly cloned by In-Fu-
sion® PCR cloning (Takara Bio Europe/Clontech) in an Ndel +
BamHI-restricted pET29a vector (Merck). Both expression
plasmids were used for transformation of E. coli BL21 Rosetta2
(DE3) cells (Merck). Protein production was induced either by
cultivation in Overnight Express Instant TB medium or in min-
imal M9 medium by the addition of 0.5 mm isopropyl 1-thio-3-
D-galactopyranoside at an OD, of 0.8. Additionally, incuba-
tion temperatures between 18 and 30 °C were tested. Cell
pellets were collected by centrifugation, resuspended in buffer
A (50 mm Tris/HCI, 150 mm NaCl, 10% glycerol, pH 8.0), and
disrupted by sonication. Lysates were cleared by centrifugation,
filtered over a filter with 0.45-um pore size, and loaded on a
nickel-Sepharose 6 Fast Flow (GE Healthcare) gravity-flow col-
umn (1-ml bed volume). After a stringency wash with 6 column
volumes of buffer B (buffer A + 30 mm imidazole), the protein
was eluted in buffer C (buffer A + 200 mm imidazole). Purity of
the proteins was checked by SDS-PAGE using NuPAGE BisTris
4-12% gradient gels (Invitrogen) in a MES-buffered running
system. Fractions were combined, concentrated, and desalted
by centrifugal filter devices (Merck). 50% glycerol was added,
and the protein was stored at —20 °C without significant loss of
activity. Protein concentrations were determined by use of the
protein assay kit from Bio-Rad using bovine serum albumin as
standard.

Enzyme Assays—All enzyme assays were performed at 22 °C
using a Lambda25 UV-visible spectrophotometer (PerkinElmer
Life Sciences). Citrate synthase and methylcitrate synthase
activity was determined from C. albicans cell lysates by detec-
tion of CoASH release using 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic
acid) as described previously (18). Hydroxypropionate dehy-
drogenase activity was determined by modification of a previ-
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ously described procedure (42). The standard assay contained
the following: 200 mm CHES, pH 9.5, 3 mm NAD, 36 mm 3-hy-
droxypropionate, purified enzyme and water to a final volume
of 1 ml. The reaction was initiated by the addition of 3-hydroxy-
propionate. The following alternative substrates replaced 3-hy-
droxypropionate in the standard assay: (S)-3-hydroxyisobu-
tyrate (10 mm), (R)-3-hydroxyisobutyrate (10 mm) and L-serine
(40 mm). NADP replaced NAD in the standard assay to inves-
tigate the cofactor specificity. EDTA was added at 5 mm prior to
addition of enzyme and substrate to test for metal dependence.
For determination of pH and buffer dependence, the following
buffers were used (all at 200 mm): Tris/HCI, pH 7.0, 8.0, and 9.0;
CHES, pH 9.0, 9.5, 10.0; potassium carbonate, pH 9.5, 10.0, 10.5;
glycine, pH 9.5, 10.0, 10.5; CAPS, pH 10.0, 10.5, 11.0. The K,,,
values were determined by varying the concentration of one
substrate, whereas that of the co-substrate was kept constant.
At least five different substrate concentrations were tested.
Data were plotted double reciprocally in Lineweaver-Burk dia-
grams, and K, values and maximum activities were calculated
by use of the Microsoft Excel software from the interception
points of y and x axis of a linear regression curve (R* values for
all regression curves were >0.95). Turnover numbers were cal-
culated assuming one active site per enzyme subunit. 3-Hy-
droxypropionate dehydrogenase from cell lysates of C. albicans
strains was determined in the standard assay with three repli-
cates from each strain and growth condition.

Sample Preparation for HPLC and GC/MS Analysis—Cells of
the C. albicans wild-type SC5314 and the hpdl mutant were
pre-grown at 30 °C and 200 rpm for 14 h in four cultures of 50
ml of YPD medium. Cells were collected by centrifugation for 5
min at 3000 X g and 4 °C, washed three times with PBS, and
finally resuspended in 5 ml of PBS. Samples of each strain were
pooled. For each strain, four cultures of 100 ml of CMM with 20
mM acetate and 20 mMm propionate as carbon sources were inoc-
ulated with the respective cell suspension to give an ODg, of
15. One culture was directly collected by a 5-min centrifugation
at4000 X gat4 °C. The other cultures were collected after 2, 4,
and 6 h. The OD,,, was again adjusted to 15 by dilution with
fresh medium, and 100-ml aliquots were used for further proc-
essing. After centrifugation, the supernatants were discarded,
and the cell pellets were directly frozen in liquid nitrogen and
stored at —80 °C until analyzed. Cells were thawed on ice and
resuspended in a minimal volume of 0.1 m HCl before they were
transferred to microtubes equipped with zirconia beads (0.5—
0.7 mm, Roth, Karlsruhe Germany). Cell disruption was carried
out using a speed mill (Analytik Jena, Jena, Germany) with three
disruption intervals of 2 min. Cells were cooled for 2 min on ice
between the intervals. Samples were centrifuged for 30 min at
12,000 X g and at 4 °C, and supernatants were either directly
used for HPLC analysis or further processed for GC/MS analy-
sis. The same procedure of sample preparation was followed for
the /ipd1 mutant when samples were prepared for NMR analy-
sis. However, only a 6-h time point was selected, and 20 mm
2-[*3C]propionate replaced the unlabeled propionate from
above. To process samples for GC/MS analysis, all chemical
reagents were of analytical grade. Methoxyamine hydrochlo-
ride and pyridine were purchased from Sigma. N-Methyl-N-
trimethysilyltrifluoroacetamide was purchased from Mach-
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erey-Nagel (Diiren, Germany). 3-Hydroxypropionic acid was
purchased from TCI (Zwijndrecht, Belgium). 50 ul of the
supernatant was transferred in a GC/MS glass vial and evapo-
rated to dryness under vacuum (Concentrator Plus, Eppendorf,
Hamburg). The sample derivatization was performed accord-
ing to the protocol of Roessner et al. (43) by adding 80 ul of
methoxyamine hydrochloride (2 g/100 ml in pyridine) and 80
wl of N-methyl-N-trimethysilyltrifluoroacetamide to the dried
sample. After each addition, a domestic microwave oven was
used for heating (270 watts for 5 min) (44). Control standards
were treated in an identical manner.

GC/MS, HPLC, and NMR Analyses—GC/MS analysis was
performed using a GC-QqQ-MS (Agilent 7890A, 7000 MS).
One pl of the sample was injected into a VF 5-ms column (30 m
with 5 m of EZguard, 0.25 mm inner diameter, and 0.25-um
film thickness, Agilent, Waldbronn, Germany). The injection
was performed in split mode (15:1), and the temperature of the
injector was set to 290 °C. The oven program started at 50 °C (2
min) and rose up with a rate of 10 °C/min to 320 °C (11 min).
Electron ionization was conducted at 70 eV, and data were col-
lected in full scan mode (72/z 30 — 600).

Quantification of 3-hydroxypropionate was performed using
an HPLC system (Jasco, Japan) equipped with a diode array
detector and a refractive index detector). Samples were chro-
matographed over an Aminex HPX-87H column (9 wm, 300 X
7.8 mm, Bio-Rad) with 0.005 m H,SO, as mobile phase. The
column temperature was 50 °C. The flow rate of the mobile
phase was set to 0.5 ml/min, and 50 ul of the sample was
injected. Quantification was achieved using external standard
calibration method.

NMR spectra were recorded at 300 K on a Bruker Avance III
500 spectrometer with methanol-d, as solvent and internal
standard. The "H NMR spectrum of 3-[2-'*C]hydroxypropi-
onic acid showed two signals at 2.50 ppm (2H, dt,J = 127.8, 6.3
Hz, H-2) and 3.80 ppm (2H, dt, /] = 6.3, 2.3 Hz, H-3), respec-
tively. The 'H-decoupled '*C NMR spectrum included reso-
nances at 38.2 ppm (carbon 2) and 58.9 ppm (carbon 3). A signal
for the quaternary carbon of the carboxylic acid function (car-
bon 1) was not detected, which is likely due to signal dispersion
caused by the homonuclear coupling to carbon 2.

Murine Model of Hematogenously Disseminated Candidiasis—
8-10-Week-old female BALB/c mice (18 —20 g; Charles River,
Germany) were used for the experiments. The animals were
housed in groups of five in individually ventilated cages and
cared for in strict accordance with the principles outlined in the
European Convention for the Protection of Vertebrate Animals
Used for Experimental and Other Scientific Purposes in com-
pliance with the German Animal Welfare Act. Protocols were
approved by the responsible Federal State authority (Thiirin-
ger Landesamt fiir Lebensmittelsicherheit und Verbrauch-
erschutz) and its ethics committee. C. albicans strains were
grown for 14 h at 30 °C, washed three times with PBS, and
adjusted to 2.5 X 10° cells/ml. Mice were challenged intrave-
nously on day 0 with 2.5 X 10* cfu/g body weight via the lateral
tail vein. The health status of the mice was examined at least
twice a day by a veterinarian. Body surface temperature and
body weight were recorded daily. Mice showing severe signs of
illness, like isolation from the group, apathy, hypothermia, and
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FIGURE 1. Propionate utilization by C. albicans. A, growth analysis of C.
albicans wild type on 5 mm glucose, 5 mm glucose + 50 mm acetate, and 5 mm
glucose + 50 mm propionate media. An arrow indicates the time point of total
glucose consumption in all cultures. In medium supplemented with acetate,
growth continues after glucose consumption. On medium supplemented
with propionate, a 20-h lag phase follows glucose consumption after which
biomass starts to increase. No further increase is observed from cultures
growing without acetate or propionate supplementation. Data points show
mean values with standard deviations from three independent cultures. B,
growth of C. albicans on 20 mm propionate as sole carbon source. Cells were
inoculated at high density, and aliquots were removed for propionate detec-
tion by HPLC analysis. C, HPLC-based determination of propionate consump-
tion from cultures shown in B. After 30 h, no residual propionate is detected
from the culture medium.

drastic weight loss, were euthanized by application of 200 ul of
ketamine hydrochloride (50 mg/ml). Gross pathological altera-
tions were recorded during necropsy.

RESULTS

Propionate Consumption by C. albicans—To test for the abil-
ity of C. albicans to utilize propionate, growth analyses were
performed. Of note, Saccharomyces cerevisiae is unable to uti-
lize propionate as the sole carbon source but metabolizes it via
the methyl citrate cycle in the presence of glucose (45). Because
of the phylogenetic relation between S. cerevisiae and C. albi-
cans, both belonging to the Saccharomycetales, we initially
monitored growth of the C. albicans wild-type strain SC5314
on glucose, glucose/acetate, and glucose/propionate medium
and simultaneously determined the consumption of glucose
(Fig. 1). As long as glucose was present in the culture media, no
difference among the three conditions was observed. After glu-
cose consumption, cells continued to grow in the presence of
acetate with only a short lag phase. In contrast, the adaptation
to propionate caused an interruption of cell growth for ~20 h,
after which an additional slight increase in biomass formation
was observed. This result shows that glucose is the preferred
carbon source and suppresses the use of alternative carbon
sources. However, after glucose depletion, both acetate and
propionate support growth, although the latter supports it only
to a limited extent. To confirm the utilization of propionate, we
inoculated C. albicans in a medium with propionate as the sole
carbon source and monitored growth and propionate con-
sumption. As indicated in Fig. 1, the slow increase in biomass
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was accompanied by the consumption of propionate. Thus, C.
albicans utilizes, albeit at low rates, propionate as sole carbon
source and does not require the co-metabolism of glucose.

Utilization of Methyl Citrate Cycle or Methylmalonyl-CoA
Pathway in C. albicans—To identify genes involved in propio-
nyl-CoA degradation, we first screened the genome for genes
coding for enzymes of the methyl citrate cycle. For this analysis,
the methylcitrate synthases Cit3p from S. cerevisiae (46) and
McsA from A. fumigatus (20) served as templates. Analysis
revealed the sole presence of the putative citrate synthase Citlp
(0rf19.4393), but no additional methylcitrate synthase. To
check for a specific methylisocitrate lyase, Icl2p from S. cerevi-
siae (30) and MclA from A. fumigatus (25) were used as tem-
plates, but they only revealed the phylogenetically closely
related isocitrate lyase Icllp (orf19.6844) from C. albicans (4,
11, 25). When the putative methylcitrate dehydratase from S.
cerevisiae (accession number NP_015326) or A. fumigatus
(accession number EDP47611) was used for BLASTP analyses,
no homologue was detected in the C. albicans genome. To ver-
ify the absence of methyl citrate cycle activity in C. albicans,
strain SC5314 was grown on glucose or propionate containing
media and tested for citrate and methylcitrate synthase activity.
Specific citrate synthase activity on glucose was 0.5 units/mg,
whereas methylcitrate synthase activity was near the back-
ground level with ~1 milliunit/mg. On propionate, citrate syn-
thase activity increased to 5.1 units/mg, which is in agreement
with glyoxylate cycle induction on nonfermentable nutrient
sources (4, 9). However, methylcitrate synthase remained low
with ~6 milliunits/mg. Thus, the absence of genes specifically
contributing to a methyl citrate cycle in combination with the
lack of methylcitrate synthase activity on propionate indicates
that C. albicans does not utilize the methyl citrate cycle for the
degradation of propionyl-CoA.

To identify genes required for a functional methylmalonyl-
CoA pathway, we selected the essential coenzyme B,,-depen-
dent methylmalonyl-CoA mutase (23) for genome analyses.
Methylmalonyl-CoA mutases from different species are highly
conserved, and the enzymes from Homo sapiens (accession
number AAA59569), the bacterium Rhodobacter sphaeroides
(accession number ACJ71672), and the nematode Caenorhab-
ditis elegans (accession number CAA84676) display between 63
and 75% amino acid identity. However, no methylmalonyl-CoA
mutase was found in the C. albicans genome. It is therefore
unlikely that C. albicans uses the methylmalonyl-CoA pathway
for propionate degradation.

Two-dimensional Gel Proteomic Analyses for Identification of
Proteins Involved in Propionate Degradation—Because C. albi-
cans neither uses the methyl citrate cycle nor the methylmalo-
nyl-CoA pathway, an alternative pathway for propionyl-CoA
degradation was required. Because of the very long adaptation
phase of C. albicans to utilize propionate, we decided to per-
form proteomic analyses on cells actively growing on this
carbon source. To allow for a selection of proteins of inter-
est, we compared the protein spot pattern of propionate-
grown cells with those from cells grown on glucose and ace-
tate medium. We excised about 80 major protein spots from
each condition and focused especially on those proteins that
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FIGURE 2. Proteomic analysis of protein extracts from C. albicans wild
type cultivated on glucose, acetate, or propionate medium. Protein
extracts were prepared from cells in the exponential growth phase and sep-
arated by two-dimensional gel electrophoresis. Major or unique spots from
different conditions were analyzed by MALDI-TOF-MS analysis. Proteins
assigned to catabolic processes by GO term analyses (see also Table 2) are
highlighted and marked by numbered 7-33. Details on all proteins identified
can be found in supplemental Table S1.

were apparently unique or highly abundant under the
respective conditions (Fig. 2).

Among the ~250 spots analyzed, we identified 73 different
proteins (supplemental Table S1). This low number was mainly
due to post-translational modifications that led to multiple
identifications of the same protein from different spots on one
gel. 33 of these proteins were assigned to catabolic processes of
primary carbon metabolism by GO-term analyses and are
shown in Table 2. Among these, 15 proteins were identified from
all three growth conditions and were associated with central met-
abolic pathways such as acetyl-CoA metabolism, fermentation,
glycolysis, and the citric acid cycle. Additionally, a dihydrolipoam-
ide-containing dehydrogenase subunit was found, which is part of
several dehydrogenase complexes in central metabolic pathways.
There were nine proteins that were detected from acetate and pro-
pionate but not from glucose-grown cells. These proteins were
specific for acetate metabolism, the glyoxylate cycle, the pen-
tose phosphate pathway, and -oxidation. Moreover, a protein,
which is proposed to be associated with valine metabolism, was
identified. Finally, we also detected proteins that were unique to
specific growth conditions. On glucose, two subunits of the
pyruvate dehydrogenase complex were identified, indicating a
higher abundance of this complex during growth on glucose.
On acetate, the acetyl-CoA synthetase Acslp and enzymes of
the citric acid cycle were identified, which indicates an
increased turnover of metabolites via this pathway and is in
agreement with activity of the glyoxylate cycle for anaplerosis of
oxaloacetate. On propionate, a putative fumarate reductase was
identified that is difficult to assign a specific function without
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further investigation. Additionally, two enzymes of the B-oxi-
dation, namely the bifunctional enoyl-CoA hydratase/hy-
droxyacyl-CoA dehydrogenase Fox2p and the main 3-ketoacyl-
CoA thiolase Potlp (14), were identified. Taken together,
enzymes involved in B-oxidation of fatty acids were highly
abundant in cells grown on propionate, which implies that pro-
pionyl-CoA might enter the B-oxidation pathway for further
degradation.

