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A. Einleitung

1. Aspergillus fumigatus - ein filamentoser Pilz

Die Art Aspergillus fumigatus wurde 1863 erstmalig von dem deutschen Arzt und Botaniker Jo-
hann Baptist Georg Wolfgang Fresenius beschrieben (Fresenius, 1863). Fumigatus leitet sich von
dem lateinischen Wort fumus ab und bedeutet Rauch. Dies ist wohl als Anlehnung an die Tatsa-
che zu sehen, dass grofde Mengen der grau-griinen Konidien, wenn sie von der Luft aufgewirbelt
werden, wie eine Rauchwolke aussehen. Die Gattung Aspergillus wurde schon frither, ndmlich
1729, durch den italienischen Gartner und Botaniker Pietro Antonio Micheli geschaffen. Er wur-
de durch die Gestalt der Sporentrager dieser Gattung an ein Aspergill (Weihwasserwedel) erin-
nert und benannte sie deshalb danach. Heute wird diese Gattung oft, auch anhand der Form der
Sporentrager, als GiefSkannenschimmel bezeichnet. Die Gattung Aspergillus umfasst etwa 200
Arten, von denen 40 als pathogen eingestuft werden (Klich, 2006). Bis vor kurzem wurde A. fu-
migatus zu der kiinstlichen systematischen Klasse der Deuteromycota (fungi imperfecti) gezahlt.
In dieser Klasse sind Pilze zusammengefasst von denen bisher nur eine vegetative Vermehrung
liber mitotische Sporen bekannt ist. Erst im Januar 2009 wurde die Entdeckung der sexuellen
Reproduktion von A. fumigatus verdffentlicht (O’Gorman et al, 2009), obwohl schon seit ldnge-
rem bekannt war, dass dieser Pilz alle dafiir nétigen Gene besitzt (Grosse und Krappmann,
2008). Nun kann A. fumigatus in seine natiirliche Klasse, die Ascomycota gestellt werden. Das
Genom von A. fumigatus Stamm 293 ist 29,4 Mb grofd und auf 8 Chromosomen verteilt. Insge-
samt wurden 9926 potentielle Gene identifiziert. Bei 77% der Gene sind die kodierenden Berei-

che durch Introns unterbrochen (Niermann et al., 2005).

Die meisten Pilze sind obligat aerob oder fakultativ aerob. Generell wird davon ausgegangen,
dass die Anwesenheit von Sauerstoff fiir die Auskeimung von Sporen essentiell ist (Carlile et al.
2001). Wie schon erwahnt gilt auch A. fumigatus als obligat aerober Organismus. In seinen na-
tiirlichen Habitaten, wie zum Beispiel der Erde, aber auch im menschlichen Organismus kénnen
durchaus auch sauerstofflimitierende Bedingungen auftreten, an die sich der Pilz méglicherwei-
se angepasst haben konnte. Es wére also fiir einen solchen Organismus von grofiem Vorteil, auch
in Umgebungen mit geringen Sauerstoffkonzentrationen oder mit Sauerstoffmangel zu iiberle-
ben oder wachsen zu konnen. Solche Anpassungen sind bei filamentosen Pilzen bereits be-
schrieben worden. Aspergillus nidulans und Fusarium oxysporum verfligen z. B. liber die Fahig-
keit, in anaeroben Umgebungen Ammonium zu fermentieren (Takasaki et al., 2004). Bisher ist

allerdings nicht bekannt, ob auch A. fumigatus iiber solche Fahigkeiten verfiigt. Als thermotole-

1



EINLEITUNG

ranter Organismus erfolgt das Wachstum von A. fumigatus iiber ein breites Temperaturspekt-
rum. Die optimale Wachstumstemperatur betrdgt 37° C, aber auch bei Temperaturen zwischen
30-45° C ist noch gutes Wachstum zu beobachten. Die maximale Wachstumstemperatur betragt
52° C, aber der Pilz kann Temperaturen bis zu 70° C tlberleben (Raper und Fenell, 1965;
Kozakiewicz und Smith, 1994). Die Lebensweise von A. fumigatus ist saprophytisch und damit
chemoorganotroph. Durch ein breites Arsenal von Enzymen und Proteasen kann dieser Pilz na-
hezu alle Bestandteile von organischem Abfall zersetzen und als Nahrstoffquelle nutzen. Als Bei-
spiele kdnnen Zucker, Fettsauren, Proteine, Zellulose, Pektin und Xylan genannt werden (Fogar-
ty, 1994). Diese metabolischen Fahigkeiten bedingen die nahezu ubiquitdre Verbreitung des

Pilzes und seine wichtige Rolle im globalen C- und N-Kreislauf.

2. Lebenszyklus und Morphologie von A. fumigatus

Viele Pilze konnen, sobald das Myzel Kontakt zur Luft hat, mitotische Sporen generieren, die
auch als Konidien bezeichnet werden. Sie dienen als Verbreitungseinheit und stellen anderer-
seits sicher, dass der Pilz auch widrige Lebensumstdnde tiberdauern kann. In den Konidien wer-
den grofde Mengen des kompatiblen Soluts Trehalose eingelagert, welches fiir ein Langzeitiiber-
leben der Sporen notwendig ist. Mutanten, die nicht fihig sind Trehalose in ihre Sporen einzula-
gern, generieren Konidien, die nicht lange lebensfahig sind und zudem dufierst empfindlich auf
Hitze und oxidativen Stress reagieren (Ni und Yu, 2007). Die Konidien von A. fumigatus haben
etwa einen Durchmesser von 2-3 um und werden durch die Luft verbreitet. Ihre Oberflache ist
von einer hydrophoben Hiille, der sogenannten ,,Rodlet-layer umgeben. Diese Struktur wird von
den beiden Hydrophobinen RodA und RodB gebildet und verleiht den Sporen wohl auch Schutz
gegen die Erkennung durch Makrophagen, da eine Mutante ohne Hydrophobine von diesen bes-
ser phagozytiert wird (Paris et al, 2003). Durch eine Pigmentierung mit Melanin erhalten die
Sporen ihre charakteristische griin-braune Farbung. Die Germination von Konidien ist bis heute
noch nicht wirklich verstanden. Allerdings scheint klar, dass es ein Prozess ist, der von vielen
Rezeptoren und Signalwegen kontrolliert wird. Zunachst wird von der Spore wahrgenommen,
dass bestimmte Nahrstoffe wie Zucker, Aminosduren und Salze vorhanden sind. Dabei ist es von
Pilz zu Pilz unterschiedlich, welche Anforderungen gestellt werden. So keimt etwa Neurospora
crassa in Anwesenheit von Salzen und einer C-Quelle aus (Schmit und Brody, 1976), wahrend
hingegen A. nidulans nur das Vorhandensein von Glukose benétigt (Osherov und May, 2000). Ist
die Auskeimung ausgeldst, kommt es zuerst zum Anschwellen der Konidien. Dabei wird die

Zellwand umorganisiert und die Oberflichenbeschaffenheit verandert (Griffin, 1994). Dies fiihrt
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zu einem hoheren Aggregationsverhalten der auskeimenden Sporen. Nun bildet sich ein Keim-
schlauch und die Hyphe beginnt durch Verlangerung des terminalen Bereichs zu wachsen. Pilz-
hyphen sind normalerweise zonocytisch, das heifdt, dass jede Zelle mehr als einen Kern enthalt.
Dadurch, dass sich die einzelnen Hyphen verzweigen, entsteht ein Hyphengeflecht, das als Myzel
bezeichnet wird. Die Hyphen sind durch Septen kompartimentiert. Diese Septen enthalten aber
Poren, so dass ein Cytoplasmaaustausch innerhalb der Hyphe stattfinden kann. Die alteren
Hyphenteile bilden Vakuolen und enthalten nur noch wenig Cytoplasma (Madigan et al., 2001).
Die Zellwand der Hyphen besteht hauptsachlich aus den Polysacchariden (1-3)-f3-D-Glukan, (1-
6)-13-D-Glukan, Galaktomanan und Chitin (Bernard und Latge, 2001; Latge, 2007). Hat sich ein
dichtes Myzel gebildet, das nun in Kontakt zur Luft steht, beginnt die Sporulation. Dabei bildet
sich aus einer Fufdzelle ein Konidophor, an dessen Ende das Konidophorenvesikel entsteht. Auf
dieser Struktur sitzen die Konidien bildenden Phialiden auf. Dabei handelt es sich um langliche
Ausstllpungen, die die griin-grauen Konidien basipetal in langen Ketten abschniiren (Raper und
Fenell, 1965). Die neuen Sporen kdnnen leicht durch den Wind verbreitet werden. Sobald sie auf

geeignete Nahrstoffe treffen, beginnt ein neuer Lebenszyklus.

Abb. 1: Lebenszyklus von A. fumigatus

Trifft eine ruhende Spore (in blau dargestellt) auf geeignete Nahrstoffe, beginnt sie zunéchst anzuschwellen und
schlieRlich auszukeimen. Viele Hyphen bilden ein dichtes Geflecht, das Myzel genannt wird. Aus speziellen
FuBzellen bilden sich Konidophorenvesikel. Auf diesen sitzen sogenannte Phialiden, die die neuen Sporen ab-
schniren.

3. Klinische Bedeutung von A. fumigatus

Die ubiquitdre Verbreitung der Sporen fiihrt dazu, dass jeder Mensch tédglich mehrere hundert

Konidien einatmet (Latge, 1999). Normalerweise hat dies keine Auswirkung, da die Sporen
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durch das angeborene Immunsystem eliminiert werden. Probleme ergeben sich erst, wenn das
Immunsystem zu stark oder zu schwach ist (Hohl und Feldmesser, 2007). Eine allergische Dis-
position kann, bei Kontakt mit einem der 29 identifizierten Aspergillus-Allergenen (Crameri et
al., 2006) zu einer iiberschieflenden Immunreaktion fithren. Bei immungeschwéachten Patienten
stellt A. fumigatus ein grof3es Problem dar und ist in dieser Patientengruppe der haufigste Auslo-
ser einer invasiven Pilzerkrankung mit hohen Mortdlititsraten. Die klinische Relevanz von
A. fumigatus hat sich in den letzten Jahrzenten stindig gesteigert. Dies ist mit einem Anstieg der
Risikopatientengruppe zu erkldren. Denn es gibt heute einerseits mehr Patienten, deren Immun-
system durch eine Erkrankung (z. B. AIDS) geschwicht ist. Zum anderen wird heute aber auch
bei vielen Erkrankungen und medizinischen Eingriffen das Immunsystem kiinstlich supprimiert,
etwa bei Organtransplantationen, Immunsuppressionsverfahren, Autoimmunerkrankungen
oder neuen, intensiven Chemotherapieverfahren, die bei unterschiedlichen Krebserkrankungen

wie Tumore, Lymphome, Myelome und Leukdmien eingesetzt werden (Denning, 1998).