Selection of Target Genes for Knock-out Experiments—As
mentioned previously, a pathway for propionyl-CoA degrada-
tion via a modified B-oxidation pathway has been suggested for
plants (31), some insects (32), some bacteria (33, 47), and a
relative of C. albicans, which is C. rugosa (34, 35). Based upon
substrate labeling studies, possible reactions leading to the key
intermediate 3-hydroxypropionate and, eventually, to acetate
or acetyl-CoA formation have been postulated. Additional
information on the enzymes involved in these reactions is,
however, lacking, although candidate genes have been pro-
posed for the plant Arabidopsis thaliana (31) as indicated in
the scheme in Fig. 3. Based on our proteomics experiment
and genome analyses, we speculated on the respective can-
didates in C. albicans.

While entering the B-oxidation pathway, propionyl-CoA
becomes oxidized to acrylyl-CoA, which could be performed by
one of the fatty acyl-CoA oxidases. A likely candidate from our
analyses was Pox1-3p, because it was identified from acetate-
and propionate-grown cells. However, an involvement of other
isoenzymes cannot be excluded. Subsequently, a hydration of
acrylyl-CoA leads to the formation of 3-hydroxypropionyl-
CoA. Because there is only a single peroxisomal bifunctional
enoyl-CoA hydratase/hydroxyacyl-CoA dehydrogenase pres-
ent in the genome of C. albicans (1315, 48), it is extremely
likely that this step is performed by Fox2p. In addition, Fox2p
was identified as a highly abundant protein in propionate-
grown cells. However, if Fox2p is involved in this reaction, it
needs to release 3-hydroxypropionyl-CoA rather than convert-
ing it to 3-ketopropionyl-CoA, which does not belong to the
assumed intermediates of a 3-hydroxypropionate pathway (31,
32). In contrast, removal of hydroxypropionyl-CoA to a differ-
ent compartment such as the mitochondria followed by the
action of a thioester hydrolase would lead to the formation of
3-hydroxypropionate. Although we did not identify a respec-
tive protein in our proteomic approach, we used the proposed
A. thaliana candidate proteins (31) as template for genome
analyses. Indeed, we were able to identify Ehd3p as a putative
candidate in C. albicans, which has been predicted as a
hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase with putative mitochondrial
localization. 3-Hydroxypropionate could then undergo a dehy-
drogenase reaction to malonate semialdehyde, and a candidate
from our analyses was the protein encoded by orf19.5565 that
had been annotated as a putative 3-hydroxyisobutyrate dehy-
drogenase from valine metabolism. In agreement with a puta-
tive mitochondrial localization of Ehd3p, the protein encoded
by orf19.5565 also contains a putative mitochondrial import
sequence and was detected from acetate and propionate grown
cells. Finally, it has been assumed that additional dehydrogen-
ase reactions convert malonate semialdehyde to either malo-
nate with subsequent decarboxylation to acetate or via a coen-
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Proteins with the GO-term “carbon metabolism” from proteomic analyses of glucose-, acetate-, or propionate-grown cells
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For a complete list of all proteins identified and their respective scores from analysis refer to supplemental Table S1.
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FIGURE 3. Scheme of the modified B-oxidation pathway via 3-hydroxy-
propionate. Candidate genes predicted for the plant A. thaliana (31) are
shown on the left side and candidate genes for C. albicans on the right side of
the pathway. Propionyl-CoA enters the B-oxidation pathway and is oxidized
to 3-hydroxypropionyl-CoA. This intermediate exits the -oxidation pathway
by hydrolysis of the CoA ester and is further oxidized to either acetate or
acetyl-CoA.

zyme A-acylating aldehyde dehydrogenase directly to acetyl-
CoA. At least one additional dehydrogenase would be required
for these reactions, and we identified Ald6p, an enzyme with a
putative mitochondrial localization, from acetate- and propi-
onate-grown cells. Furthermore, Ald5p that does not display a
sequence for mitochondrial import was present under all con-
ditions. Both aldehyde dehydrogenase candidates displayed
49.6 and 51.6% identity to the putative A. thaliana candidate
At2g14170. The conversion of propionyl-CoA to acetate or
acetyl-CoA would subsequently require the glyoxylate bypass
for gluconeogenesis, and in agreement, isocitrate lyase and
malate synthase were found in both acetate- and propionate-
grown cells.

In summary, a complete set of enzymes required for propio-
nyl-CoA degradation via a modified B-oxidation pathway is
present in C. albicans, and most of the candidates were identi-
fied from propionate-grown cells. However, because several of
the proteins were not specifically produced in the presence of
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FIGURE 4. Growth analysis of C. albicans wild type and deletion mutants
on solid media containing different carbon sources. Serial dilutions (10° to
10" cells/spot) were used for inoculation, and plates were incubated at either
30 or 37 °C. The scheme on top denotes the order of strains on all plates. Lane
1, SC5314 wild-type strain; lane 2, homozygous fox2 deletion strain; lane 3,
homozygous ehd3 deletion strain; lane 4, homozygous hpd1 (orf19.5565)
deletion strain; lane 5, homozygous ald5 deletion strain; lane 6, homozygous
aldé6 deletion strain; lane 7, homozygous mutant with ald5 and ald6 deletions;
lane 8 homozygous triple mutant with deletion of the ketoacyl-CoA thiolases
pot1,fox3, and pot13. Strains complemented on one allele showed no altered
phenotype in comparison with the wild type (data not shown).

propionate, but also on acetate, their in vivo contribution to
propionyl-CoA degradation remained to be elucidated. For this
purpose, we investigated previously generated fox2 and 3-keto-
acyl-CoA thiolase mutants (14) for their contribution to propi-
onate metabolism. Furthermore, we generated homozygous
mutants of ehd3, orf19.5565, ald5, ald6, and a double knock-
out of ald5 and ald6 for phenotypic characterization.

Selection of Carbon Sources for Characterization of Mutant
Strains—The genes from the selection above were deleted in
the background of the C. albicans SC5314 wild-type strain uti-
lizing the re-usable SAT1 flipper cassette (39). To characterize
these mutants, seven different solid media were used in a
screening approach (Fig. 4). All strains were analyzed for their
growth behavior on YPD and glucose medium as positive con-
trols. Furthermore, we tested growth on the carboxylic acids
acetate, propionate, butyrate, valerate, and hexanoate. Acetate
does not require the B-oxidation pathway, because its activa-
tion directly results in a single acetyl-CoA unit. Butyrate and
hexanoate require one or two rounds of (3-oxidation to yield
two and three units of acetyl-CoA, respectively. Finally,
although propionate might not require a complete round of
B-oxidation, but branches into a modified B-oxidation path-
way, valerate contains five carbon atoms and could first
undergo one complete cycle of “normal” B-oxidation that leads
to the formation of acetyl-CoA and propionyl-CoA. For the
breakdown of the latter, the modified B-oxidation pathway
would also be required.



Phenotypic Characterization of the B-Oxidation Mutants
fox2 and potl/potl3/fox3—As expected, a fox2 mutant (lane 2
in Fig. 4) and the triple 3-ketoacyl-CoA thiolase potl/poti3/
fox3 mutant (lane 8 in Fig. 4) displayed no growth defects on
YPD and glucose medium (14) but showed reduced growth on
the nonfermentable carbon source acetate. Although a B-oxi-
dation pathway is not required on acetate, studies on a fox2
mutant showed that peroxisomal morphology is altered, which
negatively affects the glyoxylate cycle (15). The same could be
true for the 3-ketoacyl-CoA thiolase triple mutant. Both
mutants were also defective in utilization of butyrate, valerate,
and hexanoate that require the B-oxidation pathway. However,
the fox2 mutant was completely unable to grow on propionate,
whereas growth of the triple 3-ketoacyl-CoA thiolase mutant
was similar to that on acetate. This indicates that Fox2p is an
essential enzyme required for propionyl-CoA degradation,
which is in agreement with the modified 3-oxidation pathway.
Furthermore, a branch in the B-oxidation pathway at the level
of Fox2p would also avoid action of the 3-ketoacyl-CoA thio-
lases, which is in agreement with the observed phenotype.
Thus, Fox2p but none of the 3-ketoacyl-CoA thiolases appears
essential for propionyl-CoA degradation.

Phenotypic Characterization of the ehd3 Mutant—Ehd3p
displays 33.2% identity and 53% similarity to the putative
hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase CHY1 from A. thaliana
(accession number Q9LKJ1) and was therefore selected as a
candidate gene involved in a modified B-oxidation pathway.
Furthermore, Ehd3p is also 37.7% identical (54.4% similarity) to
the human hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase (accession num-
ber NP_055177), which has been shown to be highly active with
3-hydroxypropionyl-CoA as substrate (49). Therefore, we spec-
ulated that Ehd3p might perform the hydrolysis of 3-hydroxy-
propionyl-CoA, and we speculated for a growth defect on pro-
pionate and valerate but not on the other carbon sources tested.
In agreement, the esd3 mutant displayed no growth defect on
YPD, glucose, butyrate (lane 3 in Fig. 4) or the amino acid valine
(Fig. 5C). The latter finding was unexpected, because classic
valine degradation produces 3-hydroxyisbutyrate and propio-
nyl-CoA as intermediates (50, 51). Some growth inhibition was
observed on acetate and hexanoate, but this was more pro-
nounced at elevated temperatures than at 30 °C. Interestingly,
reduced growth on hexanoate could be complemented by car-
nitine supplementation (data not shown). The most striking
effects of the esd3 mutant were observed on valerate and pro-
pionate, where growth was nearly completely abolished and
could not be restored by the addition of carnitine (data not
shown). Additionally, growth of the esd3 mutant was also com-
pletely abolished in liquid medium (Fig. 5A4). This is in accord-
ance with an essential role of Ehd3p in the hydrolysis of 3-hy-
droxypropionyl-CoA to provide 3-hydroxypropionate for
subsequent enzymatic reactions. Furthermore, from the inabil-
ity to grow on valerate, we speculated that accumulating 3-hy-
droxypropionyl-CoA could cause toxic effects on Fox2p.

Growth of the esd3 mutant on butyrate was not affected and
on acetate and hexanoate only slightly affected. This indicates that
Ehd3p is not essential for B-oxidation or growth on acetyl-CoA
units. In contrast, valerate must first undergo one B-oxidation
cycle leading to acetyl-CoA and propionyl-CoA. Although this
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FIGURE 5. Growth analysis of wild type, A/Ahpd1 (hpd1) mutant, and
A/Aehd3 (ehd3) mutant on liquid media and on valine-containing solid
media. A, growth of wild type, hpd1 deletion mutant, and ehd3 deletion
mutant on propionate and valerate medium. The hpd1 mutant shows some
initial biomass formation on propionate, but growth is completely abolished
at later time points. On valerate, the mutant shows a decreased growth rate
and reduced final biomass. The ehd3 deletion mutant only reveals very lim-
ited growth aftera 15-20-h lag phase and is unable to grow on valerate. Mean
values from three independent parallel cultures are shown. B, growth of the
ehd3 deletion mutant and its complemented strain in comparison with the
wild type on mixed carbon sources. Although the mutant is able to grow at a
reduced rate in the presence of acetate with propionate, no growth is
observed when butyrate is supplemented with propionate. Mean values from
three independent parallel cultures are shown. C, growth analysis on valine-
containing solid media. The homozygous ehd3 and hpd1 deletion mutants
show no altered growth phenotype in comparison with the wild type.

acetyl-CoA could be sufficient for energy metabolism and biomass
formation, the esd3 mutant was completely blocked on valerate,
implying that accumulating hydroxypropionyl-CoA could specif-
ically inhibit subsequent B-oxidation cycles at the level of
Fox2p. To test this hypothesis, we incubated the esd3 mutant
and the wild type on acetate/propionate and on butyrate/pro-
pionate medium. As expected from an inhibition of Fox2p, no
growth was observed for the e/d3 mutant on butyrate/propio-
nate medium (Fig. 5B), whereas growth on acetate/propionate
medium was only slightly inhibited (Fig. 5B). This agrees with a
specific inhibitory effect of 3-hydroxypropionyl-CoA on fatty
acid degradation and its minor toxicity toward general acetyl-
CoA metabolism. In summary, Ehd3p seems responsible for
hydroxypropionyl-CoA hydrolysis, and the protein appears
essential for the proposed modified B-oxidation pathway. Fur-
thermore, the inability to efficiently remove hydroxypropionyl-
CoA seems to cause a metabolic intoxication toward fatty acid
degradation.

Phenotypic Characterization of the orfl9.5565 Mutant—The
protein encoded by orf19.5565 was detected by proteomic anal-
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yses and had been annotated as a putative 3-hydroxyisobutyrate
dehydrogenase from valine catabolism, whereby enzymatic
characteristics had not yet been determined. However, 3-hy-
droxyisobutyrate dehydrogenases from Pseudomonas putida
(42) and Bacillus cereus (52) had been shown to be also active as
3-hydroxypropionate dehydrogenases. Thus, we expected that
a deletion of orf19.5565 might affect growth on propionate and
valerate but not on any of the other carbon sources tested.
Indeed, growth of the mutant (lane 4 in Fig. 4) on YPD, glucose,
acetate, butyrate, and hexanoate was indistinguishable from
that of the wild type. Furthermore, growth on valine (Fig. 5C)
was not affected, implying a different pathway for valine degra-
dation in C. albicans. However, consistent with a contribution
in propionyl-CoA degradation, colony formation on propio-
nate was no longer observed, and growth on valerate was
strongly reduced. Additionally, when tested in liquid cultures,
the mutant only revealed some initial growth on propionate
that was due to minor amounts of ethanol from the vitamin
mix. After this consumption, further growth was completely
abolished. Additionally, although the mutant was able to grow
on valerate, growth and total biomass formation were reduced.
This indicates that orf19.5565 is essential for propionyl-CoA
degradation and might indeed act as a 3-hydroxypropionate
dehydrogenase.

Phenotypic Characterization of ald5 and ald6 Mutants—The
two aldehyde dehydrogenases Ald6p and Ald5p were identified
from our proteomic approach (Table 2). Because 3-hydroxy-
propionate dehydrogenase would lead to the formation of mal-
onate semialdehyde, further degradation requires at least one
additional oxidation to form either malonate with a subsequent
decarboxylation to acetate or a one-step reaction, in which
acetyl-CoA is produced. The latter reaction has been described
for methylmalonate-semialdehyde dehydrogenases (acylating
CoA) from Bacillus subtilis (53, 54) and, most strikingly, from
rat liver (EC 1.2.1.18, accession number Q02253) (55, 56) to
which Aldép displays 50.6% identity. In contrast, identity of
Ald5p to the rat liver enzyme was only 29.1%. This made Ald6p
a likely candidate for the proposed enzymatic reaction.

A deletion of ALDS5 (Fig. 4, lane 5) reduced growth on propi-
onate especially at elevated temperatures, but growth on valer-
ate was similar to that of the wild type. This indicates that Ald5p
might contribute to but is not essential for degradation of pro-
pionyl-CoA. Further analyses revealed that Ald5p seems gen-
erally required for growth on amino acids, but this was not
followed in detail. In contrast to the ald5 mutant, the ald6
mutant (Fig. 4, lane 6) revealed growth defects on propionate
and valerate similar to the ehd3 and orfl9.5565 mutant,
whereas colony formation on all other media tested appeared
virtually unaffected. Thus, Ald6p might indeed act as an alde-
hyde dehydrogenase converting malonate semialdehyde to
acetyl-CoA. Additionally, as indicated for Ehd3p and the pro-
tein encoded by orf19.5565, Ald6p also possesses a putative
mitochondrial localization signal. Therefore, production of
mitochondrial acetyl-CoA allows further oxidation via the cit-
ric acid cycle. Interestingly, a double mutant deleted in ald5 and
ald6 (Fig. 4, lane 7) also showed growth defects on glucose,
acetate, and butyrate medium, implying that at least one of
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FIGURE 6. Analysis of HPD1-GFP and EHD3-GFP fusion strains. A, fluores-
cence intensity of the HPD1-GFP fusion under control of its natural HPD1 pro-
moter (pHPDT). Background fluorescence from the wild type has been sub-
tracted, and values are given as relative fluorescence units/ug of total protein
(RFU/pg). Data represent mean values from two independent transformants
measured in at least three serial dilutions. Error bars indicate standard devia-
tions. EHD3-GFP fusion strains showed no fluorescence above background
levels and are not depicted. B, fluorescence microscopy of a representative
pHPD1-HPD1-GFP fusion strain grown in the presence of propionate. Mito-
chondria were stained with MitoTracker Red. C, subcellular localization of GFP
fused with an N-terminal fragment of Ehd3p under the control of the consti-
tutively expressed actin promoter pACT1 (pACT1-EHD3-GFP). Mitochondria
were stained with MitoTracker Red.

these dehydrogenases is also required for other metabolic pro-
cesses independent of propionyl-CoA degradation.
Subcellular Localization of Ehd3p and Hpd1lp—In silico anal-
yses by Mitoprot detected putative signal peptides for Ehd3p
and Hpd1p comprising the first 24 (Ehd3p) or 16 amino acids
(Hpd1p). For both proteins the probability for import was pre-
dicted as >95%. Thus, we assumed a transport of 3-hydroxy-
propionyl-CoA to the mitochondrial compartment, which
might relieve inhibition of Fox2p by this CoA ester. To confirm
the subcellular localization of Ehd3p and Hpd1p and, addition-
ally, to analyze the induction of gene expression on propionate,
we generated HPDI and EHD3 fusions with enhanced GFP
under control of the respective natural promoter. In both cases,
the reporter constructs replaced one allele of the respective
gene in the wild type. Gene expression was analyzed by deter-
mination of background-corrected fluorescence intensities
from cell-free extracts of transformants grown on glucose, ace-
tate, valerate, or propionate medium (Fig. 6). An increase in
fluorescence was clearly detected for the HPDI-GFP fusion on
propionate and, to a lesser extent, on valerate and acetate but
not on glucose (Fig. 6A). Differential staining of mitochondria
from propionate-grown HPDI-GFP fusion cells with Mito-
Tracker confirmed a co-localization of GFP fluorescence with
the mitochondrial network (Fig. 6B). In contrast, fluorescence
intensities of EHD3-GFP fusions did not significantly exceed
the wild-type background levels regardless of the applied
growth condition (data not shown). This implies a general low
expression of EHD3 under its natural promoter, which is in
agreement with the lack of Ehd3p from our proteomics analy-
ses. However, low abundance of this putative 3-hydroxypropio-
nyl-CoA hydrolase might be required to avoid unspecific
hydrolysis of related CoA esters such as acetyl-CoA or malonyl-
CoA, which is in agreement with an inability to produce a full-
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for the indicated time points. C, GC-MS analysis of 3-hydroxypropionate accumulation from cell-free extracts of the hpd1 mutant (left) and wild type (right)

cultivated for the indicated time points on valerate.

length Ehd3p under control of the actin promoter (data not
shown). To confirm that not only Hpd1p but also Ehd3p local-
izes to mitochondria, we selected the first 48 amino acids of
Ehd3p for a GFP fusion under the control of the actin promoter
pPACT1I. The construct replaced one wild-type allele in SC5314
and revealed GFP fluorescence co-localizing with the Mito-
Tracker (Fig. 6C). Thus, Ehd3p and Hpdlp contain functional
mitochondrial import signals supporting a relocation of the
modified B-oxidation from peroxisomes to mitochondria.
Detection of 3-Hydroxypropionate—All our mutant analyses
corroborated the proposed metabolism of propionyl-CoA via a
modified B-oxidation pathway in which 3-hydroxypropionate
is formed as a key intermediate. Therefore, we aimed at the
identification of 3-hydroxypropionate from the orf19.5565
mutant. We first cultivated the wild type and the orf19.5565
mutant on a medium containing acetate and propionate to
allow for growth of both strains. After 6 h, cells were harvested
and lysed, and extracts were analyzed by GC/MS analysis using
authentic 3-hydroxypropionate as internal standard. Indeed,
3-hydroxypropionate was detected from the extract of the
mutant (Fig. 7). To determine the production of 3-hydroxypro-
pionate in more detail, we quantified the production of 3-hy-
droxypropionate from a defined number of mutant and wild-
type cells. For this purpose, both strains were pre-grown on
YPD medium and shifted to acetate/propionate medium at
high cell density. Samples were removed after 0, 2, 4, and 6 h,
adjusted to the same optical density, and applied to the prepa-
ration of cell-free extracts. These extracts were subjected to
analytical HPLC. The amount of 3-hydroxypropionate was
quantified from the peak area around 15.5 min with authentic
3-hydroxypropionate as standard. Results revealed that up to
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4 h no 3-hydroxypropionate was detectable in the wild type,
whereas after 6 h a total amount of 2 umol of 3-hydroxypropi-
onate was detected from the cell extract. For the mutant, 3-hy-
droxypropionate was undetectable directly after the shiftat 0 h,
but levels strongly increased to 16 umol at 2 h, 27 umol at 4 h,
and 41 pumol at 6 h (Fig. 7). Similarly, when wild type and
mutant were incubated on valerate, the mutant, but not the
wild type, showed a time-dependent accumulation of 3-hy-
droxypropionate as determined by GC/MS analysis (Fig. 7).
These data confirmed the following: (i) 3-hydroxypropionate is
produced during growth on nutrient sources that support pro-
pionyl-CoA formation, and (ii) the protein encoded by
orf19.5565 most likely acts as a 3-hydroxypropionate dehydro-
genase. Subsequently, orf19.5565 was therefore referred to as
Hpdlp.

To further confirm that that the observed 3-hydroxypropi-
onate directly derives from propionate, we shifted the mutant
to a medium containing 20 mm acetate and 20 mm 2-['2C]pro-
pionate, harvested cells after 6 h, prepared cell-free extracts,
and isolated 3-hydroxypropionate by HPLC. The concentrated
fraction was subsequently analyzed by NMR spectroscopy. Its
"H NMR spectrum (Fig. 8) revealed the presence of an AX sys-
tem consisting of two methylene groups. The corresponding
protons were vicinally coupled as indicated by their coupling
constants and homonuclear correlation spectroscopy. Further-
more, it was evident that the methylene signal in the higher field
was significantly split due to heteronuclear coupling to an adja-
cent 13C atom (J = 127.8 Hz).

Recombinant Production and Characterization of Hpdlp—
Accumulation of 3-hydroxypropionate in the /pdI (orf19.5565)
mutant showed that the protein is directly involved in the conver-
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sion of this intermediate. Still, substrate specificity and turnover
rate of 3-hydroxypropionate remained unknown. Thus, we pro-
duced a recombinant protein for biochemical characterization. To
this end, we first replaced the N-terminal mitochondrial import
sequence with a His tag and used a pET-vector expression system.
Unfortunately, most of the protein produced in E. coli ended up
in inclusion bodies. The soluble fraction purified by nickel-che-
late chromatography yielded an enzyme of only about 20%
purity with co-purification of several fragments that may have
resulted from premature transcription termination. Therefore,
aversion with the C-terminal His tag was constructed. Again,
asignificant proportion of the protein was found in inclusion
bodies, but a larger fraction remained soluble, and purifica-
tion via nickel-chelate affinity chromatography resulted in a
protein of about 90-95% purity as judged by SDS-PAGE
analysis (Fig. 94).

For biochemical characterization, we studied pH and buffer
dependence of the enzymatic reaction, tested several different
substrates, and determined K, values for the assumed main
substrates. First, we evaluated the effect of different buffers on
enzymatic activity using 3-hydroxypropionate as a substrate
(Fig. 9B). Similar to bacterial B-hydroxyisobutyrate dehydroge-
nases (42), an alkaline pH was strongly required for activity.
However, a strong dependence on the buffer system was also
observed. Thus, CHES buffer at pH 9.5 turned out to be the
optimal buffer with only slightly decreased activities at the sur-
rounding pH values of 9.0 and 10.0, and all subsequent analyses
were performed using this buffer. Investigations on substrate
specificity and specific activity (Table 3) revealed that 3-hy-
droxypropionate served as substrate supporting highest turn-
over rates, followed by L-serine, (S)-B-hydroxyisobutyrate, and
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(R)-B-hydroxyisobutyrate. Although the additional methyl
group in the hydroxyisobutyrate isomers negatively affects the
maximum turnover rate, it may enhance the substrate binding.
The K, values were lowest for (S)-B-hydroxyisobutyrate fol-
lowed by (R)-B-hydroxyisobutyrate, 3-hydroxypropionate, and
L-serine. Furthermore, the K,, value for NAD was 10 times
lower with (S)-B-hydroxyisobutyrate than with 3-hydroxypro-
pionate. Notwithstanding that the catalytic efficiency was high-
est with (S)-B-hydroxyisobutyrate, the activity as 3-hydroxy-
propionate dehydrogenase must play an essential role under in
vivo conditions, because deletion of spd1 led to an accumula-
tion of 3-hydroxypropionate. Further characterization also
showed that the enzyme was strictly dependent on the cofactor
NAD, because no activity was observed when NADP was used
as acceptor for reducing equivalents. EDTA added at concen-
trations of up to 5 mm did not affect enzymatic activity, indicat-
ing that catalysis does not require metal ions.

Contribution of Hpd1p to 3-Hydroxypropionate Dehydrogen-
ase Activity in C. albicans—To confirm that Hpd1p is the major
enzyme catalyzing the oxidation of 3-hydroxypropionate in C.
albicans, we cultivated the wild type, the ipd1 deletion mutant,
and a strain complemented on one HPDI allele on glucose,
acetate, propionate, and valerate medium. To avoid substrate
limitation or the production of acetate during growth on glu-
cose, the strains were pre-cultivated on YPD medium, washed,
and transferred for 6 h to glucose and 8 h to the other carbon
sources. Activity determinations from cell-free extracts (Table
4) revealed that no activity was detected when cells were shifted
to glucose, which is in agreement with results from the GFP
fusion constructs and our proteome analyses, in which Hpd1p
was not detected. Furthermore, although the homozygous dele-
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FIGURE 9. Purification and pH dependence of recombinant purified Hpd1p from C. albicans. A, SDS-PAGE analysis. Lane M, molecular mass marker; lane 1,
cell-free extract; lane 2, column flow-through; lane 3, wash fraction; lanes 4 -6, elution fractions. B, buffer and pH dependence of recombinant Hpd1p. Highest

activity is observed in a range between pH 9.5 and 10.0 with CHES buffer.

TABLE 3
Biochemical characteristics of recombinant purified C. albicans Hpd1p
All values were determined at 22 °C in CHES buffer, pH 9.5.

Substrate A, pec (€xp)” A,pe. (theo)” K,, K., ap) kool K
units/mg units/mg mM mm st M ts™!
3-Hydroxy-propionate 40.7 (@36 mm) 47.40 5.37 0.22 30.97 5.77 X 10°
(S)-B-Hydroxyisobutyrate 3.62 (@10 mm) 3.79 0.13 0.02 2.48 1.91 X 10*
(R)-B-Hydroxyisobutyrate 1.85 (@10 mm) 2.00 0.58 ND“ 1.31 2.26 X 10°
L-Serine 5.16 (@30 mm) 14.40 46.7 ND“ 9.41 2.02 X 10%

“ Maximum-specific activities as determined experimentally at given substrate concentrations are shown in parentheses.

® Theoretic maximum-specific activities as deduced from Lineweaver-Burk diagrams.

¢ Turnover numbers were calculated assuming one active site per subunit, a molecular mass of 39.2 kDa for the recombinant enzyme, and using the theoretical maximum

activity value.
“ND = not determined.

TABLE 4

3-Hydroxypropionate dehydrogenase activity of wild type, A/Ahpd1
mutant, and complemented strain (Ahpd1/HPD1)

Cultures were pregrown on YPD and shifted for 6 h to glucose and 8 h to acetate,

valerate, or propionate medium. Activities are given in milliunits/mg, and mean
values from three determinations with standard deviation are shown.

Strain Glucose Acetate Propionate Valerate
Wild type 12+13 95.0*9.7 2301=*319 61.0*89
A/Ahpdl 00 0.2 0.3 1110 0+0
Ahpdl/HPDI 01 *02 369 *34 1207 *6.3 523+ 11.1

tion mutant showed no activity above background levels under
any of the applied conditions, the wild type and the comple-
mented mutant revealed activity in the order propionate > ace-
tate > valerate, similar to the results obtained from the GFP
fusion construct of Hpd1p (Fig. 6A4). The induction on acetate
and propionate additionally agrees with the identification of
Hpd1p from these carbon sources by proteome analyses. Addi-
tionally, a gene dosage effect was observed for the comple-
mented mutant that revealed lower Hpd1p activities compared
with the wild type. These data clearly indicate that Hpd1p is the
major 3-hydroxypropionate dehydrogenase in C. albicans, and
accumulation of 3-hydroxypropionate in /pd1 mutants is due
to lack of this activity.

Contribution of Hpdlp to Virulence in a Murine Model of
Systemic Candidiasis— Although deletion of HPDI only caused
minor growth defects under in vitro conditions, the inability to
yield energy and building blocks from propionyl-CoA degrada-
tion reduced growth speed and maximum biomass yield in the
presence of nutrient sources that support propionyl-CoA for-
mation. Therefore, we were interested whether deletion of
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HPD1 reduces virulence in a murine model of systemic candi-
diasis, which could indicate that propionyl-CoA is an interme-
diate from the utilization of host-provided nutrients. Hence, we
selected the wild-type SC5314, the homozygous hpdI deletion
strain, and a strain complemented on one allele for systemic
mouse infection. As shown in Fig. 10, virulence of the hpd1
mutant was strongly attenuated. Wild type and complemented
mutant showed similar virulence, in which 90-100% of mice
succumbed to infection within 14 days. In contrast, mice
infected with the ipd1 mutant showed a strongly delayed pro-
gression of infection and only 30% of mice succumbed to infec-
tion within the 21-day observation period. This indicates that,
at least in a systemic bloodstream infection model, C. albicans
utilizes nutrients that lead to the production of propionyl-CoA,
which requires the modified B-oxidation pathway for further
utilization.

DISCUSSION

In this study, we aimed at the identification of the metabolic
processes that enable C. albicans to utilize propionyl-CoA. This
was of special interest, because studies on other pathogenic
fungi, e.g. A. fumigatus, have shown that accumulating propio-
nyl-CoA disturbs primary metabolism (20) and attenuates vir-
ulence (22). Therefore, it had been assumed that interruption of
propionyl-CoA metabolism might provide a suitable target for
new antifungal compounds. The methyl citrate cycle is com-
mon in Ascomycota such as Aspergillus species (19, 20), Fusar-
ium species (57, 58), and the yeast S. cerevisiae (30, 46). Further-
more, genes encoding enzymes of the methyl citrate cycle have
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FIGURE 10. Murine infection model of disseminated candidiasis. BALB/C
mice (n = 10 mice per strain) were infected intravenously with 2.5 X 10* cfu/g
of body weight of the hpd1 mutant, the wild type (WT), or the reconstituted
mutant (HPD1C). Survival was monitored over a period of 21 days, and data
are shown as Kaplan-Meyer plots. The hpd1 mutant reveals a significantly
attenuated virulence (p < 0.01) compared with the wild type and the recon-
stituted mutant as calculated by the Log-rank (Mantel-Cox) test of the
GraphPad Prism 5 software.

also been detected in Basidiomycota (25), which led to the
assumption that this pathway is the general mechanism by
which fungi degrade propionyl-CoA. However, exceptions for
use of a modified B-oxidation pathway had been proposed for
C. rugosa and Candida catenulata (34). However, although
3-hydroxypropionate accumulation had been described for C.
rugosa (35), the enzymes involved in propionate metabolism
had not been characterized.