4. Von A. fumigatus verursachte Krankheiten

Die von A. fumigatus verursachten Erkrankungen lassen sich in zwei Gruppen untergliedern:
Zum einen in die rein allergischen Erkrankungen wie das allergische bronchiale Asthma. Zum
anderen gibt es Erkrankungen, die mit einer Kolonisierung des Wirts einhergehen. Diese
Kolonisierungen kénnen entweder nicht invasiv sein, wie bei der allergisch-bronchopulmonalen
Aspergillose (ABPA) und dem Aspergillom, oder sie konnen invasiv sein wie bei der invasiven
pulmonalen Aspergillose und bei extrapulmonalen Kolonisierungen. Fiir die mégliche Manifesta-
tion einer pulmonalen Erkrankung nach dem Einatmen von Konidien ist der vorherige Gesund-
heitsstatus des Menschen ausschlaggebend (siehe Abb. 2). So wird ein gesunder Mensch keine
Folgeerkrankung davontragen, wahrend ein Patient, der zuvor an einer héhlenbildenden Lun-
generkrankung (wie der Tuberkulose) gelitten hat, Gefahr lauft, ein pulmonales Aspergillom zu
bekommen. Von einer invasiven Aspergillose sind aufier in Ausnahmefillen nur Patienten mit
einer starken Immunsuppression betroffen. Dabei kann sich die Erkrankung in der Lunge, in der
Nase oder in seltenen Fallen auf der Haut etablieren. Die gefdhrlichste und schwerwiegendste
Erkrankung dieser Art ist die pulmonale Aspergillose. An ABPA erkranken fast ausschlief3lich
Patienten mit Asthma oder Cystischer Fibrose. Bei einem geringen Prozentsatz dieser Patienten-
gruppe kommt es zu einer Besiedelung der Bronchien durch A. fumigatus. Die Erkrankung selbst
stellt eine Hypersensitivitdtsreaktion auf Aspergillus-Antigene dar. Durch unspezifische Ab-

wehrreaktionen wird das Lungengewebe zerstort, was ohne Behandlung zu einem Funktions-
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verlust dieses Organs flihren kann (Kumar et al., 2003). Das Aspergillom bezeichnet eine nicht
invasive Pilzbesiedelung von bereits bestehenden, krankheitsbedingten Hohlrdumen der Lunge.
Solche sogenannten Kavernen kénnen z. B. Uberreste einer ausgeheilten Tuberkuloseinfektion
sein. Nicht invasiv bedeutet in diesem Fall, dass normalerweise das gesunde, die Hohle umge-

bende Lungengewebe nicht durch den Pilz infiltriert wird.

gesunder S keine
Mensch Erkrankung
/ héhlenbildene
Lungener- _— Aspergillom
krankun
Inhalation von / 8
Aspergillus
sporen ~ Asthma
oder _—> A
Cystische Fibrose
| Invasive
aUALCIE _— Pulmonale
supression Aspergillose

Abb. 2: Mdgliche menschliche Erkrankungen nach dem Einatmen von A. fumigatus-Sporen.

Der vorherige Gesundheitszustand des Menschen entscheidet dariiber, ob und welche Erkrankung entwickelt
wird (modifiziert nach Kumar et al., 2003).

5. Diagnose und Therapie:

Bis heute ist die Sterblichkeitsrate von Patienten mit invasiver pulmonaler Aspergillose hoch.
Dies hdangt mit immensen Problemen bei der Diagnose und der Therapie zusammen. Dabei ist es
fiir einen Therapieerfolg ungemein wichtig, dass die Diagnose moglichst rasch gestellt wird. Der
Nachweis einer invasiven Aspergillose bereitet erhebliche Schwierigkeiten und basiert meist auf
mehreren Untersuchungen. Die Kultivierung von A. fumigatus aus Sputum von Patienten ist als
Diagnose nicht ausreichend, da man Kontaminationen nicht ausschlief3en kann. Das gleiche gilt
fiir einen mikroskopischen Nachweis des Pilzes aus Sputum. Am sichersten ist bis heute die his-
tologische Untersuchung von Lungengewebe. Da die betroffenen Patienten aber in der Regel
massive Stérungen im Gerinnungssystem haben, sind diese Biopsien nicht ungefahrlich und be-
diirfen vorheriger Hinweise, etwa ein auffalliges CT. Obwohl verbesserte CT-Technologien die

Erkennung von charakteristischen Merkmalen einer invasiven Pilzerkrankung stark verbessert
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haben, bleibt diese Methode ungeeignet um eine eindeutige Diagnose zu stellen. Da auch andere
filamentdse Pilze, Pseudomonas aeruginosa und Nocardia Spezies zu dhnlichen Auffalligkeiten
fiihren konnen. (Greene et al., 2007) Die Moglichkeit das Aspergillus-Antigen Galaktomannan
aus Blut oder Serum von Patienten nachzuweisen, hat die Diagnostik in den letzten Jahren ver-
einfacht. Dieses Antigen kann im Patienten sehr bald nach einer Infektion mit A. fumigatus nach-
gewiesen werden und hilft somit, eine schnellere Diagnose zu etablieren. Der Nachweis erfolgt
mit Hilfe eines kommerziell erhaltlichen Sandwich-ELISA. Aber auch diese Methode liefert teil-
weise falsch positive Ergebnisse. Dies ist zum einen auf eine vorherige Behandlung mit bestimm-
ten Antibiotika (Pipercillin-Tazobactam und Amoxicillin-Clavulansiure) und zum anderen auf
eine Kolonisierung mit einem anderen Pilz, der das gleiche Antigen besitzt, zuriickzufiihren.
(Viscolli et al., 2004; Mennink-Kersten et al., 2004; Walsh et al., 2008). Ein zweiter leicht im Blut
oder Serum nachzuweisender Marker fiir eine Aspergillus-Infektion ist das (1-3)-13-D-Glukan.
Auch zu dessen Nachweis steht ein kommerziell erhéltlicher Test zur Verfiigung, der auf dem
Limulus-Assay basiert. Da (1-3)-3-D-Glukan ein Bestandteil der Zellwand von mehreren human-
pathogenen Pilzen ist, erlaubt dieser Test nur die Diagnose einer vorhandenen Mykose (Picke-
ring et al., 2005). Auch die PCR-basierte Diagnose, bei der Aspergillus-spezifische Gene (oftmals
Gene der ribosomalen DNA) amplifiziert werden, zeigt vielversprechende Ergebnisse. Allerdings
wurde diese Methode noch nicht standardisiert und das System ist auch nicht kommerziell er-
héltlich (Donnelly, 2006). Zur Behandlung einer bestehenden Aspergillose stehen verschiedene
Antimykotika zur Verfligung, von denen im folgendem nur wenige erwahnt werden. Bis vor we-
nigen Jahren war Amphotericin B das am haufigsten verwendete Medikament gegen Aspergillus-
Infektionen. Es handelt sich um ein Polyen-Makrolakton, das Wechselwirkungen mit Ergosterin,
einem Bestandteil der Pilzmembran, eingeht. Dadurch kommt es zu einer gesteigerten Permea-
bilitat der Zellwand, was die fungiziden Eigenschaften erklart. Die Nachteile an diesem Medika-
ment liegen allerdings in den starken Nebenwirkungen, die auf einer Wechselwirkung mit den
Sterolen der humanen Zellwand zuriickgehen und der geringen Erfolgsrate der Behandlung.
Inzwischen gilt das Azol Voriconazol als bessere Wahl bei der Behandlung, denn es ist zum einen
wirksamer (Herbrecht, et al., 2002) und zum anderen fiihrt es zu weniger ausgepragten Neben-
wirkungen. Voriconazol blockiert die Cytochrom P450 vermittelte Ergosterinbiosynthese, was
schliefdlich zu Membrandefekten des Pilzes fiihrt. Als letztes sei das Echinocandin Caspofungin
genannt. Es hemmt die (1-3)-3-D-Glukan-Synthese und fiihrt damit zur Schwachung der Pilz-
zellwand. Obwohl mehrere Stoffklassen zur Behandlung eingesetzt werden kdnnen, bleibt die
Situation unbefriedigend. Viele Patienten mit invasiver Aspergillose versterben trotz Therapie.

Aufierdem sind die Nebenwirkungen der Medikamente teilweise erheblich.
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6. Immunreaktion in Antwort auf A. fumigatus

In immunkompetenten Menschen kommt es normalerweise nach einer Exposition mit A. fumiga-
tus zu keiner Erkrankung, da die in den Organismus eingedrungenen Sporen sehr effektiv durch
das angeborene und das erworbene Immunsystem eliminiert werden. Die meisten der eingeat-
meten Konidien werden durch das bronchiale Flimmerepithel wieder aus dem Bronchialtrakt
heraus befordert. Einige der von A. fumigatus sezernierten Toxine wie z. B. das Gliotoxin konnen
die Bewegung des Flimmerepithels hemmen (Amitani et al, 1995). Die Sporen, die diese erste
physikalische Barriere iiberwinden, gelangen auf Grund ihrer geringen Grofse bis in die Alveolen
der Lunge. Dort binden l9sliche Rezeptoren wie Pentraxin-3 und das ,lung surfactant protein D*
an die Oberflache der Konidien und stimulieren dadurch ihre Aufnahme durch Makrophagen
und Dendritische Zellen (Garlanda et al., 2002). Die ruhenden Sporen werden durch das Immun-
system nicht so gut erkannt wie angeschwollene Sporen, da es beim Anschwellen zu einer Ver-
anderung der Oberfliche kommt. Diese fiihrt dazu, dass bestimmte Zielstrukturen der eigentlich
an Glykokonjugaten reichen Zellwand auf der Oberflache freigelegt werden (Hohl und Feldmes-
ser, 2007). Die alveolaren Makrophagen stellen die erste Verteidigungslinie gegen die Sporen
dar. Die Bindung und Phagozytose der Konidien wird durch eine Reihe von Rezeptoren vermit-
telt (Kan und Bennett 1988; Kan und Bennett 1991; Bozza et al, 2002; Persat et al., 2003). Die
Immunantwort des Wirts wird durch Transmembranrezeptoren, die interne Signalkaskaden
weiterleiten, aktiviert. Diese sogenannten ,Pattern recognition receptors” erkennen bestimmte
Zielstrukturen (PAMPS), auf der Sporenoberflache und vermitteln die Phagozytose des Eindring-
lings. Konidien von A. fumigatus interagieren dabei hauptsidchlich mit den beiden Toll-like-
Rezeptoren TLR-2 und 4 (Meier et al, 2003). Diese leiten beide Ihr Signal durch eine
Signaltransduktionskette weiter. Dadurch kommt es zur Produktion und Ausschiittung von
Cytokinen und Chemokinen, die zur Anlockung von Neutrophilen fithren (Hohl und Feldmesser,
2007). Aber auch tber den Rezeptor Dectin-1 kann eine Immunantwort ausgelost werden. Die-
ser Rezeptor scheint eng mit TLR-2 zusammenzuarbeiten und erkennt 3-Glukane auf der Zell-
wand von vielen humanpathogenen Pilzen. Er verursacht letztendlich auch die Ausschiittung
von Chemokinen und ROIs. Da f3-Glukane auf ruhenden Sporen kaum zu finden sind (Hohl et al,
2005; Steele et al, 2005; Gersuk et al,, 2006; Luther et al., 2006; Taylor et al., 2007), ignoriert
Dectin-1 ruhende Sporen und reagiert hauptsachlich auf angeschwollene Sporen und Keimlinge.
Damit sorgt dieser Rezeptor fiir die Eliminierung einer direkten invasiven Gefahr (Hohl und
Feldmesser, 2007). Die von Makrophagen phagozytierten Sporen schwellen dann innerhalb des
Phagosoms an. Auch hier scheint die Freilegung der £3-Glukane auf der Sporenoberflache fiir die
von der NADPH-Oxidase abhangige Totung der Sporen nétig zu sein (Philippe et al., 2003, Marr

et al. 2003). Phagosomen, die Konidien enthalten, fusionieren mit Lysosomen und reifen da-
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durch zu Phagolysosomen. Die Ansduerung dieser Vakuolen und die Freisetzung zahlreicher
antimikrobieller Substanzen fiihrt schliefllich zum Abtéten der Sporen (Ibrahim-Granet et al.,
2003). Experimentelle Daten legen nahe, dass wahrend der Infektion etwa 24 h nach der Phago-
zytose etwa 90% der Konidien von den Makrophagen abgetétet wurden. Die restlichen 10%
tiberleben und keimen aus. Die sich so bildenden Hyphen kénnen nur durch angelockte
polykernige Neutrophile abgetdtet werden, da sie aufgrund ihrer GréfRe von Makrophagen nicht
mehr phagozytiert werden koénnen (Latge, 1999; Duong et al, 1998; Romani, 2004). Dafiir bin-
den sie an die Oberfliche der Hyphen, durch die Sekretion von ,reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS)* werden die Hyphen schnell zerstort (Latge, 1999). Ruhende Sporen werden von den
Neutrophilen nur langsam aufgenommen und sind gegentiber den ROS sehr widerstandsfahig.
Die Antwort der Neutrophilen verstarkt sich, sobald die Konidien begonnen haben anzuschwel-
len. In diesem Zustand konnen sie von den Neutrophilen auch eliminiert werden (Latge, 1999).
Auch dendritische Zellen konnen Konidien und Hyphen phagozytieren und transportieren diese
dann zu den mediastinalen Lymphknoten. Dort aktivieren sie eine Pilz-spezifische adaptive Im-
munantwort (Bozza et al., 2002). In gesunden Individuen findet eine adaptive T-Zellantwort in
Antwort auf Aspergillus-Antigene hauptsachlich in der CD4+ T-Zell Fraktion statt. Mdusen, de-
nen funktionelle T- und B-Zellen fehlen, waren in Versuchen nicht empfinglicher fiir invasive
Aspergillosen als Wildtyp-Mause (Williams et al.,, 1981), was zunachst fiir eine vorherrschende
Rolle der angeborenen Immunantwort bei der Abwehr von A. fumigatus spricht. Inzwischen ver-
dichten sich allerdings die Hinweise, dass eine T-Zellantwort zur Immunabwehr beitragt
(Hebart et al., 2002; Cenci et al., 1999; Cenci et al., 1997; Perruccio et al, 2005), wenn auch die

dahinterstehenden Mechanismen noch nicht wirklich verstanden werden.