As shown by our analyses, C. albicans neither possesses
genes of a methyl citrate cycle nor of the methylmalonyl-CoA
pathway. It thus appeared likely that propionyl-CoA metabo-
lism in C. albicans could occur via a modified B-oxidation path-
way. To test this hypothesis, we initially conducted microarray
analyses (data not shown) to identify metabolic genes induced
in the presence of propionate compared with those on acetate.
Because of the long adaptation phase of C. albicans toward
propionate, it was difficult to identify suitable time points for
comparative analyses. Early time points of up to 4 h mainly
revealed responses pointing to nutrient starvation and stress
adaptation without a clear picture on the induction of genes
from primary metabolism (data not shown). Therefore, we per-
formed proteome analyses and focused on the major proteins
and proteins that were found on one but not the other carbon
source. This approach allowed the identification of several pro-
teins that were responsible for propionyl-CoA degradation,
underlining the power of proteomics in the analysis of new
metabolic pathways.

Propionyl-CoA first enters the B-oxidation pathway as
shown by the deletion of the marker gene FOX2 that encodes
the sole peroxisomal enoyl-CoA hydratase/hydroxyacyl-CoA
dehydrogenase in C. albicans (13, 14, 48). Fox2p performs two
consecutive reactions in the oxidation of fatty acids, namely the
hydration of an enoyl-CoA and a subsequent dehydrogenase
reaction. Because a mutant defective in all ketoacyl-CoA thio-
lases only showed a moderate growth defect on propionate sim-
ilar to that observed on acetate (14), we conclude that propio-
nyl-CoA degradation branches at the first part of the Fox2p
reaction, which is the formation of 3-hydroxypropionyl-CoA
from acrylyl-CoA.
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To avoid accumulation of toxic 3-hydroxypropionyl-CoA, it
has been proposed that the CoA ester is hydrolyzed (31, 32).
Interestingly, our analyses showed that this reaction seems to
occur within mitochondria and not in peroxisomes as proposed
for plants (31), because our candidate protein Ehd3p localized
to mitochondria. For the transport of 3-hydroxypropionyl-CoA
to mitochondria, a carnitine shuttle system would be required,
because the inner mitochondrial membrane is impermeable for
peroxisomal/cytoplasmic CoA esters (60). This transport could
be performed by the putative carnitine:acylcarnitine antiporter
Crclp, which is very similar to the acyl-carnitine transporter
AcuH (61) from A. nidulans (55.6% identity) which was previ-
ously shown to be present in the mitochondrial membrane (62).
Furthermore, Cat2p (also called Ctn2p), a peroxisomal and
mitochondrial carnitine acyltransferase (63, 64), was detected
from acetate- and propionate-grown cells (supplemental Table
S1), indicating that the required machinery for the transport of
3-hydroxypropionyl-CoA is present. Carnitine acyltransferases
perform reversible reactions. Although acyl-CoA esters are
transformed into carnitine esters in the cytoplasm and peroxi-
somes, the back-reaction is performed by the same enzyme in
mitochondria (60). Interestingly, C. albicans contains three
carnitine acyltransferase isoenzymes with overlapping func-
tion, and virulence studies showed no defects of single or dou-
ble deletion mutants (64). However, no triple mutant or a
mutant defective in the transporter gene CRCI has been con-
structed and tested for virulence as yet. Thus, a single carnitine
acyltransferase might be sufficient for hydroxypropionyl-CoA
transport.

Accumulation of 3-hydroxypropionyl-CoA seems to cause
toxic effects as deduced from analyses of the esd3 mutant. Pro-
pionate addition to the esd3 mutant inhibited growth on all
fatty acids, but not on acetate, leading to the speculation that
3-hydroxypropionyl-CoA competitively blocks the dehydro-
genase function of Fox2p. However, despite its contribution to
propionyl-CoA degradation, it should also be noted that Ehd3p
was annotated as an enzyme with 3-hydroxyisobutyryl-CoA
hydrolase activity, which is required, at least in mammals, for
the degradation of the amino acid valine (65). Studies on puri-
fied 3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase from rat liver have
shown that the enzyme is also highly active with 3-hydroxypro-
pionate (66), which made it conceivable that C. albicans Ehd3p
could act on valine and propionyl-CoA catabolism. However,
deletion of EHD3 did not affect growth on valine. This implies
that either a second 3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase is spe-
cifically involved in valine metabolism or that valine catabolism
in C. albicans proceeds via a different pathway. Our preliminary
results point to a mechanism of valine metabolism that is rem-
iniscent of that in the plant A. thaliana. Here, mutations in the
hydroxyisobutyryl-CoA hydrolases (ciyl mutant) showed
increased sensitivity toward propionate and isobutyrate but not
to valine. In contrast, feeding studies with labeled valine
revealed that the labeling pattern of valine was subsequently
found in leucine, which indicates that valine is first converted to
leucine prior to its degradation (31). Analyses on a C. albicans
leu]l mutant, which is defective in the putative 3-isopropyl-
malate dehydratase, confirmed the expected leucine auxotro-
phy, but the mutant was also unable to grow in the presence of



valine.? Further studies will be performed to analyze valine deg-
radation in C. albicans in more detail.

The identification of the key intermediate 3-hydroxypropi-
onate in C. albicans provided substantial support for the pres-
ence of a modified B-oxidation pathway. In this study, we were
able to show that the previously uncharacterized orf19.5565
(now named HPDI) encodes a 3-hydroxypropionate dehydro-
genase, which accumulates 3-hydroxypropionate from propio-
nate and the odd-chain fatty acid valerate. Interestingly, similar
to Ehd3p, Hpd1p was also annotated as a putative enzyme from
valine metabolism by acting as a 3-hydroxyisobutyrate dehy-
drogenase. Our analyses on recombinant Hpd1p confirmed a
maximum substrate turnover with 3-hydroxypropionate. The
accumulation of 3-hydroxypropionate in the pdI mutant and
the lacking dehydrogenase activity in this mutant under induc-
ing conditions confirms its essential contribution to propionyl-
CoA degradation. Furthermore, as observed for the ehd3
mutant, the ipd1 mutant showed no growth defect in the pres-
ence of valine implying the following: (i) Hpd1p may have spe-
cifically adapted from valine degradation to serve for a modified
B-oxidation pathway, and (ii) valine degradation in C. albicans
does not proceed via the classical valine degradation pathway.
Therefore, our analysis describes the first characterization of a
eukaryotic 3-hydroxypropionate dehydrogenase that is specif-
ically adapted to a modified B-oxidation pathway for propionyl-
CoA degradation. Nevertheless, we cannot exclude that a
homologue from C. rugosa had been purified in a previous
investigation (67). C. rugosa had been cultivated on isobutyrate
with the aim to identify a 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase.
A respective enzyme was purified, but activity was only tested
with the substrates (S)- and (R)-3-hydroxyisobutyrate. Protein
or gene sequences had not been determined. Thus, it cannot be
excluded that the C. rugosa enzyme also acts as a 3-hydroxypro-
pionate dehydrogenase. In agreement with this assumption, it
should be noted that Hpdlp is conserved in all yeasts of the
CUG clade. However, an orthologue is not found in the genome
of S. cerevisiae. Bakers’ yeast metabolizes propionyl-CoA via
the methyl citrate cycle (30, 46) and does not require Hpd1p
for a modified B-oxidation pathway. Furthermore, the valine
degradation pathway in this yeast has not been explored, but
it could also proceed via leucine. This would make Hpdlp
dispensable.

The putative aldehyde dehydrogenase Ald6p seems to per-
form the final step in the conversion of propionyl-CoA to
acetyl-CoA for several reasons. (i) Deletion of ALD6 caused
growth defects on carbon sources that lead to propionyl-CoA.
(ii) Ald6p is >40% identical to bacterial methylmalonate semi-
aldehyde dehydrogenase and >50% identical to the methylma-
lonate semialdehyde dehydrogenase from rat liver, and these
enzymes have been shown to produce acetyl-CoA from malo-
nate semialdehyde (53-56). (iii) Similar to other enzymes of the
modified B-oxidation pathway, Aldép also seems to localize to
the mitochondria. Thus, acetyl-CoA is formed in mitochondria
and allows direct oxidation via the citric acid cycle for energy
production. This mitochondrial localization also causes a prob-

3 C. Otzen, B. Bardl, I. D. Jacobsen, M. Nett, and M. Brock, unpublished data.
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lem that may explain the very long adaptation time and low
growth rate of C. albicans on propionate, whereas a good
growth support is observed on valerate. Genome analyses imply
that C. albicans neither possesses an ATP:citrate lyase, nor a
citrate lyase. Mitochondrial acetyl-CoA is hence trapped in this
compartment and cannot be used for gluconeogenic and bio-
synthetic purposes. In contrast, metabolism of valerate pro-
duces one peroxisomal (by normal B-oxidation) and one mito-
chondrial (by modified B-oxidation) acetyl-CoA. Because the
peroxisomal glyoxylate cycle can generate oxaloacetate, energy
gain in mitochondria and biomass production from peroxi-
somes is balanced. At this point, it remains open to which
mechanism cytoplasmic acetyl-CoA or oxaloacetate can be
produced during growth on propionate as the sole carbon
source. Probably, the putative fumarate reductase is involved in
this process which was found to be highly abundant only in
propionate-grown cells. Further studies are required to eluci-
date its contribution in detail. Nevertheless, concerning the
conversion of propionyl-CoA to acetyl-CoA, candidates for all
key enzymes required for the branch in the modified B-oxida-
tion pathway (Ehd3p, Hpd1p, and Ald6p) have been identified
by our analyses.

Finally, we performed virulence studies using the hpdI
mutant as a marker for propionyl-CoA degradation. Our anal-
yses clearly indicate a contribution of this enzyme to virulence
implying that propionyl-CoA is generated during the infection
process. However, it needs to be investigated whether the
sources of propionyl-CoA are amino acids or other com-
pounds, such as cholesterol, as speculated for the pathogenic
bacterium Mycobacterium tuberculosis (59, 68). However, the
reduced virulence of a C. albicans mutant defective in propio-
nyl-CoA metabolism implies that the modified B-oxidation
pathway could provide a target for new antifungal compounds.
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Diskussion

8 Diskussion

8.1 Unterschiede des Propionatkatabolismus von S. cerevisiae und
C. albicans

Der Abbau von Propionyl-CoA verlauft in S. cerevisiae und C. albicans Uber ganzlich
verschiedene Stoffwechselwege. Diese unterscheiden sich bezuglich ihrer jeweiligen
Kompartimentierung und, insbesondere, in den beteiligten Enzymen und
Intermediaten.

S. cerevisiae benutzt den Methylcitratzyklus zum Abbau von Propionyl-CoA zu
Pyruvat (Abb. 7). Dieser Stoffwechselweg ist in den Mitochondrien lokalisiert und
katalysiert eine dem Citratzyklus und Glyoxylatzyklus analoge Reaktionsfolge
(Graybill, Rouhier, Kirby, & Hawes, 2007; Luutik et al., 2007; Jia, Becam, & Herbert,
1997). Im Gegensatz zu filamentésen Ascomyceten, welche CUber den
Methylcitratzyklus verfigen, kann S. cerevisiae Propionat nur im Co-Metabolismus
mit Glucose als Kohlenstoffquelle nutzen (Brock, & Buckel, 2004; Verduyn et al.,
1990). Die Aktivitdt des Methylcitratzyklus korreliert dabei positiv mit der
Propionatkonzentration des Kulturmediums. Betragt die Steigerung der
Propionatkonzentration mehr als 10 mM, flhrt dies jedoch zum Absterben der Kultur.
(Verduyn, Postma, Scheffers, & van Dijken, 1990). Diese Beobachtungen spiegeln
wahrscheinlich den erhéhten Influx von Propionséaure und der damit verbundenen
Stdérung von Protonengradienten, sowie die nachteilige Wirkung von Intermediaten
des Methylcitratzyklus auf den Primarstoffwechsel wieder. Beispielsweise flhrt die
mitochondriale Akkumulation von Propionyl-CoA nachweislich zur Hemmung des
Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes und der Succinyl-CoA Synthetase (Brock &
Buckel, 2004). AuBerdem hemmt Methylcitrat die Citratsynthase, die Aconitase und
die Isocitrat-Dehydrogenase (Cheema-Dhadli, Leznoff, & Halperin, 1975). C. albicans
verwendet mit der modifizierten B-Oxidation einen alternativen Weg zum Abbau von
Propionyl-CoA (Abb. 8). Dieser Weg beinhaltet einen peroxisomalen und einen
mitochondrialen Ast. Der peroxisomale Ast beinhaltet mit Fox2p ein Schliissel-Enzym
der B-Oxidation und dient der Umwandlung von Propionyl-CoA zu 3-
Hydroxypropionyl-CoA. Der mitochondriale Ast verfligt Gber Enzyme zur Oxidation
des 3-Hydroxypropionyl-CoA zu Acetyl-CoA und CO.. Er beginnt mit der Hydrolyse

des CoA-Esters durch die putative Acyl-CoA-Hydrolase @ CaEhd3p.
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PEROXISOM 20z capoxtp 2 CaAcdosp 2
CaPxp2p ? CaPox1-3p ?
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Acyl, ,-CoA 3-Hydroxy-Acyl-CoA
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i g
=
Glyoxylat- . .g
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Abbildung 8: Schematische Ubersicht der modifizierten B-Oxidation. Die modifizierte B-Oxidation
verbindet peroxisomale Enzyme der B-Oxidation (CaAcd99p,CaPox1p, CaPox1-3p, CaPxp2p,
CaFox2p) und mitochondriale Enzyme (CaEhd3p, CaHpd1p, CaAld6p) in einem Stoffwechselweg zum
Abbau von Propionyl-CoA (schwarze Pfeile). Die peroxisomale B-Oxidation dient dem Abbau von
Fettsuren zu Acetyl-CoA. Acetyl-CoA geht anschlieBend in den Glyoxylatzyklus ein um zu Succinat
aufgebaut zu werden. Succinat gelangt in die Mitochondrien und wird Uber den Citratzyklus in Malat
umgewandelt, welches anschlieBend der Gluconeogenese im Cytosol zugefihrt wird (grauen Pfeile).
Die Fragezeichen kennzeichnen Enzyme mit experimentell unbestatigten Funktionen. Gestrichelte
Pfeile markieren hypothetischen intrazelluldren Metabolitfluss.
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3-Hydroxypropionat wird anschlieBend durch die spezifische 3-Hydroxypropionat-
Dehydrogenase CaHpd1p zu Malonatsemialdehyd oxidiert. Letzteres wird schlieBlich
durch die Aldehyd-Dehydrogenase CaAld6ép in Acetyl-CoA und CO, gespalten
(Otzen et al., 2014). Welche Konsequenzen sich aus den unterschiedlichen Wegen

des Propionatabbaus ergeben, soll im Folgenden néaher analysiert werden.

8.2 Effekte der Kohlenstoffquellen Propionat und Valerat auf das

Wachstum von C. albicans
Wachstumsversuche ergaben, dass C. albicans Propionat in hohen Konzentrationen
als einzige Kohlenstoffquelle nutzen kann und daher unabhangig von Glucose
assimiliert. Allerdings unterscheidet sich C. albicans Wachstumsverhalten beziglich
der verfligbaren Propionyl-CoA-erzeugenden Kohlenstoffquellen.
Stehen C. albicans sowohl Glucose als auch Propionat als Kohlenstoffquellen zur
Verflgung, so zeigt sich ein diauxisches Wachstumsverhalten, wobei zuerst Glucose
und anschlieBend Propionat assimiliert wird. Allerdings durchlauft die Kultur nach
dem Verbrauch von Glucose eine ca. 15 Stunden wahrende Adaptionsphase bevor
das exponentielle Wachstum erneut beginnt. Interessant ist die Beobachtung, dass
C. albicans wahrend der Adaptionsphase bereits Propionat aus dem Kulturmedium
aufnimmt aber nicht sofort zum Wachstum nutzen kann (Otzen et al., 2014). Eine der
moglichen Erklarungen fur dieses Phanomen ware die toxische Wirkung schwacher
Sauren auf den Metabolismus. Diese Wirkung beruht auf dem Einstrom von Protonen
die mit der Aufnahme von schwachen S&uren einhergeht. Da der pH-Wert des
verwendeten Kulturmediums 6,5 betrug, wird Propionat aufgrund seines pKs-Wertes
von 4,87 in dissoziierter Form vorgelegen haben. Wahrscheinlich wird es daher Gber
einen membranstandigen Protonen-Symporter von der Zelle aufgenommen (Casal et
al., 1996; Cassio, Leao, & van Uden, 1987). Undissoziiertes Propionat kann zudem
frei Uber die Zell- und Organellenmembranen diffundieren und im Cytoplasma
dissoziieren. Dieser Einstrom von Protonen fihrt zum Absinken des cytosolischen
pH-Wertes, welcher mit der Beeintrachtigung der enzymatischen Funktionen dort
lokalisierter Enzyme einhergeht. Die Zelle ist daher gezwungen Energie zur
Aufrechterhaltung der pH-Homdostase aufzuwenden, was zu einer Entkopplung
anaboler und kataboler Prozesse fuhrt (Abbott et al., 2007; Verduyn et al., 1990;
Warth, 1988). Die lange Anpassungsphase kdnnte daher der Gewahrleistung der pH-
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Homdostase dienen, bevor C. albicans das aktive Wachstum einleiten kann.