7. Virulenz in A. fumigatus ist vielschichtig

Als opportunistischer Krankheitserreger ist A. fumigatus normalerweise harmlos. Erst eine Be-
eintrachtigung der Immunabwehr des Wirts erlaubt es dem Pilz, diesen zu kolonisieren. Nach-
dem A. fumigatus nur 0,3-1% der Sporen in der Luft eines Krankenhauses ausmacht, aber fiir
etwa 80-90% (Brakhage und Langfelder, 2002) der invasiven Aspergillosen verantwortlich ist,
wurde oft erwartet, dass dieser Pilz iiber spezielle Virulenzfaktoren verfiigen muss. Doch auch
eine systematische Suche nach Virulenzfaktoren durch Hensel und Holden (1996) blieb erfolg-
los. Inzwischen geht man davon aus, dass dieser Organismus iiber keine Kklassischen
Virulenzfaktoren verfiigt. Seine Dominanz bei der Besiedelung des immunsupprimierten Wirts

ist vermutlich vielmehr durch das Vorhandensein vieler verschiedener vorteilhafter Eigenschaf-
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ten begriindet. Eine dieser vorteilhaften Eigenschaften ist sicher seine Thermotoleranz, die ihn
deutlich von anderen Aspergillus-Arten unterscheidet. Durch schnelles Wachstum bei 37° C
kann er die geschwichte Immunabwehr des menschlichen oder tierischen Wirts noch besser
tiberwinden und sich gleichzeitig gegen weniger schnell wachsende Organsimen durchsetzen.
Um im Wirt iiberleben zu kénnen, muss A. fumigatus in der Lage sein, die dort vorhandenen
Néahrstoffe zu sensieren und durch geeignete Stoffwechselanpassungen nutzbar zu machen. Als
Saprophyt, der normalerweise organisches Material im Boden zersetzt, verfiigt A. fumigatus iber
ein breites Arsenal an hydrolytischen Enzymen, die ihm auch in der Virulenz niitzlich sind. Na-
tlirlich muss der Pilz auch seinen Bedarf an Makro- und Mikroelementen, wie Fe, Zn, Mg und
Phosphat im Wirt decken kénnen. Auch dafiir ist der Pilz bestens ausgestattet. So verfiigt er z. B.
tiber Siderophore und fiinf verschiedene Zinktransporter (Tekaia und Latge, 2005). Selbst wenn
Pilzmutanten in solchen Stoffwechselanpassungen eine verringerte Virulenz im Mausmodell
zeigen, kann man dennoch nicht von Virulenzfaktoren sprechen, da die Mutanten auch aufer-
halb des Wirts aufgrund der Deletion Wachstumsprobleme hitten. Um sich im menschlichen
oder tierischen Organismus ausbreiten zu konnen muss A. fumigatus die zwar geschwéchte aber
dennoch vorhandene Immunabwehr tiberkommen. Dabei helfen Strukturen, die die Sporen vor
der Erkennung durch Zellen des Immunsystems schiitzen, wie die ,rodlet structure®, die die ru-
henden Sporen umhiillt und Zielstrukturen ummantelt und damit fiir das Immunsystem un-
sichtbar macht (Paris et al., 2003). Aber der Pilz muss sich auch effektiv vor den Angriffen des
Immunsystems, also vor ausgeschiitteten reaktiven Sauerstoffspezies, schiitzen. Die Sporen
werden wohl durch ihre Pigmentierung mit 1,8-Dihydroxynaphthalene-Melanin vor den Zellen
der Immunabwehr geschiitzt. Im Tiermodell waren Pilzmutanten ohne Pigmentierung weniger
virulent als der Wildtyp (Jahn et al.,, 1997). Enzymsysteme, die die ROS entgiften kénnen, sind
eine weitere Voraussetzung, um einen Wirt erfolgreich zu kolonisieren (Hamilton und Holdom,
1999). A. fumigatus entgiftet ROS beispielsweise iiber Glutathion-Synthese und Oxidoreduktasen
(Tekaia und Latge, 2005). AufRerdem besitzt dieser Pilz vier Superoxiddismutasen (SODs) und
drei verschiedene Katalasen. Nur eine Doppelmutante der beiden Hyphen-spezifischen Katala-
sen zeigte sich im Ratten-Infektionsmodell etwas weniger virulent als der Wildtyp (Paris et al.,
2003). Desweiteren produziert A. fumigatus auch mehrere verschiedenen Mycotoxine, die bei
der Besiedelung des Wirts von Vorteil sein konnten, wie Gliotoxin, Fumagilin, Helvolinsaure,
Fumitremorgin A und Asp-Hamolysin (Kamei und Watanabe 2005). Gliotoxin ist dabei am bes-
ten untersucht. Es wird in der humanen Aspergillose exprimiert und verfiigt Uber
immunsuppresive Eigenschaften. So blockiert es etwa die Phagozytose bei Leukozyten (Pahl et
al., 1996) und induziert Apoptose bei Neutrophilen und Monozyten (Stanzani et al., 2005;
Waring et al, 1988). Drei unabhdngig von einander hergestellte Mutanten zeigten allerdings

unterschiedliche Ergebnisse im Tiermodell. Zwei Gruppen fanden keinen Unterschied im Viru-
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lenzverhalten von Mutante und Wildtyp (Cramer et al., 2006; Kupfahl et al., 2006). Die dritte
Gruppe dokumentierte eine verringerte Virulenz der Mutante im Maus-Modell (Sugui et al,
2007). Gliotoxin scheint also unter bestimmten Bedingungen zur Virulenz des Pilzes beizutra-
gen, hat aber scheinbar keine ausschlaggebende Bedeutung. Viele dieser hier genannten vorteil-
haften Eigenschaften kénnen dennoch die Vorherrschaft von A. fumigatus in der Infektion nicht
erkldaren, da auch andere weniger virulente Aspergillus-Arten iiber diese Fahigkeiten verfiigen.

So wird zum Beispiel Gliotoxin auch von zehn anderen Aspergilli produziert.

7.1 Das CipC-Protein - ein moglicher virulenzassozierter Faktor?

Das Genom von A. fumigatus kodiert fiir 9926 putative Genprodukte. Immerhin ein Drittel da-
von, ndmlich 3288, haben eine unbekannte Funktion (Niermann et al., 2005). Eines dieser Prote-
ine mit unbekannter Funktion ist ein zu CipC homologes Protein. Der Name steht fiir
Concanamycin A induziertes Protein C und ist auf Arbeiten in A. nidulans zuriickzufiihren (Melin
et al, 2002). Bei einer Untersuchung der Interaktion zwischen Streptomyces halstedi und ver-
schiedenen Pilzen setzte die Gruppe das von Streptomyceten gebildete Antibiotikum
Concanamycin A ein und untersuchte mit Hilfe der 2D-Gelelektrophorese, welche Proteine in
A. nidulans differentiell exprimiert werden. Concanamycin A ist ein Plecomacrolid Antibiotikum,
das durch Bindung an die Untereinheit C des membrangebundenen, lonen translozierenden Vo-
Komplexes die Aktivitdt von vakuolaren ATPasen hemmt (Huss et al,, 2002). Eine Inhibierung
der V-ATPase, die die vakuoldare Membran energetisiert, fiihrt in filamentdsen Pilzen zu einem
spezifischem Wachstumsphanotyp, ndmlich zur Bildung von kurzen, dicklichen und stark ver-
zweigten Hyphen (Bowman et al., 1997). Das CipC-Protein wurde in A. nidulans in Antwort auf
Concanamycin A in 6x so grofier Menge produziert. Homologe Proteine findet man nur in Pilzen,
was eine mogliche Rolle als therapeutisches Ziel bei der Bekdmpfung einer invasiven
Aspergillose impliziert. Die Funktion war zu Beginn dieser Arbeit ganzlich unbekannt. Im Rah-
men einer in unserer Arbeitsgruppe frither angefertigten Dissertation (Schwienbacher, 2005)
wurde dieses Protein auch bei 2D-Gelelektrophorese-Studien als einer der dominantesten Prote-
inspots in Hyphenproteinextrakten von A. fumigatus gefunden (siehe Abb. 3). Auflerdem zeigte
sich in diesen Untersuchungen auch, dass es sich um ein differentiell exprimiertes Protein han-

delt, das nur in Hyphen, nicht aber in auskeimenden Hyphen oder Sporen gefunden wurde.

10



EINLEITUNG

o0
MW . L_‘ : I j = O‘e‘\ 66590(
100- 06659 e\«\e“ ™
50- > = MW &‘0“6 - o oo CipC
S o TN “ %‘//
P e 15- EEEES .‘.' .w.té/
20- R L SR B
P 10- 9 7 - & TP
15- ..c.' "0\-- A :..... e O“ M $
. =3 ......" : .."
16- o.. o $ ..'fc"' 6 76 76 7 pH
4 5 6 7 pH

Abb. 3: CipC wurde als hyphenspezifisches Protein in der 2D-Gelelektrophorese gefunden

Das zu CipC é&hnliche Protein wurde nur in Proteinextrakten aus Hyphen gefunden. Hier scheint es mengenmé-
Rig ein sehr dominantes Protein zu sein. Links ist beispielhaft ein vollstdndiges 2D-Gel der Hyphenfraktion zu
sehen (Schwienbacher, 2005).

Weiterhin war zu Beginn dieser Arbeit bekannt, dass das CipC-Protein wohl eine wichtige Rolle
bei der Virulenz von Cryptococcus neoformans spielt (Steen et al., 2003). Cryptococcen sind viru-
lente Hefen, die die Blut-Hirn-Schranke durchbrechen kénnen und sowohl in immunkompeten-
ten als auch in immungeschwdchten Personen Meningitis verursachen kénnen. Die Arbeitsgrup-
pe untersuchte mithilfe der ,Serial Analysis of Gene Expression“ (SAGE)-Technik die Anpassung
der Genexpression des Pilzes wihrend der Infektion. Dabei fanden sie drei Transkripte, die im
Infektionsmodell deutlich starker exprimiert waren als in den Kontrollen. Die beiden héufigsten
Transkripte kodierten fiir zwei Proteine der Hitzeschockproteinfamilie Hsp 12 und das dritt-

haufigste Transkript in dieser Studie kodierte fiir ein zu CipC homologes Protein.