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Tatsache, dass die modifizierte B-Oxidation von
Propionat lediglich mitochondriales Acetyl-CoA erzeugt. Da die Mitochondrien-
Membran fir CoA-Ester undurchlassig ist, steht dort lokalisiertes Acetyl-CoA weder
dem Glyoxylatzyklus noch der Gluconeogenese oder der Fettsduresynthese zur
Verflgung (Kénigshoff & Brandenburger, 2012). Dagegen liefert die B-Oxidation
ungeradzahliger Fettsduren neben Propionyl-CoA auch peroxisomales Acetyl-CoA.
Dies kann entweder den anaplerotischen Zwecken des Glyoxylatzyklus dienen oder
Uber das Carnitin-Acetyl-Transport-System der Fettsduresynthese im Cytosol
zugefthrt werden (Kornberg & Krebs, 1957; Strijbis & Distel, 2010; Zhou & Lorenz,
2008). Dieser Umstand erklart —moglicherweise das  unterschiedliche
Wachstumsverhalten auf Propionat im Vergleich zu der Propionyl-CoA-erzeugenden
Fettsaure Valerat. Auf den Wechsel einer C. albicans-Kultur von Glucose zu Valerat
als Kohlenstoffquelle folgt eine klrzere, 10-stindige, Adaptionsphase. Der
wesentliche Unterschied zur Propionat-Kultur betrifft jedoch die finale Zelldichte.
Wéhrend Propionat héchstens eine Verdreifachung der Zelldichte bewirkte, erhéhte
sich diese durch Valerat ca. 30-fach (Otzen et al., 2014).

Die Fahigkeit von C. albicans Propionat dennoch als Kohlenstoffquelle zu nutzen
lasst allerdings auf einen alternativen Weg zum Transport von mitochondrialem
Acetyl-CoA ins Cytosol schlieBBen, der spater diskutiert wird.

Ein weiteres Problem ergibt sich aus der Translokation von Propionyl-CoA aus dem
Cytosol in die Mitochondrien. Der Transport Uber einen Carnitin-Shuttle ist
unidirektional und es fehlen Enzyme zum Abbau von Propionyl-CoA innerhalb der
Mitochondrien (Kénigshoff & Brandenburger, 2012). Deshalb wiirde Propionyl-CoA in
der mitochondrialen Matrix akkumulieren und die respirativen und anabolen
Funktionen des Citratzyklus behindern. Dieser Fall kénnte durch unspezifische
Transportprozesse des Acetyl/ Carnitin-Transport-Systems herbeigefiihrt werden.
Bisher ist jedoch nicht bekannt, ob dieser Fall unter entsprechenden
Wachstumsbedingungen tatsachlich eintritt oder ob cytosolisches Propionyl-CoA
nach seiner Bildung Uber einen spezifischen Acyl/ Carnitin-Transporter in die

Peroxisomen beférdert und der modifizierten 3-Oxidation zugefiihrt wird.
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8.3 Potentielle Auswirkungen einer peroxisomalen Akkumulation
von Propionyl-CoA auf den Metabolismus und die Virulenz von

C. albicans
Propionyl-CoA wirkt in hohen Konzentrationen hemmend auf verschiedene Enzyme
des Primarmetabolismus und fuhrt zur Senkung der Virulenz des humanpathogenen
Ascomyceten Aspergillus fumigatus (lbrahim-Granet et al, 2008). In dazu
durchgefihrten Untersuchungen wurde eine intrazellulare Anreicherung von
Propionyl-CoA durch die Deletion des Gens fiir die Methylcitratsynthase beobachtet.
Die  Methylcitratsynthase ist das Schlisselenzym des mitochondrialen
Methylcitratzyklus, welcher der Umwandlung von toxischem Propionyl-CoA zu
Pyruvat dient (Brock & Buckel, 2004; Brock et al., 2000; Ibrahim-Granet et al., 2008;
Maerker et al., 2005; Piper et al., 2001; Zhang et al., 2004) In C. albicans wird durch
die Kompartimentierung der modifizierten p-Oxidation die Bildung von
mitochondrialem Propionyl-CoA reduziert. Dadurch werden mitochondriale Enzyme
vor der hemmenden Wirkung von Propionyl-CoA geschtzt. Propionyl-CoA entsteht
stattdessen im Cytosol oder in den Peroxisomen. Ersteres geschieht durch die
Aktivierung von Propionat zum CoA-Ester und Letzteres durch den Abbau
ungeradzahliger Fettsduren Gber die B-Oxidation (Berg et al., 2007;van den Berg et
al., 1996). Cytosolisches Propionyl-CoA wirde nach seiner Bildung wahrscheinlich
Uber einen Acyl/ Carnitin-Transporter in die Peroxisomen beférdert und der
modifizierten B-Oxidation zugeflhrt werden (Strijbis et al, 2009). Um eine
Akkumulation von Propionyl-CoA zu erreichen misste hier wahrscheinlich eine der
Propionyl-CoA-Oxidasen deletiert werden, die Propionyl-CoA in Acrylyl-CoA
umsetzen. C. albicans besitzt insgesamt vier putative Enzyme mit Acyl-CoA-Oxidase-
Funktion: CaPox1p, CaPox1-3p, CaPxp2p und CaAcd99p. Eine phanotypische
Charakterisierung homologer Einzelmutanten der entsprechenden Gene zeigte
keinen Nachteil dieser Mutanten beim Wachstum auf Propionat-haltigen Nahrmedien,
dem hingegen ist die Herstellung einer homozygoten CaPOX1-3-Mutante bisher nicht
gelungen (Otzen et al., nicht dargestellte Daten). Dies mag zwar flr eine besondere
Funktion von CaPox1-3p sprechen, kann aber ohne biochemische Beweise nicht
direkt gefolgert werden. Im Hinblick auf die Erforschung entsprechender Genfamilien

in anderen Hefen (Candida tropicalis, Candida maltosa) ist es hingegen
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wahrscheinlich, dass die einzelnen Isoenzyme die spezifische Oxidation von
Fettsduren verschiedener Lange katalysieren. Allerdings waren auch redundante
Substratspezifitdten mdéglich (Hill, Boulay, & Rogers, 1988; Masuda, Park, Ohta, &
Takagi, 1995; Murray & Rachubinski, 1987; Okazaki et al., 1986; Okazaki, Tan,
Fukui, Kubota, & Kamiryo, 1987; Wang et al., 1999).

Wiirde die Deletion einer oder mehrerer der Acyl-CoA-Oxidasen in C. albicans zur
Akkumulation von Propionyl-CoA fiihren, kdnnte hierdurch ein Teil der verfligbaren
CoA-SH-Molekile gebunden und so anderen Stoffwechsel- und Transport-Prozessen
verloren gehen. Die Verflgbarkeit von CoA-Resten ist jedoch fiir zahlreiche
Zellprozesse von Bedeutung. Unter anderem fir die Bereitstellung von Acetyl-CoA
durch die B-Oxidation, welches fir die anaplerotische Funktion des Glyoxylatzyklus
benétigt wird. Dabei dienen CoA-Reste zur Aktivierung von Fettsduren, bevor diese
in die B-Oxidation eintreten. Wahrend der B-Oxidation selbst bedarf es pro Zyklus
eines weiteren CoA-Rests zur Abspaltung einer Acetyl-CoA-Einheit. Peroxisomales
Acetyl-CoA dient dem peroxisomalen Glyoxylatzyklus zum Aufbau des C4-Kérpers
Succinat. Succinat gelangt Uber einen spezifischen Transporter in die Mitochondrien.
Dort wird es von Enzymen des Citratzyklus in Malat umgewandelt und anschlieBend
ins Cytosol transportiert. Dort wird es in Oxalacetat umgewandelt und der
Gluconeogenese zugefuhrt. (Kornberg & Krebs, 1957; Lorenz & Fink, 2001, 2002;
Pallotta, Fratianni, & Passarella, 1999). Ein Mangel an verfligbaren peroxisomalen
CoA-Moleklilen  wirde  demnach den  Metabolitfluss  zwischen  den
Zellkompartimenten verringern und dadurch die anabolen Zellfunktionen der
Gluconeogenese und des Citratzyklus beeintrachtigen.

Die Deletion von Genen der B-Oxidation kdnnte auBerdem zu strukturellen
Veranderungen der Peroxisomen flhren, wie es bei einer Deletionsmutante der
Trans-2-Enoyl-CoA-Hydratase/ Epimerase CaFOX2 beobachtet wurde. Die
vergréBerten Peroxisomen dieser Mutante beschranken vermutlich den Transport
von Metaboliten des Glyoxylatzyklus Uber die Peroxisomen-Membran (Piekarska et
al., 2008). Diese Veranderung resultiert in einer generellen Stérung der Assimilierung
alternativer Kohlenstoffquellen. Folglich ist eine Cafox2A-Mutante nicht in der Lage
Acetat, Ethanol, Citrat, Glycerin oder Lactat zu verwerten. Diese Ergebnisse heben
die besondere Bedeutung des peroxisomalen Metabolismus hervor (Lorenz & Fink,
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2001; Piekarska et al., 2006; Ramirez & Lorenz, 2007). Dies spiegelt sich auch in der
Bedeutung des Glyoxylatzyklus und einer funktionalen p-Oxidation flr die
Etablierung systemischer Candidiasis im murinen Infektionsmodell wieder (Barelle et
al., 2006; Chabrier-Rosello, Foster, Mitra, & Haidaris, 2008; Lorenz & Fink, 2001;
Piekarska et al., 2008; Ramirez & Lorenz, 2007). Daher kdnnte eine Beeintrachtigung
des Propionatstoffwechsels durch einen Eingriff in den peroxisomalen Stoffwechsel
nicht nur direkt, sondern auch indirekt die Virulenz von C. albicans abschwachen.

8.4 CaOsm2p verbindet den Propionatmetabolismus mit Prozessen
der anaeroben Respiration

Mit Hilfe von 2D-Proteomanalysen konnten wir feststellen, dass die im Kulturmedium
verfigbare Kohlenstoffquelle die Auspragung des Proteoms in C. albicans
beeinflusst. Dabei verlieh die Expression spezifischer Enzyme zur Assimilierung der
jeweiligen Kohlenstoffquelle dem Proteom ein charakteristisches Muster. Der Einsatz
von Glucose als einziger Kohlenstoffquelle flihrte zur verstarkten Expression von
Enzymen des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes. Der Einsatz von Acetat fUhrte
dagegen zur verstarkten Expression von Enzymen des Acetatstoffwechsels und des
Citratzyklus. Zur Assimilierung von Propionat als einziger Kohlenstoffquelle werden
neben Enzymen der modifizierten B-Oxidation offenbar auch Enzyme der anaeroben
Atmung mit einbezogen, welche C. albicans mdglicherweise in die Lage versetzen
Fumarat anstelle von Sauerstoff als Elektronenendakzeptor der Respiration zu
verwenden. Als konkreter Hinweis darauf kdénnte das spezifische Auftreten der
putativen Fumaratreduktase CaOsm2p verstanden werden (Abb. 8) (Otzen et al.,
2014). Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen zur intrazelluldren Lokalisierung
der Enzyme CaHpd1p und CaEhd3p zeigten auBerdem, dass der C. albicans Wildtyp
SC5314 wéahrend der Assimilierung von Propionat, bei einer Exitation von 395 nm,
ein schwaches aber deutliches Fluoreszenzsignal im Emissions-Bereich von
ungefahr 500-550 nm erzeugt (Otzen et al.,, 2014; Otzen et al., nicht dargestellte
Daten). In diesen Bereich fallt auch das Emissions-Maximum des oxidierten FAD,
dem putativen CaOsm2p-Co-Faktor (Lu, Xun, & Xie, 1998). Daher kdnnte diese
Beobachtung als Indiz fiir eine CaOsm2p-Reduktase-Aktivitat interpretiert werden.
Die genauen Funktionen von CaOsm2p sind bisher unerforscht, es existieren jedoch
indirekte Hinweise auf eine Funktion im Energiestoffwechsel. Bei vergleichenden
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Proteomanalysen stellten Kusch et al. (2008) ein stark erhdhtes Vorkommen des
Enzyms wéahrend der stationaren Wachstumsphase einer aeroben C. albicans—Kultur
fest. Damit einhergehend findet offenbar ein Wechsel im Energiemetabolismus statt,
welcher durch die verstarkte Expression der NADP-abhangigen cytosolischen
Isocitrat-Dehydrogenase Caldp2p anstelle der NAD-abhangigen mitochondrialen
Isoenzyme Caldh1p und Caldh2p gekennzeichnet ist (Kusch et al., 2008).

Die CaOsm2p-Annotierung beruht lediglich auf Sequenzvergleichen mit S. cerevisiae
und blieb bisher experimentell unbestatigt (Braun et al., 2005; d'Enfert et al., 2005).
Die Fumaratreduktase-Aktivitdt der entsprechenden S. cerevisiae-Homologe
ScFrds1p (Yel047cp) und ScFrds2p (YjrO51wp) wurde jedoch nachgewiesen.
Demnach geht der gréBere Anteil der Gesamtaktivitdt auf das cytosolische Enzym
ScFrds1p zurlick. Das promitochondriale Isoenzym ScFrds2p tragt hingegen einen
essentiellen Teil zum anaeroben Wachstum auf Glucose bei (Arikawa, Enomoto,
Muratsubaki, & Okazaki, 1998; Muratsubaki & Enomoto, 1998). S. cerevisiae bildet
Promitochondrien unter anaeroben Bedingungen im Zuge der Repression des
oxidativen Katabolismus. Reduktionsdquivalente in Form von NADH sowie ATP
kénnten unter diesen Bedingungen durch den glykolytischen Abbau von Glucose
generiert  werden.  Promitochondrien  verfligen Uber keine funktionale
Elektronentransportkette zur Reduktion von NADH und zur ATP-Synthese. Die
Reoxidation von NADH geschieht stattdessen durch die Kopplung der NADH-
Oxidation mit der Reduktion der ScFrds2-Cofaktoren FAD oder FMN und der
anschlieBenden Reduktion des alternativen Elektronenakzeptors Fumarat. Dabei
wird Fumarat zu Succinat reduziert. Das in S. cerevisiae fir die FAD oder FMN-
Reduktion verantwortliche Enzym wurde bisher nicht identifiziert. AuBerdem tragen
wahrscheinlich weitere NADH-abhangige Enzyme und Prozesse dazu bei das
Redox-Gleichgewicht zu stabilisieren (Ansell, Granath, Hohmann, Thevelein, & Adler,
1997; Arikawa et al, 1998; Criddle & Schatz, 1969; Enomoto, Arikawa, &
Muratsubaki, 2002). Frihere Publikationen legten einen Zusammenhang zwischen
einem fehlenden ScFrds2p und verstarkter Sensitivitdt gegenltber hyperosmotischen
Bedingungen nahe. Jedoch handelte es sich bei dem untersuchten S. cerevisiae-

Stamm um eine Doppelmutante, welcher zusatzlich das Gen des Iso-1-Cytochrom ¢
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fehlte. In neueren Experimenten liel3 sich ein entsprechender Zusammenhang nicht
belegen (Arikawa et al., 1998; Singh & Sherman, 1978).