7.2 Die MnSODs von A. fumigatus - mogliche virulenzassoziierte Faktoren?

Das Superoxidanion und Wasserstoffperoxid sind teilweise reduzierte Sauerstoffspezies, die
standig als Nebenprodukt des aeroben Stoffwechsels entstehen. Durch ihre hohe Reaktivitat sind
sie fir lebende Zellen sehr schadlich, da beispielsweise aktive Zentren von Enzymen zerstort
werden konnen (Imlay, 2008). Als Schutzmechanismus dienen Enzyme, die diese Sauerstoffra-
dikale entgiften konnen. Superoxiddismutasen konnen das Superoxidion in Wasserstoffperoxid
und Sauerstoff verwandeln. Katalasen machen wiederum Wasserstoffperoxid unschadlich. Diese
Enzymsysteme schiitzen allerdings nicht nur vor selbst produzierten Sauerstoffradikalen, son-
dern helfen den Zellen auch, sich vor Fremdangriffen mit ROS zu schiitzen. Sie sind deswegen

mogliche wichtige Faktoren fiir die Virulenz des Pilzes. Insbesondere die Rolle der

11
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Superoxiddismutasen wahrend der Virulenz von A. fumigatus war bisher unzureichend geklart.
Die Superoxiddismutasen wurden von Irvin Fridovich und Joe McCord 1968 entdeckt (McCord
und Fridovich, 1988) und werden, je nach gebundenen Metallcofaktor, in drei verschiedene
Klassen unterteilt: Zum einen gibt es SODs vom Cu/Zn Typ. Sie gelten als das typische Enzym im
eukaryotischen Zytosol und unterscheiden sich strukturell von den beiden anderen Klassen. Des
weiteren gibt es sowohl Mn- als auch Fe-abhadngige SODs. Diese beiden Typen weisen deutliche
Sequenzhomologien auf und kommen hauptséchlich in Prokaryoten vor. Die Mn-abhéngige SOD
ist das typische in den Mitochondrien vorkommende Enzym. Bei der letzten Klasse handelt es
sich um die Ni-abhingigen SODs, die in Prokaryoten vorkommen. Erst durch die Veroffentli-
chung der Genomsequenz von A. fumigatus (Niermann et al,, 2005) stellte sich heraus, dass im
Genom vier potentielle Superoxiddismutasen kodiert sind. Davon ist eine Cu/Zn-, zwei Mn- und
eine Fe-abhangig. Von diesen vier SODs ist bis heute nur eine genauer charakterisiert worden.
Dabei handelt es sich um das Aspergillus-Allergen Aspf6 (Crameri und Blaser, 1995). Dieses An-
tigen wird auch fiir diagnostische Zwecke zur Unterscheidung von ABPA und allergischen Reak-
tionen herangezogen. Da Aspf6 nur in den Hyphen zu finden ist, bilden nur ABPA-Patienten spe-
zifische IgEs (Hemmann et al., 1999; Schwienbacher et al., 2005). Bisher ist man davon ausge-

gangen, dass es sich hierbei um die mitochondriale MnSOD handelt.

8. Zielsetzung der Arbeit

Mithilfe dieser Arbeit sollten mogliche Virulenzdeterminanten von A. fumigatus genauer charak-
terisiert werden. Noch immer ist nicht ganz klar, welche Faktoren dazu fithren, dass A. fumigatus
bei invasiven Pilzerkrankungen in immungeschwachten Patienten der dominierende Keim ist.
Im Fokus der Arbeit stand dabei das Pilz-spezifische Protein CipC, das neben einer moglichen
Rolle in der Virulenz auch als mégliches therapeutisches Ziel in Frage kam. Es sollte versucht
werden, mithilfe unterschiedlicher methodischer Werkzeuge die Funktion dieses Proteins auf-

zuklaren. Weiterhin sollte auch eine mogliche Bedeutung fiir die Virulenz untersucht werden.

Superoxiddismutasen entgiften reaktive Sauerstoffspezies. Sie konnen deswegen in humanpa-
thogenen Organismen eine bedeutende Rolle bei der Verteidigung des Pilzes gegen die Immun-
abwehr des Wirts spielen Dabei ist die Bedeutung der zwei im Genom von A. fumigatus kodier-
ten MnSODs wahrend der Virulenz bisher unzureichend geklart. Diese sollte in dieser Arbeit

ebenfalls untersucht werden.
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B. Material und Methoden

1. Organismen, Plasmide und Oligonukleotide

In dieser Arbeit verwendete Bakterienstimme, Pilzstimmme, murine Myelomzelllinien und

Mausstamme sind in den Tabellen 1 bis 4 aufgefiihrt.

Tab. 1: Verwendete Bakterienstimme

Stamm Genotyp Referenz
Escherichia coli F $80d, lacZ AM15, endAl, recAl, Hanahan, 1983
hsdR17(rxmg’), supE44, thi-1, A,
DH5a qyrA96, relA, A(lacZYA-, argF)U169
Escherichia coli E. coli B, dcm, ompT, hsdS(rgmg), gal | Fa.Novagen (Madison, USA)
ADE3
BL21(DE3)
Escherichia coli SG13009[pREP4] Fa. Qiagen (Hilden, Deutsch-
land)
M15 [pREP4]
Tab. 2: Verwendete Pilzstimme
Stamm Genotyp Referenz
Aspergillus fumigatus Wildtyp; Patientenisolat ATCC

ATCC 46645

Aspergillus fumigatus Wildtyp, Patientenisolat

D141

Reichard et al, 1990

Aspergillus fumigatus A. fumigatus D141 AakuA
AKu70 (Afs 35)

Krappmann et al, 2006
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Aspergillus fumigatus

A. fumigatus CEA10 (Wildtyp) pyrG

d Enfert, 1996

CEA17

Aspergillus fumigatus A. fumigatus CEA17 AakuB da Silva Ferreira et al, 2006

AKu80

Aspergillus fumigatus A. fumigatus CEA17 AakuB, pyrG* da Silva Ferreira et al., 2006;

AKu80 pyrG+

Aspergillus fumigatus A. fumigatus 144-89 (Wildtyp, Pa- Thau et al,, 1994
tientenisolat), ArodA

ArodA

Aspergillus fumigatus A. fumigatus AakuA, Proumpa-NrpA- diese Arbeit
GFP

Pronpa-NrpA-GFP

Aspergillus fumigatus A. fumigatus ATCC 46645, Prouma- diese Arbeit
NrpA-GFP

Pronrma-NrpA-GFP (1)

Aspergillus fumigatus A. fumigatus AakuA, Prorpa-GFP diese Arbeit

PrOnrpA'GFP

Aspergillus fumigatus A. fumigatus AakuA, Pronmpaiszs-NrpA- diese Arbeit
GFP

Pl‘OnrpA1575-NI'pA-GFP

Aspergillus fumigatus A.  fumigatus Aakud, Sigsequ- diese Arbeit
MnSODmito-GFP

Sigsequ-MnSODmito-

GFP

Aspergillus fumigatus A. fumigatus AakuB, AnrpA diese Arbeit

AnrpA

Tab. 3: Verwendete murine Myelomzellinie

Stamm Stammnummer Bezugsquelle

P3-X63-Ag8.653 (,Ag8")

Murine Myelomzelllinie

ATCCTIB-132

Prof. Jiirgen Wehland,

Braunschweig
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Tab. 4: Verwendete Mausstimme

Stamm Alter Referenz

BALB/c 10-15 Wochen Fa. Charles River (Sulzfeld, Deutschland)

Eine Auflistung der verwendeten Plasmide, Oligonukleotide und Plasmidkonstrukte ist in den

Tabellen 5 bis 7 zu finden.

Tab. 5: Verwendete Plasmide

Plasmid Eigenschaft Referenz
pQE30-UA N-terminaler (His)s-Tag Fa. Qiagen (Hilden, Deutsch-
land)
Ampr
pAN 923 AargB1 lacZ (E. coli) van Gorcom et al, 1985

Ebel et al, 2006

van Gorcom et al,, 1986

pSK 379GFP afp Sven Krappmann, Wiirzburg-

modifiziert durch Johannes
Wagener, Miinchen

Tab. 6: Verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz Interne
Nummer
Cip5 ATGGCTTGGGGCTGGGAG 144
Cip 3° TTACCAACGGTCGACAGG 145
Cipup5’ TACTCGGCTATTCGGCAAATC 159
NotCipup3® CAGCAAGCGTGCGGCCGCTTTGAGTTGATCTGGTGAAAT 160
NotCipdown5’ TCAACTCAAAGCGGCCGCACGCTTGCTGTATGGGACGGC 161
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Cipdown3" TGAGCAGAGCGCCAAAGCCCA 162
5'Notdownneu TCAACTCAAAGCGGCCGCTGTACATAGGCTTGAACAGTG 163
3'downneu TGACATATGAGATGTCCTAGAATATTGGAA 164
5'Bgl2PT TTTAGATCTTACTCGGCTATTCGGCAAATC 177
3'BamH1PT TGGATCCCATTTTGAGTTGATCTGGTGA 178
5'Sonde2641 ATGGCTCATCTGAAGTACG 185
3'Sonde3143 ATTACGTGAATAGTGGTCG 186
MT P7 AAATACAAGAACTTCGTTATGGGTTTCGTG 201
MT P8 GATCACGAACTTGGCGAACTTCATCCT 202
MT P5 TCCAGAAGCACATTCTCATACGACTGT 203
MT P6 AAACATTGGTCAATCACTGGTAACTCC 204
mMnSOD-5 ATGGCCTCTCTCATCCGT 241
mMnSOD-3" CTATGCGGAGAAGCGCTT 242
5’CipCupPST1 TTTCTGCAGTACTCGGCTATTCGGCAAATCGAT 276
3"CipC-gfpFu GCCGCCGCCCAACGGTCGACAGGGCGGTC 277
5'CipgfpFuPro1500 TTTCTGCAGAAGATACTTAGGTGACAGCCG 286
3*CipProgfpFuKontr GCCATTTTGAGTTGATCTGGTGAAAT 287
AfMnSOD-5 AAACATGGCCGCCTCTCTCAT 290a
AfMnSOD-gfpfu-int-rev | GCCGCCGCATCAGGCAGAGTGGCCTTG 291a
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Tab. 7: Verwendete Plasmidkonstrukte

Bezeichnugn Insert Vektor

pQE30-UA-CipC (NrpA) | Zu cipC homologes Gen aus A. fumigatus pQE30-UA
ATCC 46645 (nrpA): AM086260.1

pQE30-UA-MnSOD Putative mitochondriale MnSOD aus A. pQE30-UA
fumigatus ATCC 46645: EAL89634

pSK379GFP- Promotorregion nrpA (1013 Bp)-nrpA-gfp pSK 379GFP

Pronpa-NrpA-GFP

pSK379GFP- Promotorregion nrpA (1013 Bp)-gfp pSK 379GFP

PrOnrpA'GFP

pSK379GFP- Promotorregion nrpA (1576 Bp)-nrpA-gfp pSK 379GFP

PI‘OnrpA1575-NI‘pA-GFP

PAN-Proupa-LacZ Promotorregion nrpA (1016 Bp)-lacZ pAN 923 AargB1

2. Zellanzucht

2.1 Medien

2.1.1 Medien fur Escherichia coli

Die Anzucht von Escherichi. coli erfolgte in LB (Luria-Bertani)-Medium mit folgender Zusam-

mensetzung:

Pepton 10g

Hefeextrakt 5g

NacCl 10g

H204est. ad 1000 ml; autoklavieren

Je nach Bedarf wurden dem Medium zur Selektion nach dem Autoklavieren Carbenicillin
(Stammlosung: 100 mg/ml), ein Funktionsanalogon von Ampicillin in einer Endkonzentration

von 100 pg/ml, oder Chloramphenicol (Stammlésung: 30 mg/ml) in einer Endkonzentration von
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30 pg/ml zugesetzt. Zur Herstellung von Agarplatten wurde das Medium vor dem Autoklavieren

mit 18 g Bactoagar (Difco) pro Liter Medium [(1,8% (w/v)] versetzt.

2.1.2  Medien fiir A. fumigatus

A. fumigatus wurde mit folgenden Nahrmedien angezogen:

Komplexmedien:

Potato- Dextrose- Agar (Difco):

Kartoffelmehl
Bacto Dextrose
Agar

HZOdest.

200g
20g
15g

ad 1000 ml; autoklavieren

Sabouraud-Dextrose-Agar (Difco):

Neopepton
Dextrose
Agar

HZOdest.

YG (Hefe-Dextrose)-Medium:

Hefeextrakt
Glukose

H 2 0 dest.

YGe (YG filtriert):

20g
40¢g
15g

ad 1000 ml, autoklavieren

5g
20g

ad 1000 ml; autoklavieren

100 ml 10x YG-Medium wurden in einen gewaschenen Dialyse-
schlauch (Spectrum; Spectra Pore Membrane) mit einer Aus-
schluf3porengrofde von 6-8 kDa gefiillt und fiir 16-20 h gegen 900
ml H,O filtriert. Die im Dialyseschlauch verbliebene Fliissigkeit
wurde verworfen, der Rest autoklaviert.
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Minimalmedien:

Yeast Nitrogen Base (YNB):

YNB (Invitrogen)
Ammonium-Sulfat
Glukose

HZOdest.