Diesen Daten zufolge beschrankt sich die CaOsm2-Funktion wahrscheinlich nicht auf
Prozesse der anaeroben Respiration. Stattdessen verhilft dieses Enzym C. albicans
mdglicherweise zur Anpassung an aerobe Wachstumsbedingungen, wie sie wahrend
der stationdaren Wachstumsphase oder dem Wachstum auf Propionat als einziger
Kohlenstoffquelle gegeben sind.

8.5 Der ungeklarte Mechanismus der Acetyl-CoA-Translokation aus
den Mitochondrien

Ein wichtiger Aspekt des Propionatmetabolismus ist sowohl fir S. cerevisiae als auch
far C. albicans nicht abschlieBend geklart. Die Endproduktie des Methylcitratzyklus
und der modifizierten B-Oxidation missen dem Anabolismus zugefihrt werden. Dazu
missten das Pyruvat aus dem Methylcitratzyklus und das Acetyl-CoA aus der
modifizierten B-Oxidation Uber die Mitochondrienmembran ins Cytosol gelangen. Da
die Pyruvat- und die Acetyl-CoA-Translokation jedoch unidirektionale
Transportprozesse darstellen, sind beide Intermediate in den Mitochondrien
eingeschlossen, sofern sie nicht in andere Substanzen umgewandelt und auf
alternativen Wegen ins Cytosol gelangen (Kdénigshoff & Brandenburger, 2012). In
S. cerevisiae kénnte Pyruvat aus dem Methylcitratzyklus durch den mitochondrialen
Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex in Acetyl-CoA umgewandelt und anschlieBend
dem Citratzyklus zugeflihrt werden. Cytosolisches Acetyl-CoA entstlinde dagegen
durch die Fermentation von Glucose. Dies ware eine Erklarung fur die Notwendigkeit
des Co-Metabolismus von Propionat und Glucose in dieser Hefe und entsprache
deren bevorzugt fermentativen Metabolismus (De Deken, 1966; Luttik et al., 2000;
Postma, Verduyn, Scheffers, & Van Dijken, 1989; Verduyn et al., 1990). Die
Tatsache, dass C. albicans jedoch Propionat als einzige Kohlenstoffquelle zum
Wachstum nutzen kann, weist auf einen alternativen Mechanismus zum Transport
von Acetyl-CoA ins Cytosol hin. Es ist naheliegend anzunehmen, dass
mitochondriales Acetyl-CoA in den Citratzyklus eingeht und folglich in Citrat
umgewandelt wird. Citrat kdnnte anschlieBend Uber einen Citrat-Malat-Antiporter ins
Cytosol gelangen. Dort misste Citrat durch eine ATP-Citrat-Lyase in Oxalacetat und
Acetyl-CoA gespalten werden um cytosolisches Acetyl-CoA zu gewinnen (Hynes &
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Murray, 2010). Jedoch verfliigen weder C. albicans noch S. cerevisiae Uber ein
solches Enzym.

Mdoglicherweise ist die putative CoA-Transferase CaAch1p an der Translokation von
Acetyl-CoA aus den Mitochondrien ins Cytosol beteiligt (Abb. 8). Carman et al.
(2008) vermuteten, dass CaAch1p die Hydrolyse des Acetyl-CoA-Esters mit der
Bildung von Acetyl-Carnitin verbinden konnte, lieferten dazu jedoch keine
experimentellen Beweise (Carman, Vylkova, & Lorenz, 2008). Wie bereits erwéhnt
gibt es zudem keine Hinweise auf einen Carnitin-abhangigen Transport-Prozess aus
der mitochondrialen Matrix ins Cytosol (Kénigshoff & Brandenburger, 2012). In
Wachstumsversuchen zur Charakterisierung einer Caach1-Deletionsmutante wurde
zwar eine Beeintrachtigung der Verwertung von Acetat und Ethanol festgestellt,
jedoch erzeugen diese Kohlenstoffquellen kein mitochondriales Acetyl-CoA, wie es
bei der Verwertung von Propionat oder ungeradzahligen Fettsduren der Fall ist
(Carman et al., 2008; Otzen et al., 2014). Daher ist die tatsdchliche Funktion von
CaAch1p und dessen Rolle fir den Acetatstoffwechsel in C. albicans bisher
ungeklart. Durch Studien an homologen Enzymen in Aspergillus nidulans und
S. cerevisiae ist es jedoch unwahrscheinlich, das Caach1p als Hydrolase von CoA-
Estern fungiert. Vielmehr ist eine Funktion als CoA-Transferase wahrscheinlich
(Fleck & Brock, 2009). Das entsprechende S. cerevisiae-Homolog dieses Enzyms
bildet Succinyl-CoA aus Succinat, wobei ein CoA-Rest von Acetyl-CoA Ubertragen
wird. Dadurch wird die zur Esterbildung aufgewendete Energie konserviert (Fleck &
Brock, 2009). In diesem Prozess kénnte ein etwaiger Mehrbedarf an Succinat zur
Aufnahme von CoA-Molekilen aus der Reduktion von Fumarat gedeckt werden. Mit
der putativen Fumaratreduktase CaOsm2p stiinde ein Enzym zur Katalyse dieses
Prozesses zur Verfigung (Abb. 8) (Otzen et al., 2014). Im Gegensatz zu Acetyl-CoA
kénnte Acetat die Mitochondrien-Membran Uberwinden. Zum einen kénnte dies durch
passive Diffusion geschehen, zum anderen durch aktiven Transport. Ob in
C. albicans ein entsprechender Acetat-Transporter zur Verfligung steht, ist allerdings
unbekannt. SchlieBlich muisste eine der Acetyl-CoA-Synthasen CaAcsip oder
CaAcs2p einen CoA-Rest auf Acetat Ubertragen, um cytosolisches Acetyl-CoA
herzustellen (Carman et al, 2008). In unseren 2D-Proteomanalysen wurde CaAcs2
unter allen getesteten Bedingungen, unabhangig von der Kohlenstoffquelle,
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detektiert. Dagegen konnte CaAcs1p lediglich dann im Proteom von C. albicans
nachgewiesen werden, wenn Acetat als Kohlenstoffquelle diente (Otzen et al., 2014).
Die vergleichende 2D-Proteomanalyse war jedoch auf besonders pragnante Protein-
Spots beschrankt, von denen einige durch MALDI-MS-Analyse nicht identifiziert
werden konnten. Es ist daher nicht auszuschlieBen, dass CaAcs1p auch im Proteom
von Zellen vorhanden war, die Gber Propionat als Kohlenstoffquelle verflgten.

8.6 C. albicans vermeidet die Bildung von Propionyl-CoA wahrend
des Aminosaurekatabolismus

In Wachstumsversuchen auf Festmedien wurde der C. albicans Wildtypstamm
SC5314 und Deletionsmutanten der modifizierten B-Oxidation (Cafox2A, Caehd3A,
cahpdi1A, Caald6A, Caald5A/ald6A), sowie der peroxisomalen B-Oxidation (Cafox2A,
Capot1A/Cafox3/Capot13A), auf ihre Fahigkeit zur Assimilierung von Aminoséauren
als alternativer Kohlenstoffquelle getestet. Deletionsmutanten der peroxisomalen [3-
Oxidation zeigten dabei Einschréankungen in der Assimilierung von Aminosauren als
alternativer Kohlenstoffquelle (Abb. 9). Dies bestatigt und erganzt die Beobachtung,
dass Stérungen der B-Oxidation die Assimilierung von alternativen
Kohlenstoffquellen behindern (Piekarska et al., 2008; Ramirez & Lorenz, 2007). Die
Deletion von spezifischen Genen der modifizierten B-Oxidation hat nach den
Ergebnissen der Wachstumsversuche keinen Einfluss auf die Assimilierung der
Aminosauren Methionin, Valin, Leucin und Isoleucin (Abb. 9) (Otzen et al, 2014).
Dies entspricht der Annahme, dass C. albicans Methionin, Valin und Isoleucin nicht in
Propionyl-CoA umwandelt, wie es bei Saugetieren der Fall ist (Abb. 3). S. cerevisiae
wandelt diese Aminosauren in Fuselalkohole um (Abb. 4). Da diese Fuselalkohole
anschlieBend sekretetiert werden, kann S. cerevisiae die genannten Aminosauren
zwar als Stickstoff- aber nicht als Kohlenstoffquelle nutzen (Berg et al., 2007;
Dickinson, 2000; Dickinson et al., 1997; Hazelwood et al., 2008; Perpéte et al.,
2006). Allerdings geben die vorliegenden Ergebnisse keine Anhaltspunkte flr die
Produktion von Fuselalkoholen durch C. albicans. Interessanterweise scheint es, als
kénnte C. albicans die getesteten Aminosauren sogar als Kohlenstoffquelle nutzen
(Abb. 9). In diesem Fall wiirden sich die entsprechenden Stoffwechselwege nicht nur

von denen in S. cerevisiae, sondern auch von denen in Sdugetieren unterscheiden.
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Abbildung 9: Wachstumstest zur Aminosdureassimilierung durch C. albicans. A)
Deletionsmutanten der peroxisomalen und der modifizierten $-Oxidation und einer Caald5A-Mutante.
B) Die rekonstituierten Deletionsmutanten entsprechen in ihrem Wachstumsverhalten dem C. albicans
WT
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Diesbezuglich lieferten Untersuchungen des anaeroben Bakteriums Clostridium
sporogenes und der Modellpflanze Arabidopsis thaliana Hinweise auf die
Interkonversion von Valin und Leucin. Demnach lieBe sich Valin prinzipiell in Leucin
umwandeln und anschlieBend zu Acetyl-CoA abbauen (Lucas, Filley, Erb, Graybill, &
Hawes, 2007; Monticello & Costilow, 1982). Allerdings sind nach unserer derzeitigen
Kenntnis keine alternativen Stoffwechselwege zur Umwandlung von Methionin und
Isoleucin in Acetyl-CoA beschrieben. Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang
der Einfluss der putativen Aldehyd-Dehydrogenase CaAld5p. Die Caald5A- und
Caald5A/ Caald6A-Deletionsmutanten zeigen ein vermindertes Wachstum, sofern
diese Uber Methionin, Valin, Leucin oder Isoleucin als einziger Kohlenstoffquelle
verfligen (Abb. 9). Das Restwachstum der Caald5A-Mutante beruht méglicherweise
auf anderen alternativen Kohlenstoffquellen, welche C. albicans aus dem Testagar
aufzunehmen vermag oder auf der Existenz von CaAld5p-Isoenzymen mit ahnlicher
Funktion. Daher kénnte CaAld5p mdglicherweise an einem Knotenpunkt des
Katabolismus der genannten Aminosauren fungieren. Verwendet man hingegen
Alanin als Kohlenstoffquelle, zeigt lediglich die Doppelmutante einen geringen
Wachstumsdefekt, welcher offenbar auf die CaALD6-Deletion zurlickzuflhren ist
(Abb. 9). Dieser Phanotyp beruht wahrscheinlich auf einer Beteiligung von CaAld6p
an der Fermentation von Pyruvat, welches bei der Deaminierung von Alanin entsteht,
und wird in Abschnitt 9.8 naher betrachtet. Eine Funktion von CaAld5p im
Aminosaurekatabolismus wéare auch mit dem Wachstumsdefekt der Caald5A-
Mutante auf Propionat-haltigem Testagar vereinbar (Otzen et al, 2014).
Moglicherweise muss C. albicans zur Anpassung des Metabolismus an diese
Kohlenstoffquelle zusatzliche Energie und Acetyl-CoA aus dem Abbau von
Aminosauren generieren. Die Deletion von CaALD5 wirde diesen Mechanismus
unterbrechen und so den Wachstumsdefekt herbeifiihren. Derartige Uberlegungen
bleiben in héchstem MaBe hypothetisch, da sie in den vorliegenden Ergebnissen
keine ausreichende Unterstiitzung finden und weitere Experimente zur Uberpriifung
der spezifischen CaAld5p-Funktionen notwendig waren. Dies gilt auch fur die
Untersuchung des Einflusses der modifizierten B-Oxidation auf den Abbau von
Threonin, einer Aminosdure deren Abbau sowohl in S. cerevisiae als auch in

Saugetieren Propionyl-CoA erzeugt (Luttik et al., 2000, Sinclair et al., 1993).
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8.7 Propionat aktiviert maoglicherweise  Regulatoren des

Kohlenstoff- und Aminosauremetabolismus

Die Beteiligung von Enzymen der B-Oxidation am Abbau von Propionyl-CoA deutet
auf eine integrierte Regulation dieser beiden Stoffwechselprozesse in C. albicans hin
(Otzen et al., 2014). Méglicherweise ist der Transkriptionsfaktor Ctf1p, welcher in
C. albicans die Biogenese der Peroxisomen und die Expression von Genen der [3-
Oxidation reguliert, in diese Prozesse involviert (Ramirez & Lorenz, 2009). Ctf1
gehort zu einer hochkonservierten Familie von Zn,-Cysg-Transkriptionsfaktoren und
bindet an ein CCTCGG-Motiv welches in den Promotern von Genen der p-Oxidation
und des Glyoxylatzyklus vieler Pilze zu finden ist. S. cerevisiae bildet hier eine
Ausnahme, da hier Gene der B-Oxidation durch das Heterodimer Pip2p/Oafip
reguliert werden (Hedges, Proft, & Entian, 1995; Hynes, Murray, Duncan, Khew, &
Davis, 2006; Strijbis & Distel, 2010). Darlber hinaus scheint Propionat in C. albicans
noch weitere Regulationsprozesse zu aktivieren. Die Expression der putativen
Fumaratreduktase CaOSM2 wird laut Turnou et al. (2005) durch die Proteinkinase
CaGcn2p und den Transkriptionsregulator CaGcen4p reguliert. Gemeinsam regulieren
sie Zellprozesse zum Ausgleich von Aminosauremangel und aktivieren Gene der
Aminosaurebiosynthese (Tournu et al, 2005; Tripathi et al, 2002). In diesen
Zusammenhang fagt sich auch die verstarkte Transkription von Genen der
Leucinbiosynthese ein, welche in Microarray-Analysen festgestellt wurde (Abb. 10).
Daran schlieBt sich wahrscheinlich ein in C. albicans bisher nicht charakterisierter
Quorum  Sensing-Mechanismus an. Neben CaLEU7, einem Gen der
Leucinbiosynthese, gehérte namlich auch das Gen einer putativen Methyltransferase
(CaTMTT) zu den am starksten transkribierten Genen in Gegenwart von Propionat
(Abb10). Die putative 2-Isopropylmalat-Dehydratase Caleulp erzeugt wahrend der
Leucinbiosynthese 3-lsopropylmalat, welches mdglicherweise als Substrat flr
CaTmt1p dient. Das entsprechende S. cerevisiae-Homolog ScTmt1p katalysiert in
ScGcn4p-abhangiger Weise die spezifische Methylierung der Leucin-Vorstufe 3-
Isopropylmalat, welche anschlieBend von der Zelle sekretiert wird. Der 3-
Isopropylmalat-mono-Methylester ist Teil eines Regulations-Mechanismus, der bei
Stickstoff- oder Aminosauremangel die Bildung von Pseudohyphen aktiviert und
invasives Wachstum einleitet (Cai et al.,2001; Katz et al., 2004). Die Funktion von
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Abbildung 10: Microarray-Analyse der differentiellen Regulation der Gene CaLEU7 und CaTMT1
in Abhéangigkeit von unterschiedlichen Kohlenstoffquellen. A) Die normalisierten Intensitatswerte
deuten auf eine gesteigerte Transkriptionsaktivitdt der putativen 2-Isopropylmalat-Dehydratase
CaLEU1 unter dem Einfluss der Propionyl-CoA-erzeugenden Kohlenstoffquellen Propionat und
Valerat. B) Die Transkriptionsaktivitdt des Gens der putativen Methyltransferase CaTMTT1 ist unter
denselben Bedingungen ebenfalls erhdht. Beide Gene und deren Genprodukte sind méglicherweise
Teil eines Regulationsmechanismus zur Hyphenbildung in C. albicans. Abkurzungen: Acetat (C2),
Propionat (C3), Butyrat (C4), Valerat (C5), Hexanoat (C6) und Glucose (QG).

CaTmtip in C. albicans ist nach vorlaufigen Ergebnissen ebenfalls mit der
Morphogenese verknlUpft. Eine CatmtiA-Mutante zeigt einen deutlichen
Hyphenbildungs-Defekt in Glucose-Flussigkultur. Durch Zugabe eines synthetischen
3-Isopropylmalat-mono-Methylesters lieB sich der WT-Phanotyp in Gilucose-
Flussigkultur rekonstituieren und dadurch die Signalfunkunktion dieses Molekdils
darstellen (Otzen et al., nicht dargestellte Ergebnisse). Propionat und Glucose
wirden demnach eine CaGcn4p vermittelte Aminosaureantwort in C. albicans
induzieren. Die katalytische Funktion von CaTmt1p bildet dabei mdglicherweise eine
Verbindung zwischen Metabolismus und Morphogenese die bisher fir C. albicans

nicht beschrieben wurde.

8.8 Die Aldehyd-Dehydrogenasen CaAld5p und CaAld6p haben
neue und zusatzliche metabolische Funktionen
Die ALD-Genfamilie in S. cerevisiae umfasst 5 Gene von Aldehyd-Dehydrogenasen

(SCALD2, ScALD3, ScALD4, ScALD5, ScALDG6). Drei der entsprechenden Enzyme

dienen der Acetatbildung Uber den Pyruvat-Dehydrogenase-Beipass der Pyruvat-
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Decarboxylase. Diese Oxidieren wahrend der Fermentation von Glucose anfallendes
Acetaldehyd zu Acetat. Im Cytosol wird diese Funktion von ScAld6p durchgefihrt. In
den Mitochondrien finden sich dazu mit ScAld4p und ScAld5p zwei weitere
Isoenzyme. Alle drei dieser Enzyme generieren NADPH, und flhren dem
Anabolismus Uber diesen Co-Faktor Reduktions-Aquivalente zu. ScAld5p ist
auBerdem Uber eine Funktion in der HAm-Synthese mit der aeroben Respiration
verbunden. ScAld2p und ScAld3p katalysieren im Rahmen der Biosynthese von Co-
Enzym A die Konversion von 3-Amino-Propanal zu B-Leucin (Saint-Prix, Bonquist, &
Dequin, 2004).

C. albicans verfligt Uber mindestens 6 ALD-Gene. Bis auf CaALD4, dessen
Genprodukt als drittes Enzym der Carnitin-Biosynthese charakterisiert wurde, sind
den entsprechenden Enzymen bisher keine spezifischen Funktionen zugewiesen
worden (Maglott, Ostell, Pruitt, & Tatusova, 2007; Strijpis et al, 2009). Unsere
Untersuchungen legen nahe, dass zwei der ALD-Gene in C. albicans in den
Propionat- und Aminos&urekatabolismus involviert sind und sich in ihren spezifischen
Funktionen von ihren S. cerevisiae-Homologen unterscheiden (Otzen et al., 2014).
Das ScAld4-Homolog CaAld6p katalysiert demnach in den Mitochondrien die
oxidative Decarboxylierung von Malonylsemialdehyd zu Acetyl-CoA und CO,. (Otzen
et al., 2014). Unverdéffentlichte Ergebnisse deuten jedoch darauf hin, dass Ald6p
neben der Beteiigung am Abbau von Propionyl-CoA an weiteren
Stoffwechselprozessen beteiligt ist. In Glucose-Flissigmedium erreichen Kulturen
der Caald6A-Mutante im Vergleich zum WT nicht dieselbe Wachstumsrate und finale
Zelldichte (Abb. 11). Daher ist anzunehmen, das Ald6p auch an der Fermentation
von Glucose beteiligt ist und moglicherweise fir die Beseitigung toxischer
Intermediate bendtigt wird. Als mdgliches Substrat kdme dabei Acetaldehyd in Frage,
welches durch die Decarboxylierung von Pyruvat oder der Oxidation von Ethanol
entsteht (Berg et al., 2007, Pischel at al., 2001). CaAld6p kdénnte Acetaldehyd in
einer Dehydrogenasereaktion entweder in Acetyl-CoA oder Acetat umwandeln.
Unseren unverdffentlichten Ergebnissen zufolge unterscheiden sich ScAld5p und
dessen Homolog CaAld5p in ihrer jeweiligen Lokalisation, Funktion und Regulation.
In S. cerevisiae dient ScAld5p der Oxidation von mitochondrialem Acetaldehyd. Im
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Einklang damit wird die ScALD5-Transkription durch die Anwesenheit von Glucose
verstarkt (Rodaki et al., 2009; Saint-Prix et al., 2004).

Abbildung 11: Wachstumsversuch
zur Charakterisierung einer
Caald6-Deletionsmutante. Die
Deletion der putativen Aldehyd-
Dehydrogenase CaALDSG resultiert in
eingeschranktem  Wachstum  auf
Glucose. Dies deutet mdglicherweise
auf zusétzliche Funktionen von
~ CaAldép im glykolytischen
S Stoffwechsel, neben dessen Funktion

im Propionatstoffwechsel. Dargestellt
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Nach Vorhersage der Proteinlokalisierung durch das Vorhersageprogramm PSORT Il
(http://psort.hgc.jp/form2.html) ist CaAld5p hingegen mit einer Wahrscheinlichkeit von
65% im Cytosol lokalisiert AuBerdem wird die Transkription von CaALDS5 durch
Glucose reprimiert (Rodaki et al., 2009). Die Tatsache, dass Ald5p trotzdem auf 2D-
Gelen von C. albicans Glucose-Kulturen nachgewiesen wurde, kann mdglicherweise
durch die unterschiedlichen Kulturbedingungen in beiden Experimenten erklart
werden. Fir ihre Transkriptomanalyse verwendeten Rodaki et al. (2009) zur Vorkultur
der Hefezellen ein Vollmedium mit Lactat als Kohlenstoffquelle (YPLactat). Nach
Erreichen der mittleren exponentiellen Wachstumsphase wechselten sie zu einem
Vollmedium mit Glucose und Aminoséauren als Kohlenstoffquelle und Stickstoffquelle
(YPD). In unseren Experimenten verwendeten wir dagegen ein Minimal-Medium mit
Glucose und (NH4)2SO4 zur Vorkultur. Nach Erreichen der stationaren
Wachstumsphase wechselten wir zu einem Minimal-Medium mit Glucose, Acetat,
Propionat oder Aminosauren als Kohlenstoffquellen, wobei entweder (NH4).SO4 oder
keine weitere Stickstoffquelle zugesetzt wurde. Diese Kulturen wurden jeweils in der
mittleren Wachstumsphase geerntet und fur die Proteomanalyse vorbereitet. Es ist
wahrscheinlich, dass die verschiedenen Inhaltsstoffe der Kulturmedien die
Analyseergebnisse  der jeweiligen  Experimente  beeinflusst haben. In
Wachstumsversuchen zeigte eine Caald5-Mutante vermindertes Wachstum wenn

eine der Aminosauren Methionin, Valin, Leucin und Isoleucin als einzige
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Kohlenstoffquelle verfigbar war (Abb. 9). Es bedarf jedoch weiterer Experimente um
eine etwaige Beteiligung von CaAld5p am Aminosauremetabolismus zu untersuchen.
Diese vorlaufigen Ergebnisse geben Hinweise auf die Regulation, sowie neue und
zusatzliche Funktionen der Aldehyd-Dehydrogenasen CaAlp5p und CaAld6p. Die
nahere Charakterisierung der enzymatischen Eigenschaften dieser Enzyme wiirde
maoglicherweise neue Aspekte des Glucose- und Aminosaurekatabolismus und deren
Verbindung zum Anabolismus in C. albicans sichtbar machen.

8.9 Die Relevanz der modifizierten B-Oxidation flir die kommensale
und fur die pathogene Lebensweise von C. albicans

Die modifizierte B-Oxidation verbindet Enzyme der peroxisomalen B-Oxidation
(CaPox1p, CaPox1-3p, CaPxp2p, CaFox2p) mit mitochondrialen Enzymen
(CaEhd3p, CaHpd1p, CaAld6p) in einem Stoffwechselweg zum spezifischen Abbau
von Propionyl-CoA (Abb. 8). Eine Unterbrechung der modifizierten B-Oxidation durch
die Deletion der 3-Hydroxypropionat-Dehydrogenase CaHPD1 verursacht eine
signifikante Verminderung der Virulenz des humanpathogenen Pilzes C. albicans im
murinen Infektionsmodell disseminierter Candidiasis (Otzen et al., 2014). Man kann
daher vermuten, dass Propionyl-CoA-erzeugende Kohlenstoffquellen eine wichtige
Nahrungsquelle wahrend des Infektionsprozesses darstellen. Unterstitzung findet
diese Vermutung durch die Ergebnisse einer Untersuchung der Interaktion von
C. albicans mit Makrophagen. Lorenz et al. (2004) zeigten, dass der Phagozytose
von C. albicans durch Makrophagen eine drastische Anderung der transkriptionellen
Aktivitdt des Pilzes folgt. Die frihe Phase nach der Phagozytose ist von einer
Abnahme der Transkription von Genen der Glykolyse und des Translationsapparates
sowie durch eine verstarkte Transkription von Genen der Gluconeogenese, des
Glyoxylatzyklus und der B-Oxidation gekennzeichnet. In der spaten Phase kehrt sich
diese Transkriptionsaktivitdt um. Die phagozytierten Zellen nehmen das glykolytische
Wachstum wieder auf und leiten die Hyphenbildung ein, um schlieBlich aus dem
Makrophagen auszuwachsen. Diese Ergebnisse begriinden die Hypothese, dass
C. albicans durch die Phagozytose in eine Glucose-arme Umgebung gelangt und
dadurch zur Assimilierung von Fettsduren gezwungen ware, bevor die
Hyphenbildung und damit einhergehend der glykolytische Stoffwechsel wieder
einsetzen kdénnte. Ein Bezug zur modifizierten B-Oxidation wird in der Arbeit von

93



Diskussion

Lorenz et al. (2004) nicht hergestellt. Zur Zeit der besagten Studie war dieser
Stoffwechselweg in C. albicans jedoch auch noch nicht bekannt.

Eine Betrachtung des Datensatzes aus dem Anhang der Publikation von Lorenz et
al. (2004) im Hinblick auf die Gene der modifizierten B-Oxidation ergab jedoch, dass
deren Aktivitat in analoger Weise zu den Genen der $-Oxidation verlauft. AuBerdem
gehoéren die Gene CaHPD1 (orf19.5565) und CaALD6 (orf19.742) neben CaPXP2
(orf19.1655) und CaFOX2 (orf19.1809) zu den am starksten transkribierten Genen
der frihen Phase. Ebenso verzeichnet die Transkription von CaEHD3 (orf19.3029)
wahrend der frlhen Phase einen Anstieg. Dessen im Vergleich zu CaHPD1 und
CaALD6 geringe Transkriptionsaktivitdt deckt sich zudem mit unseren eigenen
Beobachtungen, da die Promotoraktivitdt von CaEHD3 nicht ausreichte, um GFP-
Fluoreszenz unter induzierenden Bedingungen sichtbar zu machen (Lorenz et al.,
2004; Otzen et al., 2014).

Uberraschend sind dagegen die geringen Transkriptionsaktivititen der Gene der 3-
Ketoacyl-CoA-Thiolasen CaPOT1 (orf19.7520) und CaFOX3 (orf19.1704). Deren
Genprodukte katalysieren im letzten Schritt der B-Oxidation die Verkirzung von
Fettsduren um ein Acetyl-CoA-Molekul (Otzen et al., 2013). Nach der Hypothese von
Lorenz et al. (2004) wird das so gewonnene Acetyl-CoA Uber den Glyoxylatzyklus
der Gluconeogenese zugefihrt (Abb. 8). Eine geringe Expression der Acyl-CoA-
Thiolasen kdénnte notwendig sein, um unspezifische Stoffwechselreaktionen und
daraus resultierende toxische Effekte auf den peroxisomalen Stoffwechsel zu
vermeiden. Die geringe Genaktivitat der Acyl-CoA-Thiolasen kénnte jedoch auch als
Hinweis auf deren nachrangige Bedeutung flir Infektionsprozesse gewertet werden.
Zumindest zeigten Thiolase-Deletionsstamme im Hihnereimodell fir Pilzinfektionen
keine verminderte Virulenz gegeniber dem C. albicans Wildtyp (Otzen et al., 2013).
Dies lasst vermuten, dass C. albicans im Phagosom von Makrophagen Propionyl-
CoA-erzeugenden Fettsduren Uber die modifizierte p-Oxidation verwerten kdnnte.
Propionyl-CoA kdnnte auBerdem aus dem Abbau von Cholesterol stammen, wie es
fir das intraphagosomale Pathogen Mycobakterium tuberculosis beschrieben wurde
(Griffin et al., 2012). Jedoch ist ungeklart ob C. albicans in ahnlicher Weise
Cholesterol aus den Zellen seines Wirts gewinnen und verwerten kann. Die
Erganzung der Ergebnisse zur Reaktion von C. albicans auf die Phagozytose durch
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Makrophagen mit den Erkenntnissen zur modifizierten B-Oxidation liefert eine
maogliche Erklarung fir die verminderte Virulenz einer Cahpd1A-Mutante (Otzen et
al., 2014). Der vorrangegangen Darstellung zufolge wirde C. albicans durch eine
Unterbrechung der modifizierten p-Oxidation die Maoglichkeit zur effizienten
Kohlenstoffassimilierung nach der Phagozytose durch Makrophagen verlieren. Dies
wirde einen Fitnessverlust bei der Etablierung systemischer Infektionen bedeuten.

Neuere Forschungsergebnisse deuten auBerdem auf eine Bedeutung der
modifizierten B-Oxidation fir die kommensale Lebensweise von C. albicans hin. Man
vermutet, dass spezifische Wirtsfaktoren C. albicans in seinem kommensalen
Stadium zur Auspragung eines intermediaren Phanotyps von WeiBen und Opaque-
Zellen veranlassen. Neben diesen bisher unbekannten Wirtsfaktoren wird dieser
Phanotyp offenbar durch den morphogenetischen Regulator CaWorip induziert,
welcher der Kontrolle des Wei3-Opaque-Phanotyps und des parasexuellen Zyklus
dient (Bennett & Johnson, 2003; Hernday, Noble, Mitrovich, & Johnson, 2010; Xie et
al., 2013). Die konstitutive CaWOR1-Expression in a/a-Stdmmen und die Passage
dieser Zellen durch den gastrointestinalen Trakt von Mausen flahrt zur Auspragung
und Fixierung des Intermediaren Phanotyps, den sogenannten GUT-Zellen. Diese
verfigen Uber einen nicht ndher charakterisierten kompetetiven Vorteil bei der
Besiedelung des gastrointestinalen  Trakts von  Mausen. Umfassende
Transkritptionsanalysen von WeiBen, Opaque- und GUT-Zellen ergaben, dass sich
GUT-Zellen durch eine verstarkte Transkription von Genen der peroxisomalen [3-
Oxidation auszeichnen (Pande et al, 2013). Die Analyse des veréffentlichten
Datensatzes der Transkriptomanalysen mit Hilfe des ,GeneXplorer® der Candida
Genome Database (http://www.candidagenome.org) offenbarte, dass dies auch fir
samtliche Gene der modifizierten B-Oxidation gilt. Diesen Daten zufolge wird die
Transkriptionsaktivitdt dieser Gene von echten Opaque-Zellen noch Ubertroffen.
Diese Ergebnisse legen eine besondere Bedeutung der modifizierten B-Oxidation zur
Nahrungsverwertung als Kommensale im gastrointestinalen Trakt und im

Stoffwechsel von Opaque-Zellen nahe.
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9 Zusammenfassung und Ausblick

Die in dieser Dissertationsschrift zusammengefassten Publikationen schlieBen
Wissenslicken auf dem Gebiet der Physiologie des Hefepilzes C. albicans und
bieten Ausgangspunkte fiir eine weiterflhrende Analyse des Metabolismus, der
Virulenz und des Kommensalismus dieses humanpathogenen Pilzes.