Aspergillus-Minimalmedium (AMM) (Hill und Kafer, 2001):

MgS04x 7 H20
Salzlosung
Spurenelementlésung
Glukose

N-Quelle

H 2 0 dest.

1,7g
5g
20g

ad 1000ml; autoklavieren

5 ml (Stammlésung: 0,4 M)
20 ml

1ml

10g

20 mM (Endkonzentration)

ad 1000 ml, sterilfiltrieren

Der pH-Wert liegt bei etwa 6,6 und muf3 nicht mehr eingestellt werden.

Als Standard-N-Quelle wurde Ammonium-Tartrat in einer Endkonzentration von 20 mM ver-

wendet. Wurden in Versuchen unterschiedliche N-Quellen oder -Konzentrationen verwendet,

wurde das Medium unter Verwendung einer Salzlésung ohne N-Quelle als 2x Stammldsung her-

gestellt. Die N-Quellen konnten dann als separate Stammldsungen je nach Bedarf eingesetzt

werden. Stammldsungen von Aminosduren wurden stets eingefroren.

Salzl6sung (20x) ohne N-Quelle:

KCl
KH;PO4
K2HPO,

H 2 0 dest.

104 g
16,3 g
209¢g

ad 1000 ml; autoklavieren
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Spurenelementlésung (nach Hunter) (Hill und Kafer, 2001):

ZnS04x 7H20 2,2¢g

HsBO3 Llg

MnCl; x 4H,0 500 mg

FeS04x 7H20 500 mg

CoCl; x 6H,0 160 mg

CuS04x 5H20 160 mg

(NH4)6M07024 x 4H20 110 mg

Na4sEDTA x 4H;0 60g

H204est. ad 100 ml; autoklavieren

Alle Medien wurden, wenn nicht anders angegeben bei 121° C und 3 Bar fiir 20 min autoklaviert.

Zum Nachweis einer aktiven 3-Galactosidase wurden 40 pl einer X-Gal-Losung (40 mg 5-Brom-
4-chlor-3-indoxyl-f3-D-Galactopyranosid/ml Dimethylformamid (w/v)) vor der Beimpfung auf

einer Agarplatte mit 25 ml Kulturagar verteilt.

2.1.3 Medien fiir die Zellkultur

Die Anzucht der Zelllinien erfolgte in folgenden Medien von Invitrogen: DMEM (Dulbecco’s

modified Eagle Medium), Opti-MEM und RPMI (Royal Park Memorial Institut).

Allen Medien wurde Glutamin (Invitrogen) in einer Endkonzentration von 2 mM zugesetzt. Zur
Vermeidung von Kontaminationen wurden die Medien zuséatzlich mit einem Gemisch aus Peni-
cillin und Streptomycin (Invitrogen) in einer Endkonzentration von 100 U/ml versetzt. Aufder-
dem erfolgte eine Supplementation des Mediums mit 5% (v/v) fotalem Kilberserum (FCS;

Invitrogen).

2.2 Anzucht und Ernte von E. coli

E. coli wurde aerob unter schiitteln (180 U/min) bei 37° C angezogen. Als Kulturgefaf3e dienten
bis zu einem Volumen von 5 ml Reagenzgladser (15 ml) oder Plastikreagenzgldser der Firma Fal-
con (15 ml) und sonst Erlenmayerkolben entsprechender Grofde. Durch eine Zentrifugation fiir

15 min bei 4° C und 6000 g erfolgte die Ernte der Bakterien. Uber kiirzere Zeitrdume wurde
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E. coli auf LB-Agarplatten bei 4° C gelagert. Fiir eine langfristige Lagerung wurden 700 pl einer
Ubernachtkultur mit 300 ul Glyzerin [50% (v/v)] versetzt und bei -80° C aufbewahrt.

2.3  Anzucht und Ernte von A. fumigatus

A. fumigatus wurde aerob unter schiitteln (180 U/min) bei 37° C angezogen. Als Kulturgefafde
dienten Erlenmayerkolben entsprechender Grofie. Fiir die Herstellung von Sporenstammlésun-
gen wurden 100 pl einer 1:500 verdiinnten Sporenstammlésung in Zellkulturflaschen (Nunc
Brand Products) mit 175 cm3, in denen sich 100 ml Nahragar befanden, eingebracht. Nach Zuga-
be von sterilen Glaskugeln wurde die Fliissigkeit durch Schwenken auf der Agaroberflache ver-
teilt. Nach etwa 2-4 Tagen hatten sich die Sporen dunkelgriin gefarbt und konnten geerntet wer-
den. Dazu wurden sterile Glaskugeln und 10 ml H;0 in die Flasche pipettiert. Durch Schiitteln
und Schwenken konnten die Sporen von den Konidophoren abgetrennt werden und die jetzt
dunkle Fliissigkeit wurde durch sterile, mit Miracloth ausgekleidete Filter geschiittet. Dieser
erste Teil des Erntevorgangs wurde ein bis zwei Mal wiederholt. Zum Waschen und Konzentrie-
ren der Sporen wurde das Filtrat durch einen Spritzenaufsatzfilter (0,8 um) gepresst. Dabei
bleiben die Sporen im Filter hdngen und werden so von der Fliissigkeit getrennt. Durch die Spit-
ze des Spritzenaufsatzfilters konnte nun frisches Wasser in beliebiger Menge in die Spritze gezo-
gen werden. Die Lagerung der Sporenstammsuspensionen erfolgte mittelfristig bei 4° C. Fiir eine
langfristige Lagerung wurden 300 ul Sporenstammsuspension und 200 pl Glycerin (50% (v/v))
vermischt und bei -80° C aufbewahrt. Durch die Auszdhlung einer 1:500-1:1000 verdiinnten
Sporenstammsuspension in einer Neubauer-Ziahlkammer konnte der Titer der Suspensionen

bestimmt werden. Normalerweise enthielten solche Stammldsungen etwa 1x108 Sporen/ml.

2.4  Anzucht und Kryokonservierung der Zelllinien

Die Anzucht der Myelom- und Hybridomzelllinien erfolgte in Zellkulturschalen verschiedener
Grofden (Nunc), in einem Zellkulturinkubator (Hera Cell 150, Thermo Scientific)) bei 37° C und
6% (v/v) COz. Zum Einfrieren wurden Zellen aus der exponentiellen oder spatexponentiellen
Wachstumsphase in ein 50 ml Plastikrohrchen tiberfiihrt und bei RT fiir 5 min bei 1200 g zentri-
fugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellsediment in 0,3-1 ml kaltem Einfriermedium
(FCS mit 8% (v/v) DMSO) aufgenommen und in Einfriergefafde iiberfiihrt. Um einen schonenden
Einfrierprozess zu gewdhrleisten, wurden die Einfriergefafde zunachst in eine spezielle, mit
Isopropanol gefiillte Einfrierbox (Nalgene) gestellt, welche anschlief3end bis zu 14 Tage bei -80°

C gelagert wurde. Bei dieser Vorgehensweise kiihlt sich der Inhalt der Box gleichméafiig und kon-
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tinuierlich um 1° C pro min ab. AnschlieRend erfolgte die Uberfithrung der Einfriergefifie in ei-

nen mit fliissigem Stickstoff gefiillten Tank (-196° C).

Nach dem Auftauen der Zellen musste das DMSO im Einfriermedium moglichst schnell ausver-
diinnt werden. Deswegen wurden die Zellsuspensionen schnell aufgetaut und sofort in ein vor-
bereitetes 15 ml Plastikrohrchen mit 5 ml warmen Medium iberfithrt. Nach einem
Zentrifugationsschritt bei 1200 g fiir 5 min bei RT wurde der Uberstand verworfen und das Se-

diment in frischem Medium geldst und in geeignete Kulturgefafie tiberfiihrt.

2.5  Wachstumsversuche mit A. fumigatus

2.5.1 Bestimmung des radialen Wachstums

Fiir die Bestimmung des radialen Wachstums von A. fumigatus wurde 1 pl einer Sporenstamm-
suspension mittig auf eine Agarplatte getiipfelt. Die Messung des Durchmessers der entstande-
nen Kolonie erfolgte in geeigneten Zeitabstdnden. Es wurden stets Doppelbestimmungen durch-

gefiihrt.

2.5.2  Feuchtgewichtsbestimmung

Zur Bestimmung des Feuchtgewichts von Myzel von A. fumigatus wurden die Fliissigkulturen
zum Ernten durch mit Faltenfilter ausgekleidete Filter geschiittet und mit H2Oqest. gewaschen.
Danach wurde das Myzel zwischen dickem Whatmann-Papier durch leichten Druck getrocknet.
Dieser Vorgang wurde so oft wiederholt, bis kaum mehr Feuchtigkeit auf dem Papier zu sehen

war. Anschliefend konnte das Gewicht des Myzels auf einer Feinwaage analysiert werden.

2.5.3  Tiippfeltests

2.5.3.1  Tuppeltests auf Gradientenagarplatten

Bei diesem Testsystem wurden Agarplatten gegossen, die von einem ausgesuchten Nahrstoff
einen Konzentrationsgradienten aufwiesen. Daflir wurde zunachst Nahragar mit der maximalen
Konzentration des fiir den Gradienten verwendeten Stoffes in eine schragliegende viereckige
Petrischale gegossen. Nach dem Erkalten bildete der Agar einen stabilen Keil. Dieser wurde dann
mit Nahragar tiberschichtet, der den fiir den Gradienten verwendeten Stoff nicht enthielt. Jeweils
1 pl einer Sporenstammsuspension wurde dann entlang des Gradienten auf die Platte aufge-

bracht. Dabei wurden stets Doppelbestimmungen durchgefiihrt.
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2.5.3.2 Tiippeltests auf normalen Agarplatten

Von frischen Sporenstammsuspensionen wurden Verdiinnungsreihen mit folgenden Sporenkon-
zentrationen/ml hergestellt: 108, 107, 106, 105, 104 und 103. Jeweils 2 pl jeder Verdiinnungstufe
wurden fortlaufend auf Agarplatten getiippfelt. Es wurden stets Doppelbestimmungen

durchgfiihrt.

2.5.4 Hemmbhofversuche mit H20>

Je 30 pl Sporen der zu vergleichenden Pilzstimme wurden in gleichen Konzentrationen
(1,8x106/30pl) auf PD-Agarplatten ausplattiert. In die Mitte der Agarplatte wurde je ein steriles,
mit 40 ul H202-Losung (30% v/v) getranktes Filterplattchen gelegt. Die gebildeten Hemmbhofe

wurden anschliefiend ausgemessen. Dabei wurden stets Doppelbestimmungen durchgefiihrt.

2.5.5  Phenotype Microarray™

Die fiir die Phenotype Microarrays™ (Biolog) notwendigen Produkte wurden tliber die Firma AES
Chemunex bezogen. Die Durchfiihrung des Versuchs orientierte sich an der Protokollvariante fiir
filamentdse Pilze, die ebenfalls von der Firma AES Chemunex bereitgestellt wurde. Anders als
angegeben, wurden die Platten in einer feuchten Kammer bei 30° C bebriitet und zu geeigneten

Zeitpunkten optisch ausgewertet.