Die erste Publikation aus dieser Arbeit befasst sich mit dem Einfluss der Gene der
putativen Ketoacyl-CoA-Thiolasen CaPOT1, CaFOX3 und CaPot13 auf die
Verwertung von Fettsduren durch C. albicans. Ketoacyl-CoA-Thiolasen katalysieren
die Verkirzung von Fettsduren um ein Acetyl-CoA-Molekll im letzten
Reaktionsschritt der peroxisomalen B-Oxidation (Otzen et al., 2013). Insbesondere
der peroxisomale Glyoxylatzyklus, aber auch die B-Oxidation von Fettsduren, spielen
fr C. albicans eine wichtige Rolle fir die Virulenz und bei der Verwertung
verschiedener alternativer Kohlenstoffquellen (Lorenz et al., 2004; Lorenz & Fink,
2001; Piekarska et al., 2008; Piekarska et al., 2006; Ramirez & Lorenz, 2007). Es
ware daher interessant, die Verbindung dieser Gene zu Wirts-Interaktion zu vertiefen.
Dies lieBBe sich mit Interaktionsstudien mit Makrophagen erreichen und wirde ein
genaueres  Verstédndnis der Funktion von Ketoacyl-CoA-Thiolasen im
Infektionsprozess erméglichen. Zudem kénnte die phanotypische Charakterisierung
der Thiolase-Deletionsmutanten im Hinblick auf eine mdgliche Beeintrachtigung der
Morphogenese unter hypheninduzierenden Bedingungen erweitert werden. Ein
moglicher Bezug zur Morphogenese lieBe sich mittels gezielter mikroskopischer
Untersuchungen und Uber Transkriptionsstudien untersuchen.

In der zweiten Publikation wird die Existenz der modifizierten B-Oxidation zum
spezifischen Abbau von toxischem Propionyl-CoA in C. albicans erstmals
experimentell dargestellt (Otzen et al, 2014). Zum Abbau von Propionyl-CoA
verfigen die meisten filamentésen Pilze Uber den Methylcitratzyklus und Saugetiere
Uber den Cobalamin-abhangigen Methylmalonyl-CoA-Weg (lbrahim-Granet et al.,
2008; Otzen et al., 2014; Verduyn et al., 1990). Die modifizierte B-Oxidation ist daher
eine physiologische Besonderheit und stellt mdglicherweise eine spezifische
Anpassung von C. albicans an dessen Lebensweise als Kommensale und als
opportunistisches Pathogen von Saugetieren dar. Daflr spricht die signifikante

Verminderung der Virulenz einer Deletionsmutante der modifizierten p-Oxidation im
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murinen Infektionsmodell disseminierter Candidiasis im Zusammenhang mit den
Ergebnissen von Transkriptomanalysen. Diese zeigen, dass der Phagozytose von
C. albicans durch Makrophagen eine verstarkte Aktivitdt von Genen der modifizierten
B-Oxidation folgt (Lorenz et al., 2004; Otzen et al., 2014). Dasselbe geschieht durch
bisher undefinierte Pilz-Wirts-Interaktionen in einem murinen Kommensalismus-
Modell und in Opaque-Zellen, wie aus den Datensatzen weiterer
Transkriptomanalysen ersichtlich wird (Pande et al, 2013). Diese Ergebnisse
er6ffnen eine neue Perspektive zur weiteren Erforschung der Virulenz und des
Kommensalismus von C. albicans. Entsprechende Luciferase-Reporter-Stdmme
béten beispielsweise die Moglichkeit zur spezifischen Untersuchung von Pilz-Wirts-
Interaktionen unter Verwendung von Methoden zur in vivo Biolumineszenzdetektion
(Brock, 2012). Auf diese Weise kénnten neue Einsichten Uber die spezifische
Verflgbarkeit von Kohlenstoffquellen in unterschiedlichen anatomischen Nischen des
Wirts gewonnen werden. Diesbezlglich wéren auch hier Interaktionsstudien mit
Makrophagen von groBem Interesse.

Die gemeinsame Induktion der modifizierten B-Oxidation und der putativen
Fumaratreduktase CaOsm2p deutet eine weitere Besonderheit des Stoffwechsels in
C. albicans an. CaOsm2p wurde bisher mit Mechanismen des anaeroben
Wachstums assoziiert, scheint bei C. albicans jedoch der Anpassung des
Stoffwechsels an spezifische, aerobe Umgebungsbedingungen zu dienen (Arikawa
et al., 1998; Kusch et al., 2008; Otzen et al., 2014). Die Charakterisierung dieses
Enzyms und einer entsprechenden Deletionsmutante bietet vielleicht die Méglichkeit
ein weiteres spezifisches Merkmal der Physiologie von C. albicans zu beschreiben.
Desweiteren folgt aus unseren veréffentlichten und unveréffentlichten Ergebnissen,
dass die Funktionen der Mitglieder der ALD-Genfamilie und die Stoffwechselwege
des Aminosaurekatabolismus von den bekannten Funktionen aus S. cerevisiae
abweichen kénnten(Otzen et al., 2014). Diese Gene und Stoffwechselwege gehdéren
dem zentralen Kohlenstoffmetabolismus an, der Basis flir das Wachstum und die
Vermehrung eines Organismus. Zum besseren Verstéandnis von den in C. albicans
ablaufenden Stoffwechselfunktionen ware es lohnenswert die Erforschung dieser
Stoffwechselwege voranzutreiben. Die phylogenetische und phéanotypische
Charakterisierung der Acyl-CoA-Thiolasen von C. albicans hat gezeigt, dass in silico
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und in vitro-Methoden sich erfolgreich ergdnzen und neue Einsichten in die
individuelle Funktion einzelner Mitglieder von Genfamilien erlauben (Otzen et al.,
2013). Eine solche Kombination von Methoden bietet sich daher auch zur
Erforschung der Regulation und den Funktionen der ALD-Genfamilien an.

Die am Rande unserer Forschung entdeckte putative Methyltransferase CaTMTT1 ist
wahrscheinlich essentieller Bestandteil eines fir C. albicans bisher unbeschriebenen
Regulationsmechanismus der Hyphenbildung bei Aminosduremangel (Cai et al.,
2001; Katz et al., 2004). Daher ware es interessant etwaige Verbindungen zur
Zellantwort auf Aminosduremangel zu untersuchen. Methoden zur Untersuchung
dieses Aspektes finden sich in der Literatur (Tripathi et al., 2002; Wimalasena et al.,
2008). Wirde man diese Methoden durch einen CaTMT1-Fluoreszenz-
Reporterstamm erganzen, lieBen sich die Induktionsbedingungen des CaTMT1-Gens
in vitro studieren und die Rolle dieses Gens fir zellulare Prozesse in C. albicans

genauer charakterisieren.
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Anhang
Beschreibung zusatzlich angewandter Materialien und Methoden

Herstellung zusatzlicher C. albicans-Deletionsstamme

Die Herstellung der in der Diskussion erwahnten C. albicans Deletionsstamme der
Gene CalLeut, CaPOX1, CaPXP2, CaPOX1-3, CaACD99 und CaTMT1, sowie der
entsprechenden Revertanten erfolgte entsprechend der von Otzen et al. (2014)
beschriebenen Methode. Eine Liste der dazu verwendeten Primer findet sich in
Tabelle 1.

Zusatzliche Wachstumsversuche auf Fest- und in Flissigmedien.

Die in der Disskussion dargestellten Versuche zur phanotypischen Charakterisierung
des Wachtums von Mutanten der p-Oxidation, der modifizierten p-Oxidation sowie
der putativen Aldehyddehydrogenase CaALD5 wurden entsprechend der Angaben
bei Otzen et al. (2014) durchgeflihrt (Abschnitt 8.6, Abb. 9). Das Fllissigmedium zum
vergleichenden Wachstumsversuch der Caald6A-Deletionsmutante und des
C. albicans Wildtyps SC5314 enthielt entgegen der Angaben von Otzen et al. (2014)
Glucose in einer Konzentration von lediglich 10 mM anstelle von 50 mM.

Die Glucosekonzentration im Flissigmedium zur Verwendung in Vorversuchen zur
phanotypischen Charakterisierung der Catmt1A-Deletionsmutante betrug 20 mM
anstelle von 50 mM. Die Vorversuche wurden bei 37°C und 200 rpm auf einem
Rotationsschuttler durchgefiihrt. Die Rekonstituierung des CatmtiA-Phanotyps
geschah durch Zugabe des 3-Isopropylmalat-1-mono-Methylesters mit einer
Endkonzentration von 5 mM vor Beginn der Inkubation bei 37°C und 200 rpm.

Transkriptom-Analyse zur Untersuchung der differentiellen
Genregulation in C. albicans in Abhangigkeit verschiedener
Kohlenstoffquellen

Zur Vorbereitung der Transkriptom-Analyse wurde der C. albicans SC5314 Wildtyp
tber Nacht bei 30°C und 200 rpm in YPD kultiviert. Am n&chsten Tag wurde diese
Kultur drei Mal mit kalten PBS gewaschen und anschlieBend zur Beimpfung von 5
Folgekulturen verwendet. Als Nahrmedium dieser Kulturen dienten jeweils 50 ml
Candida Minimal Medium (Dumitru, Hornby, & Nickerson, 2004), welches mit je einer

der Kohlenstoffquellen Glucose, Acetate, Propionat, Valerat oder Hexanoat
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supplementiert war. Die ODgg der Kulturen wurde auf 0,4 eingestellt und die Kulturen
anschlieBend bei 30°C und 200 rpm inkubiert. Nach 30 Minuten, 2 Stunden und 8
Stunden Inkubationszeit wurde jeder der Kulturen jeweils 2 ml Zellsuspension
entnommen. Die Zellen dieser Proben wurden ein Mal mit eiskaltem PBS
gewaschen. Die Zellsedimente wurden danach in fliissigem Stickstoff schockgefroren
und bis zur weiteren Aufbereitung bei -80°C gelagert. Die RNA der Zellen wurde mit
dem ,RNeasy Mini Kit* (Quiagen, Hilden, Deutschland) geman der Herstellerangaben
isoliert und anschlieBend mit Hilfe eines ,Bioanalyzer® (Agilent, Bdblingen,
Deutschland) einer Qualitatskontrolle unterzogen. Die RNA diente als Matrize fiir die
Herstellung von Cy5-markierter cDNA unter Verwendung des ,Low RNA Input Linear
Amplification Kit“ (Agilent). Die cDNA wurde mit dem ,RNeasy Mini Kit* aufgereinigt
und anschlieBend zur Hybridisierung von Microarrays benutzt. Dazu wurden jeweils 1
ug Cy5-markierter Proben-cDNA und 1 pg Cy3-markierter cDNA einer YPD-
Referenzprobe verwendet (Fradin et al., 2005). Die hybridisierten Microarrays
wurden unter Verwendung der Software ,GenePix“ (Axon, Orleans Drive, USA)
ausgelesen und die Ergebnisse mit Hilfe der Software ,GeneSpring GX10“ (Agilent)
ausgewertet (Fradin et al., 2005). Es wurden jeweils 3 biologische Replikate und

mindestens 3 technische Replikate zu jeder der Kohlenstoffquellen hergestellt.

Synthese des 3-Isopropylmalat-mono-Methylesters

Einer 0,5 mM Lésung von (2R, 3S)-2-hydroxy-3-Isopropylsuccinat in Methanol/
Toluen (1:1, v/v) wurde unter Rihren bei -78°C 0,25 ml einer 2 M Trimethyl-silyl-
diazomethan/ Hexan-Lésung hinzugefiigt. Nachdem diese Lésung langsam auf
Raumtemperatur erwarmt wurde sie durch Evaporation eingeengt. Der verbliebene
Rest wurde mittels Semi-praparativer HPLC in drei Fraktionen geteilt. Diese
Fraktionen entsprachen 23 mg 3-lsopropylmalat-1-mono-Methylester, 19 mg 3-
Isopropylmalat-4-mono-Methylester und 6 mg 3-lIsopropylmalat-1-4-di-Methylester.
Alle drei Fraktionen wurden bezlglich ihrer Fahigkeit zur Rekonstitution des tmt1A-

Phanotyps getestet.
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Anhang

Liste zusatzlich verwendeter Primer

Tabelle 1: Liste zusatzlich verwendeter Primer

Name Sequenz Organismus
C. albicans POX1

POX1_5'Apal_for GGG CCC ATT TAG TAC TAG GCC GAT TCT CG C. albicans
POX1_5'Xhol_rev CTC GAG TAA TGT AAT TAT AGA TAA AGA AAT GAATGG C. albicans
POX1_3'Sacll_for CCG CGG ATC TAG TTA GAC AAA AAG AAAGGG G C. albicans
POX1_3'Sacl_rev GAG CTC GTATAC AGC TTC TGT CAAAGC AC C. albicans
POX1_DC rev GGAGTATTAATG ACAAATTCGTCAG C. albicans
POX1 Comploligo Bamh1 rev GGATCC AATTTCAGCAGC TTCTTCAGATCTT C. albicans
C. albicans PXP2

PXP2_5"Apal_for GGG CCC AAAAAAATT GTG GGG CGAGGA G C. albicans
PXP2_5"Xhol_rev CTC GAG AAAGAGGTTGTTTGG TTT GAA AG C. albicans
PXP2_3'Sacll_for CCG CGG TAT CAA GAT AATTTG ATATAG GTG ACC C. albicans
PXP2_3'Sacl_rev GAGCTCTTGATT CATTTATTTTTATTT TCT TAAACA TAG C. albicans
PXP2_DC rev TTAGTA GCACCAATGTGAGGAG C. albicans
PXP2 Comploligo Bglll rev AGATCT TTATCT TGATAATTT AGC AGCTGC TT C. albicans
C. albicans POX1-3

POX1-3_5"Apal_for GGG CCCGTCATATTG TCTTTG ATG TAATCT CC C. albicans
POX1-3_5Xhol_rev CTC GAG AAA GAC CAA ACA AGAATT GGC TCG AG C. albicans
POX1-3_3’Sacl_for CCGCG G GGC ATATTAATT GTACTCTTTTGAC C. albicans
POX1-3_3'Sacll_rev GAG CTC GTAATT GTAATACCC ATCGTT GTACGAGCTC C. albicans
POX1-3 DC rev CAA TTC AGT CAT ACC GAA ACAACC C. albicans
POX1-3 ComplOligo Bamhl rev.  GGATCC TTATTT GGA TAA AATTTC AGC GGT TTC C. albicans
C. albicans ACD99

ACD99 5" Apal_for GGG CCC TTAATG ATACTAATACTT GAATGG C. albicans
ACD99 5 Xhol_rev CTC GAG GAAGCACCGAGACATTTGC C. albicans
ACD99 3'Sacll_for CCG CGG AAG TAA GAG AAC TGC TAT TCC AAG C. albicans
ACD99 3’Sacl_rev GAG CTC TGT ATATCA ACG ATAATG AGC G C. albicans
ACD99 DC rev CAAAGC CTTTTT GGC ATC GAT G C. albicans
ACD99 Comploligo Bglll rev AGATCT TTATAATTT GCT ACGTTG AGTTTC C C. albicans
C. albicans TMT1

TMT1_5 Apal_for (1. Allel) GGG CCC GAAATG ACG TTC AAC AGT CAG C C. albicans
TMT1_5"Xhol_rev (1. Allel) CTC GAG GAG TTT TCT TTA ATT GAC ACT GG C. albicans
TMT1_3'Sacll_for (1. Allel) CCG CGG GAT TAT GTC AAA AGT TGG AGC GC C. albicans
TMT1_3"Sacl_rev (1. Allel) GAG CTC AAACGT GTAAAC TGT GTCCCAG C. albicans
TMT1_5"Apal_for (2. Allel) GGG CCC TCT ATT TGC CTC ACA ACA CAACC C. albicans
TMT1_5"Xhol_rev (2. Allel) CTC GAG CTC GAG TAAATT TGT AAATTG ATATTG CTG AGG C. albicans
TMT1_8'Sacll_for (2. Allel) CCG CGG CCG CGG TTAGTAATAACT TTG TGA GAG CCG C. albicans
TMT1_3’Sacl_rev (2. Allel) GAG CTC TAATTT AAG CGA TCA CGC AGA GC C. albicans
TMT1_DC rev CAA TTC CGC AAC AAACTT TTC AGC C. albicans
TMT1_Comploligo Bglll rev AGA TCT ACT AAT CAT TAT TGATCT AAC TCT ATT C. albicans
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