3. Molekularbiologische und genetische Methoden

3.1 Amplifizierung von DNS-Fragmenten

Fiir die Amplifizierung von DNS-Fragmenten wurden verschiedene Taq- und Pfu-Polymerasen
mit den entsprechenden Puffersystemen verwendet. Das Probenvolumen betrug normalerweise
50 pl. Diente die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (Mullis et al, 1986) analytischen Zwecken
wurde das Probenvolumen bis auf 16 pl pro Ansatz verringert. Die Durchfiihrung der PCR erfolg-
te in einem Minicycler mit beheizbarer Deckenplatte (Biometra; T Gradient, Personal Cycler).
Polymerisierungstemperatur und -dauer richtete sich nach den Angaben des Herstellers der
Polymerase. Fiir die Anlagerung der Oligonukleotide wurde die Temperatur etwa 5° C niedriger
gewahlt, als die Schmelztemperatur der entsprechenden Oligonukleotide. Im Folgenden ist bei-

spielhaft ein PCR-Programm bei Verwendung einer Tag-Polymerase angegeben: Zu Beginn er-
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folgte ein Denaturierungsschritt bei 94° C fiir 2-10 min. Daraufhin wurden 29 Mal folgende
Schritte wiederholt: 30 s bei 94° C (Denaturierung), 30 s bei 50-59° C (Anlagerung der
Oligonukleotide), 1 min/1 kB bei 72° C (Polymerisierung). Am Ende dieser Wiederholungen
wurden die Proben nochmals fiir 4 min auf 72° C (finale Polymerisierung) erhitzt und anschlie-

Bend im Gerat bei 4° C gekiihlt.

Die PCR-Produkte wurden bis zur Weiterverarbeitung bei 8° C oder bei -20° C gelagert. Falls

notig wurden die Proben mit einem Kit der Firma USB (PrepEase Gel Extraction) gereinigt.

3.2  Isolierung von Plasmid-DNS aus E. coli

Plasmide wurden entweder durch alkalische Lyse (Birnboim und Doly, 1979) oder mithilfe fol-
gender Kits isoliert: High speed Plasmid Mini oder Maxi-Kit (Qiagen), Pure Yield Plasmid Miniprep
System (Promega).

3.3  Isolierung von genomischer DNS aus A. fumigatus

Die Isolierung der DNS erfolgte mit Hilfe des MasterPure Yeast DNA Purification Kits
(EPICENTRE Biotechnologies) nach einer Protokollvariante von M. Brock (persoénliche Mittei-

lung).

Das in fliissiger Kultur (20 ml) gewachsene Myzel wurde geerntet, indem es durch einen Trich-
ter mit Filterpapier geschiittet wurde. Nach 2-3 maligem Waschen mit H20gest. wurde das Myzel
zwischen zwei Lagen dickem Whatmanpapier getrocknet und eingefroren. Das gefrorene Myzel
wurde in bereits vorgekiihlten Morsern in Anwesenheit von fliissigem Stickstoff pulverisiert.
150-200 mg des Pulvers wurden in 2 ml Plastikgefafde tiberfithrt und mit 450 ul ,Yeast Cell Lysis
Solution“ sowie 2 pul RNaseA (Qiagen) durchmischt. Nun wurden die Proben fiir 30 min bei 65° C
inkubiert und zwischendurch mehrmals gevortext. Erst nachdem die Proben auf Eis abgekiihlt
waren, wurden 225 ul ,MPC Protein Precipitation Reagent‘ zugegeben. Nun folgte eine
Zentrifugation bei 10 000 g fiir 10 min. Der klare Uberstand wurde in ein neues Gefif tiberfiihrt
und die DNS konnte nun durch Zugabe von 750 pl Isopropanol ausgefallt werden. Nach mehrma-
ligen invertieren der Gefafse war die ausgefallene DNS als weifder Faden zu sehen. Die DNS wur-
de bei 10 000 g fiir 10 min sedimentiert, der Uberstand verworfen und das Sediment mit 70%
(v/v) EtOH gewaschen. Noch einmal wurden die Proben bei 10 000 g fiir 10 min zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Vor dem Losen der DNS in etwa 200 pul TE-Puffer (10 mM Tris HCl
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pH 7,4; 1 mM EDTA pH 8,0) mussten EtOH-Riickstdnde vollstindig entfernt sein. Daflir wurde

das Plastikgefaf? fiir einige Minuten mit offenem Deckel bei 50° C inkubiert.

Diente die DNS zur Selektion positiver Klone, erfolgte der Aufschluss des Myzels im
Schiittelhomogenisator FastPrep 24 (MP Biomedicals). Dabei wurden kleine Myzelklumpen in
450 pl , Yeast Lysis Buffer” fiir 20 sec bei 5,5 m/s geschiittelt. Die Weiterverarbeitung der Proben
erfolgte wie oben beschrieben. Da bei dieser Protokollvariante die DNS-Ausbeute wesentlich

geringer ist, wird das Sediment am Ende in nur 30 pl TE-Puffer gelost.

3.4  Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdure-Lésungen

Nach einer 1:10-1:20 Verdinnung der DNS-Losung in HOges: erfolgte die
spektrophotometrische Messung bei 260 und 280 nm gegen den Leerwert. Eine optische Dichte
(OD) von 1,0 bei 260 nm entspricht etwa einer DNS-Konzentration von 50 pg/ml. Eine protein-

freie DNS-LOsung weist normalerweise ein OD2¢0/280-Verhéltnis von 1,8-2,0 auf.

3.5 Konzentrieren von DNS-Losungen

DNS-Losungen wurden durch eine Alkoholfallung mit EtOH (Miihlhardt, 2003) konzentriert.
Dazu wurden DNS-Losungen mit einer Endkonzentration von 0,3 M Na-Acetat (Stammldsung:
3 M; pH 4,8-5,2) versetzt. AnschliefSend erfolgte die Zugabe von 70% (v/v) EtOH (p. A.), wo-
durch die DNS zum Ausfallen gebracht wurde. Durch eine Zentrifugation bei 10 000 g konnte die
DNS sedimentiert werden. Nochmal wurde die DNS mit 70% (v/v) EtOH gewaschen. Nachdem
die EtOH-Reste verdampft waren, konnte das Sediment in einer geeigneten Menge TE-Puffer

oder H204est. resuspendiert werden.

3.6  Agarosegelelektrophorse

Zur Auftrennung von DNS-Fragmenten wurde eine horizontale Gelelektrophorese durchgefiihrt.
Dabei betrug die verwendete Standard-Agarosekonzentration (Roth) 1% (w/v) in TAE-Puffer
(40 mM Tris, 20 mM Essigsdure, 1 mM EDTA) .Vor dem Auftragen auf das Gel wurden die Proben
mit 1/6 Volumen Ladepuffer (6x Loading Dye, Fermentas) versetzt. Dies diente der farblichen
Markierung der Proben und der Erh6hung der Dichte der Lésung. Die beladenen Gele wurden in
speziell dafiir gefertigten Kammern fiir ca. 1 h bei 80-110 Volt (je nach Abstand von Anode und
Kathode) mit TAE als Laufpuffer gefahren. Die Farbung der Nukleinsduren erfolgte fiir ca. 30 min
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in einem Ethidiumbromidbad (1pg/ml in TAE). Nachdem die Gele kurz in H,O gewaschen wor-
den waren, konnte die DNS auf einem UV-Transilluminator (BioRad) mit einer Wellenldnge von
254 nm sichtbar gemacht und photographiert werden. Durch einen mitgefiihrten DNS-

Langenstandard konnte die Grof3e der untersuchten DNS-Fragmente abgeschatzt werden.

DNS-Fragmente, die aus dem Gel extrahiert werden sollten, wurden nicht mit Ethidiumbromid
gefarbt und keinem UV-Licht ausgesetzt. Um die Lage der Fragmente im Gel dennoch bestimmen
zu koénnen, wurde die fiir die Praparation bestimmte Probe beidseitig durch einen Teil der glei-
chen Probe flankiert. Diese flankierenden Bereiche wurden nach dem Auftrennen mit

Ethidiumbromid gefarbt und dienten beim Ausschneiden des Fragments als Vorlage.

3.7 DNS-Extraktion aus Agarosegelen

Die Extraktion von DNS aus Agarosegelen erfolgte mit Hilfe des Kits der Firma USB (PrepEase Gel

Extraction). Dabei erfolgte die Extraktion nach den Angaben des Herstellers.

3.8  Enzymatische Behandlung von Nukleinsduren

3.8.1 Sequenzspezifische Spaltungen von DNS

Fiir diesen Vorgang wurden Restriktionsendonucleasen (MBI Fermentas) verwendet. Die Puffer-

, Konzentrations- und Temperaturbedingungen wurden nach Herstellerangaben eingestellt.

3.8.2  Phosporylierungen und Dephosphorylierungen von DNS-Fragmenten

Fiir die 5'Phosphorylierung von DNS-Fragmenten wurde eine T4-Polynukleotid Kinase verwen-
det. Die Entfernung von 3" und 5° Phosphatgruppen an DNS-Fragmenten erfolgte mithilfe einer
alkalischen Phosphatase aus Garnelen (Shrimp Alkaline Phosphatase). Beide Enzyme wurden von

der Firma MBI Fermentas bezogen und nach Anweisung des Herstellers verwendet.

3.8.3  Ligation von DNS-Fragmenten

Die Ligation von DNS-Fragmenten erfolgte unter Verwendung der T4-DNS-Ligase (MBI
Fermentas). In den meisten Fallen wurde das Enzym mit einer Konzentration von 1U/ul einge-
setzt. Nur bei schwierigeren Ligationen, wenn beispielsweise DNS-Fragmente mit glatten Enden
zusammenligiert werden sollten, wurde das gleiche Produkt mit 5U/ul oder 30U/pl verwendet.
Die Reaktionen wurden entsprechend den Angaben des Herstellers angesetzt. Die Inkubation

erfolgte Ubernacht bei 8° oder 16° C.
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3.9 Transformation von E. coli
3.9.1 Transformation mittels Elektroporation

39.11 Herstellung von elektrokompetenten Zellen

250 ml LB-Medium wurden 1: 200 mit einer E. coli Ubernachtkultur angeimpft und bei 37° C und
180 U/min bis zu einer ODs95 von 0,5 -0,7 inkubiert. Nachdem die Zellen fiir 20 min auf Eis abge-
kihlt waren, wurden sie durch Zentrifugation bei 4000 g fiir 15 min bei 4° C sedimentiert. Das
Sediment wurde resuspendiert und insgesamt dreimal mit eiskaltem sterilem H2Ogest. gewa-
schen. Dabei wurde jeweils das Ausgangsvolumen der Kultur verwendet. Es erfolgte ein weiterer
Waschschritt mit kaltem 15%igen (v/v) Glycerin, bevor die Bakterien schliefilich in 2,5 ml kal-
tem 10%igen (v/v) Glycerin aufgenommen, in 100 pl Portionen aufgeteilt und sofort in fliissigem

Stickstoff schockgefroren wurden. Die Lagerung der Bakterien erfolgte bei -80° C.

3.9.1.2 Elektroporation

Maximal 10 pl einer gereinigten DNS-L6sung wurden zu 100 pl der auf Eis aufgetauten elektro-
kompetenten Zellen pipettiert. Das Bakterien-DNS-Gemisch wurde luftblasenfrei in eine
Elektroporationskiivette tiberfiihrt und fiir 20 min auf Eis inkubiert. Die Elektroporation erfolgte
in einem Gen-Pulser (Bio-Rad) mit folgenden Einstellungen: 25uF, 200 W, 2,5 kV/cm. Sofort
nach der Elektroporation wurde den Bakterien 1 ml SOC-Medium (10 mM NaCl, 10 mM MgCl,,
10 mM MgSO04, 2,5 mM KCI, 20 mM Glukose, 2% Trypton, 0,5% Hefeextrakt; pH 7,0) zugegeben.
Nach einer 1 h Inkubation bei 37° C unter schiitteln wurde der Transformationsansatz ausplat-
tiert. Waren fiir die Transformation Plasmide verwendet worden, wurden nur geringe Mengen
ausplattiert (ca. 20 pl). Wurden Ligationsansitze transformiert, wurde das Volumen des Ansat-
zes durch Zentrifugation bei 4000 g fiir 5 min auf etwa 200 pl eingeengt. Davon wurden 50 und
100 pl ausplattiert.

3.9.2 Chemische Transformation

39.21 Herstellung von chemischkompetenten Zellen

Die Herstellung von chemischkompetenten Bakterien erfolgte nach der Rubidiumchlorid-
Methode, die eine Variante der Calciumchlorid-Methode (Cohen et al., 1972; Inoue et al., 1990)
darstellt. Zunichst wurden 500 ml LB-Medium mit 1,2 ml einer Ubernachtkultur angeimpft und
bei 37° C unter Schiitteln (200 U/min) bis zu einer ODso5 nm von 0,5-0,7 inkubiert. Alle weiteren
Schritte erfolgten auf Eis oder bei 4° C. Nach einer Zentrifugation bei 4000 g fiir 15 min wurde
das Sediment in 150 ml TFB I (10 mM CaClz, 100 mM RbCl;, 30 mM K-Acetat pH 5,8, 50 mM
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MnCly, 15% (v/v) Glycerin) resuspendiert, fiir 15 min auf Eis inkubiert und anschliefiend noch-
mals zentrifugiert. Das entstandene Sediment wurde nun in 20 ml TFB I (10 mM MOPS pH 7, 10
mM RbCl;, 75 mM CaCly, 15% (v/v) Glycerin) resuspendiert. Die Bakterien wurden in 200 pl

Aliquots aufgeteilt, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

3.9.2.2 Chemische Transformation

Die chemische Transformation erfolgte nach der Methode von Hanahan (1983). Zunachst wur-
den chemisch kompetente Zellen auf Eis aufgetaut und jeweils 20 pl des zu transformierenden
Ligationsansatzes zugegeben. Fiir die Transformation von Plasmid-DNS wurde nur 1 pl der DNS-
Losung eingesetzt. Nach einer Inkubation auf Eis fiir 20 min folgte ein Hitzeschock bei 42° C fiir
90 s. Nachdem die Zellen auf Eis abgekiihlt waren (ca. 1 min) wurde 1 ml LB- oder SOC-Medium
(siehe Punkt 3.9.1.2) zugegeben. Nach einer Inkubatin bei 37° C fiir etwa 1 h unter Schiitteln
wurde der Ansatz ausplattiert. Wurden Ligationsansitze transformiert, wurde das Volumen des
Ansatzes durch Zentrifugation bei 4000 g fiir 5 min auf etwa 200 pl eingeengt. Davon wurden

dann 50 und 100 pl ausplattiert.

3.10 Transformation von A. fumigatus

3.10.1 Transformation durch Elektroporation

Die Methode basiert auf einem Transformationsprotokoll, das fiir A. nidulans entwickelt (San-

chez und Aguirre, 1996) und an A. fumigatus angepasst wurde (Weidner et al., 1998).

125 ml AMM wurden mit Sporen beimpft, so dass eine Endkonzentration von 2x106- 5x106 Spo-
ren/ml vorlag. Nach einer Inkubation bei 37° C unter Schiitteln (180 U/min) fiir 4 h wurden die
nun angeschwollenen Sporen durch eine Zentrifugation bei 4000 g fiir 5 min bei 4° C gesammelt.
Nachdem sie in 200 ml eiskaltem Wasser resuspendiert worden waren, folgte eine weitere
Zentrifugation flir 5 min bei 4000 g und 4° C. Das Sediment wurde nun in 12,5 ml YED (1% Hefe-
extrakt, 1% Glukose, 20 mM HEPES; pH 8,0 mit 1M NaOH) aufgenommen und fiir 1 h bei 30° C
bei 100 U/min auf einem Schiittelinkubator inkubiert. Nochmals wurde unter gleichen Bedin-
gungen wie zuvor zentrifugiert. Die sedimentierten Sporen wurden anschliefiend in 1 ml eiskal-
tem EB (10 mM Tris-HCI pH 7,5; 270 mM Saccharose, 1 mM Li-Acetat) gelost. Von dieser Losung
wurden nun je 50 pl mit 1-2 pg DNS versetzt. Das maximal einzusetzende Volumen der DNS-
Losung durfte dabei 10 pl nicht liberschreiten. Die Proben wurden vor der Elektroporation
(1 kV, 400 W, 25 pF) fiir 15 min auf Eis gehalten. Sofort nach der Elektroporation wurden den
Proben je 1 ml eiskaltes YED zugegeben, die Ansatze in gekiihlte 15 ml Plastikgefafde tiberfiihrt,
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und fiir 15 min auf Eis inkubiert. Anschlieféend wurden die Plastikréhrchen horizontal bei 30° C
fiir 90 min bei 100 U/min geschiittelt. Danach wurden 100, 200 und 700 pl der Ansitze auf
AMM-Platten ausplattiert. Nach etwa 36-48 h bei 37° C waren die ersten Transformanden zu

sehen.

3.10.2 Transformation von Protoplasten

Die Transformation erfolgte nach einem von Sven Krappmann (personliche Mitteilung) modifi-

ziertem Protokoll (Punt et al., 1987).

Zunachst wurden 200 ml AMM mit etwa 5x10¢ Sporen/ml beimpft und fiir etwa 16 h bei 37° C
bei 180 U/min inkubiert. Die Ernte des frischen Myzels erfolgte, indem es durch mit Miracloth
ausgekleidete Trichter geschiittet wurde. Nach dreimaligem Waschen mit Citrat-Puffer (150 mM
KCl, 580 mM NaCl, 50 mM Na-Citrat, pH 5,5 mit Citrat) wurde das Myzel im Trichter mit einem
Spatel durchmischt, bis es als lockerer Klumpen in einen frischen Erlenmayer-Kolben (Volumen:
ca. 300 ml) iiberfithrt werden konnte. Dort erfolgte die Resuspendierung in einer frisch zuberei-
teten Enzymlésung (300 mg Glukanex oder 1280 mg Vinoflow in 20 ml Citratpuffer;
sterilfiltriert). Zur Protoplastierung wurde der Kolben nun fiir 1-2 h bei 50-80 U/min bei 30° C
inkubiert. Die Protoplastierung sollte nicht zu weit fortgeschritten sein und wurde mikrosko-
pisch kontrolliert. Um die Protoplasten von Myzelriickstanden zu befreien wurde das Gemisch
nochmal durch einen mit Miraclot ausgekleideten Filter in ein 50 ml Plastikréhrchen geschiittet
und mit kaltem STC 1700 (1,2 M Sorbitol, 50 mM CaCl, 35 mM NaCl, 10 mM Tris pH 5,5) bis zu
einem Volumen von 50 ml nachgewaschen. Das Eluat wurde vor dem Zentrifugieren bei 1500 g
fiir 12 min bei 4° C fiir etwa 15 min auf Eis abgekiihlt. AnschlieRend wurde der Uberstand ver-
worfen und die Protoplasten vorsichtig in STC 1700 resuspendiert und ein weiteres Mal gewa-
schen. Wieder wurde der Uberstand abgeschiittet und die Protoplasten konnten nun in der rest-
lichen Fliissigkeitsmenge geldst werden. Dabei sollte sich eine Protoplasten-Konzentration von
ungefahr 1x109/ml ergeben. Nun wurden je 100-150 pl dieser Losung in frische 15 ml Plastik-
rohrchen tberfiihrt, mit bis zu 30 pl DNS-Losung versetzt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Da-
nach erfolgte die Zugabe von 250 pl PEG-4000-Mix (10 mM Tris pH 7,5; 50 mM CaCl,, 60 %
(w/v) Polyethylenglycol 4000), welches durch leichtes schwenken mit den Protoplasten ver-
mischt wurde. Es wurden nochmal 250 pl und dann 850 pl PEG-4000-Mix zugesetzt. Wahrend
der Transformation wurden die Proben fir 20 min bei RT inkubiert. Nach der Inkubation wurde
das PEG ausverdiinnt, indem die R6hrchen nochmal mit STC 1700 aufgefiillt und vermengt wur-
den. Wieder wurde bei 1500 g fiir 15 min bei 4° C zentrifugiert, der Uberstand verworfen, und
die Protoplasten in der restlichen Fliissigkeitsmenge resuspendiert. Zur Stabiliserung wurden

die Protoplasten mit 5 ml fliissigem nicht zu heifem AMM-Sorbitol-Weichagar (AMM-Agar 0,7%
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(w/v) + 1,2 M Sorbitol) vermengt und auf 25 ml AMM-Sorbitol-Agarplatten (AMM-Agar 2%
(w/v) + 1,2 M Sorbitol) aufgegossen. Nach einer Inkubation bei 37° C fiir 36-48 h waren die ers-

ten Transformanden auf den Platten zu sehen.

Zur Selektion auf Pyrithiamin resistente Pilzklone, wurde auf den AMM-Sorbitol-Agarplatten vor

der Verwendung eine Pyrithiamin-Losung in einer Endkonzentration von 0,1 pg/ml ausplattiert.

3.11 Southern-Blot

Die Methode (Southern, 1975) wurde fiir A. fumigatus angepasst (diese Arbeit). Die Markierung
der Sonde wurde mit dem DIG DNA Labeling Kit (Roche) durchgefiihrt. Der Nachweis der Sonde
erfolgte mit Hilfe des DIG Luminescent Detection Kit (Roche). Zur Vorbereitung wurde die DNS
mit den entsprechenden Restriktionsendonukleasen verdaut, durch eine EtOH-Fallung gereinigt

und auf eine Konzentration von etwa 4 pg/pl angereichert.

Herstellung der DIG- markierten Sonde

Zunichst wurde folgender dNTP-Mix hergestellt: dATP 2mM, dGTP 2mM, dCTT 2 mM, dTTP 1,3
mM sowie eine 0,7 mM DIG-UTP Verdiinnung. Unter Verwendung dieser beiden Komponenten
wurde eine PCR-Reaktion mit einem Gesamtvolumen von 120 pl pipettiert. Es folgte die
Amplifizierung der Sonde mit einem normalen Standard-PCR-Programm. Dabei betrug die Anla-
gerungstemperatur 51° C. Um die Spezifitit der Starteroligonukleotide zu liberpriifen wurde
eine zweite, gleiche PCR-Reaktion unter Verwendung eines normalen dNTP-Mixes ohne DIG-

UTP-Verdiinnung auf ein Agarose-Gel aufgetragen und analysiert.

Gel und Membrantransfer

Ein grofdes und etwa 1,5 cm dickes 0,7%iges Agarosegel wurde mit 40 pg DNS beladen. Als Gro-
enstandard dienten 6 pl eines DIG markierten Molekulargewichtsstandard (Nr VII, Roche). Das
Gel wurde langsam bei 70 Volt aufgetrennt und anschliefdend fiir 30 min in Denaturierungspuf-
fer (1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH) inkubiert. Danach wurde es etwa fiir 30 s mit H,0 gewaschen und
anschliefend fiir 2x15 min in Neutralisierungspuffer (3M NaCl, 0,5 M Tris-HCl pH 7,5) ge-

schwenkt.

Flir den Transfer wurde ein Plastikgefafd mit 10x SSC-Puffer (Stammlsg. 20x: 3M NaCl, 0,3 M Na-
Citrat, pH 7,0) gefiillt. Auf das Plastikgefafl wurde eine Glasplatte nicht deckend aufgelegt. Auf
diese konnte dann ein mit 10x SSC-Puffer getranktesWhatmanpapier gelegt werden. Darauf

wurde wieder ein Whatmannpapier gelegt, dessen Enden in das mit Puffer gefiillte Plastikgefaf
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reichten. Dies diente als Pufferbriicke. Hierauf wurde nun das Gel luftblasenfrei und falschherum
gelegt und mit 10x SSC betraufelt. Um sicherzustellen, dass der Fliissigkeitssog nur durch das Gel
laufen kann, wurden die nicht durch das Gel bedeckten Teile des Filterpapiers mit Parafilm ab-
gedichtet. AnschliefSend wurde eine mit 10x SSC benetzte Membran (Hybond-N+, Nylon Trans-
fer Membran 0,45 pm; Amersham) luftblasenfrei auf das Gel gelegt. Nachdem zwei weitere tro-
ckene Whatmanpapiere auf die Membran geschichtet worden waren, wurde ein Stapel Papier-
handtiicher darauf gelegt. Zuletzt wurde noch ein Gewicht (ca. 1 kg) auf den Stapel gelegt. Der
durch den Fliissigkeitssog bedingte DNS-Transfer erfolgte nun fiir 16- 24 h, mindestens aber
solange, bis ein Grofdteil des Papiertiicherstapels nass geworden war. Nach dem Transfer wurde
die Membran kurz (5 min) in 2x SSC gewaschen, in Folie eingeschlagen und von jeder Seite fiir
etwa 45 s auf einem UV-Transilluminator (254 nm) gelegt. Dies diente der Fixierung der DNS auf
der Membran. Anschliefend wurde die Membran wieder fiir 5 min in 2x SSC gewaschen. Sie

konnte nun getrocknet und bei RT gelagert oder gleich weiterverwendet werden.

Hybridisierung, Inkubation mit dem Antikérper und Entwicklung

Die Membran wurde mit 10 ml Pra-Hybridiserungspuffer (5x SSC, 0,5% Blockierlésung (Roche),
0,1% N-Laurylsarkosin, 0,02% SDS, 40% Formamid) in einem Hybridisierungsglasrohr bei 42° C
fiir 2 h in einem Hybridisierungsofen gedreht. Dem Prahybridisierungspuffer wurde frisch dena-
turierte Heringsperma-DNS-Loésung in einer Endkonzentration von 100 pg/ml zugesetzt. Zur
Denaturierung war die DNS 5-10 min bei 95° C inkubiert, 5 min auf Eis abgekiihlt und sofort
eingesetzt worden. Nach der Prahybridiserung erfolgte die Zugabe von 10 ml Hybridisierungs-
puffer, der 50 pl der ebenfalls frisch denaturierten Sonde (200 ng) enthielt. Nach einer Inkubati-
on fiir 16 h bei 40° C im Hybridiserungsofen wurde der Puffer abgegossen (kann eingefroren
und wiederverwendet werden) und die Membran 2x fiir je 15 min mit 2x SSC + 0,1% SDS gewa-
schen. Der nachste Waschschritt erfolgte flir 5 min in Waschpuffer (0,1 M Maleinsaure, 0,15 M
NaCl pH 7,5 0,3% Tween 20). Um unspezifische Antikdrper-Bindungsstellen auf der Membran zu
blockieren, folgte eine 1,5 h Inkubation in Blockierlésung (Maleinsaurepuffer (0,1 M Maleinsau-
re, 0,15 M NaCl pH 7,5) + 1% Blockier-Reagenz (Stammlsg.: 10% Blockierlsg. in
Maleinsdurepuffer auf 65° C erhitzen - bleibt Opac)). Danach wurde die Membran fiir 30 min
mit 20 ml Antikorperlosung (Blockierlésung + Antikorper 1:10000) inkubiert. Die Membran
wurde nochmal 2x15 min mit 100 ml Waschpuffer gewaschen, bevor sie fiir 2-5 min im Detekti-
onspuffer (0,1 M Tris-HCI pH 9,5, 0,1 M NaCl) equillibriert wurde. Anschliefend wurde die
Membran zwischen zwei Folien eingeschlagen und mit 2 ml CSPD-Loésung (CSPD 1:100 in Detek-
tionspuffer) fiir 5-15 min bei 37° C in der Entwicklungsmappe inkubiert. Die Detektion der Che-

molumineszenz erfolgte auf einem Rontgenfilm (Fuji Medical X-Ray Film 100NIF, Fujifilm), der
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fir 3,5 h auf die Membran gelegt wurde. Die Entwicklung erfolgte mit einem Gerat der Firma

FujiFilm (FPM 100).

3.12 Sequenzierungen

Die Sequenzierungen von DNS-Fragmenten wurde von der Firma GATC (Kempten) durchgfiihrt.

Die Analyse der Daten erfolgte mit Hilfe des Programmes DNAMAN (Lynnon Software).

4. Biochemische Methoden

4.1  Herstellung von Proteinextrakten

4.1.1 Herstellung von E. coli-Proteinextrakten

Die Kulturen wurden mittels Zentrifugation (20 min, 4000 g, 4°C) geerntet und anschliefdend in
dem entsprechenden Extraktions-/Waschpuffer in geeigneter Menge resuspendiert. Der Zellauf-
schluf} erfolgte in einer Frenchpress (American Instrument Company, Maryland, USA) bei einem
Druck von 275 mPa. Nach einer erneuten Zentrifugation (15 min, 7000 g, 4°C) konnten das Se-

diment und der Uberstand getrennt werden.

4.1.2  Herstellung von A. fumigatus-Proteinextrakten

Das in fliissiger Kultur (20 ml) gewachsene Myzel wurde geerntet, indem es durch einen Trich-
ter mit Filterpapier geschiittet wurde. Nach 2-3 maligem waschen mit H,0 wurde das Myzel zwi-
schen zwei Lagen Whatmanpapier getrocknet und eingefroren. Das gefrorene Myzel wurde in
vorgekiihlten Morsern in Anwesenheit von fliissigem Stickstoff pulverisiert. Etwa 2-3
Spatelspitzen des Pulvers wurden anschlieféend in vorgekiihlte, mit 500 pl Lysepuffer (0,1 M
Tris, 50 mM NaCl, 1% Protease-Inhibitor- Cocktail (Sigma), pH 7,5) und Glaskugeln (Durchmes-
ser 1 mm) gefiillte Plastikgefifle (Lysing Matrix A, MP Biomedicals) gegeben. Im
Schiittelhomogenisator Fast Prep 24 (MP Biomedicals) wurden die PlastikgefafRe fiir 25 s bei
5,5 m/s geschiittelt. Anschlieflend wurden nochmals 100-150 pl Lysepuffer zugegeben. Nach
einer Inkubation auf Eis fiir 30 min-1,5 h wurde fiir 1 min bei RT und 7000 g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und in frische, vorgekiihlte 1,5 ml PlastikgefiRe (1,5 ml) der
Firma Eppendorf gegeben. Anschliefend erfolgte eine Zentrifugation bei 9500 g fiir 15 min bei

4° C. Der nun klare Uberstand wurde in ein frisches, gekiihltes PlastikgefiR iiberfiihrt.
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4.2  Fillung von Proteinen

Die Fallung von Proteinen aus wassrigen Losungen erfolgte durch Zugabe von 1/10 Volumen
100%iger Trichloressigsdure (TCA). Nach einer Inkubation bei 4° C fiir 4-16 h konnten die aus-
gefallenen Proteine durch eine Zentrifugation bei 15 000 g gesammelt werden. Durch einen

Waschschritt mit eiskaltem Acton wurde das Sediment von TCA-Resten befreit.

4.3  Denaturierende Reinigung von Proteinen mit His-Tag

Die Reinigung solcher Proteine erfolgte durch Affinitdtschromatographie an einer Co2*-Matrix
(Talon-Matrix, Clontech). Beide in dieser Arbeit liberexprimierten Proteine waren in normalem
Puffer unléslich. Daher wurde das Proteinsediment zunachst in 3 ml denaturierendem Extrakti-
ons-/Waschpuffer (50 mM Na-Phosphat, 300 mM NaCl pH 7, 6 M Guanidin-Hydrochlorid) in
Losung gebracht. Derweil wurden 0,8 ml Talon-Matrix 2x mit je 5 ml des gleichen Puffers
aquillibriert. Die Zentrifugation der Talon-Matrix erfolgte bei 700 g fiir 5 min bei RT. Zur Bin-
dung der His-Tag Proteine an die Matrix wurde die Proteinlésung gemeinsam mit der Matrix fiir
2,5 h bei 4° C auf einem Rollator inkubiert. Ungebundene und unspezifisch gebundene Proteine
wurden durch drei je 5 miniitige Waschschritte mit denaturierenden Extraktions-
/Waschpuffer+5 mM Imidazol entfernt. Zur Elution der gebundenen His-Tag-Proteine wurden
1,5 ml Elutionspuffer (denat. Extraktions-/Waschpuffer+150 mM Imidazol) fiir 1 h bei 4° C rol-
lend mit der Talonmatrix inkubiert. Dieser Schritt wurde 2x wiederholt. Um die denaturierenden
Bedingungen im Extraktionspuffer zu eliminieren, erfolgte vor der Weiterverarbeitung eine Dia-
lyse der eluierten gereinigten Proteine. Dafiir wurden 0,5 ml der Proteinlésung in Microdialyse-
Kassetten mit einer Ausschlussgrenze von 10 kDa (Slide-A-Lyzer 10 K, Pierce Biotechnologie)
gegeben und fiir 16 h bei 8° C gegen 900 ml PBS (0,2 g KCl, 0,2 g KH,PO4, 1,15 g Na;HPO4, 8 g
NaCl; ad 1000 ml H204est; pH 7,4; sterilfiltrieren) dialysiert.

4.4  Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmungen erfolgten nach der Methode von Bradford (1976) unter Verwendung
des Protein Assay Dye Reagent Concentrate (BioRad). Zur Eichung wurde Rinderserumalbumin

verwendet. Es wurden stets Doppelbestimmungen durchgefiihrt.
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4.5  Crosslinking

Fiir die Crosslinking-Versuche wurden 20 ml YG-Medium mit 2x105 Sporen/ml beimpft und fiir
19 h angezogen. Aus dem entstandenen Myzel wurde ein Proteinextrakt in folgendem Puffer
hergestellt: 100 mM Na-Phosphat pH 7,2, 150 mM NaCl. Insgesamt wurden folgende vier
Crosslinker verwendet: EGS [Ethylen-Glycolbis(Succinimidylsuccinat)] Stammldsung: 20 mM in
DMSO, Sulfo-EGS [Ethylen-Glycolbis(Sulfosuccinimidylsuccinat)] Stammlésung 10 mM in DMSO,
DSP (Dithiobis[succinimidylpropionat]) Stammlésung 20 mM in DMSO und BS3
[Bis(sulfosuccinimidyl)Suberat] Stammlésung 10 mM in PBS (siehe Punkt 4.3). Jeder Reaktions-
ansatz von insgesamt 40 pl setzte sich aus Proteinlosung, Puffer (PBS) und Crosslinker (Endkon-
zentration: 2 mM) zusammen. Die verwendete Proteinkonzentration betrug laut Bradford-Test
130 pg. Nach einer Inkubation von 30 min bei Raumtemperatur wurde die Reaktion durch Zuga-
be von 1 pl Quench-Loésung (1 M Tris, pH 8) gestoppt. Um die Stabilitdt der Crosslinker zu ge-
wahrleisten wurden die Proben in einem SDS-Auftragspuffer aufgekocht, der nur 0,5% statt 5%

3-Mercaptoethanol enthielt.

4.6  Gelfiltration (GrofRenausschluss-Chromatographie)

YGg-Medium wurde mit etwa 5x104 Sporen/ml beimpft und fiir 25 h angezogen. Das entstandene
Myzel wurde unter Verwendung eines Tris-Puffers (100 mM Tris-HCI pH 7,5; 180 mM NaCl, 1 %
Protease Inhibitor Cocktail (Sigma)) zu einem Proteinextrakt verarbeitet. Vor der Gelfiltration
wurde der Proteinextrakt durch mehrmaliges Zentrifugieren von gréfieren Partikeln und Prote-
inaggregaten befreit: 10 min bei 10000 g, 4° C und 2 mal 10 min bei 21000 g, 4° C. Ein Aliquot
von 50 pl, das laut Bradford-Proteinbestimmungstest 150 pg Protein enthielt wurde auf ein Gel-
filtrationsséule ,Superdex 200“ (GE Healthcare Life Science, Freiburg) geladen. Der Durchfluss
wurde in 50 pl Fraktionen gesammelt, durch ein 15 % SDS-Gel aufgetrennt und mittels Western-
Blot analysiert. Fiir den Eichlauf der Sdule wurden folgende Proteine mit bekannter Grofde ver-
wendet: Thyroglobulin (669 kDa), Apoferritin (443 kDa), {3-Hamolysin (200 kDa), BSA (66 kDa),
Carboanhydrase (29 kDa), Cytochrom C (12,2 kDa).

4.7  Differentielle Zentrifugation von Hyphenproteinextrakten

Zundchst wurden 20 ml YG-Medium mit 2x10% Sporen/ml beimpft und fiir 22 h inkubiert. Der
aus dem gewachsenen Myzel hergestellte Proteinextrakt wurde stets auf Eis inkubiert und zu-
nichst fiir 15 min bei 15 000 g und 4° C zentrifugiert. Das entstandene Sediment und der Uber-

stand wurden getrennt und es folgte eine zweite Zentrifugation fiir 45 min bei 43 500 g und 4° C
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(Optima TL Ultracentrifuge; Rotor: TLA-100.2; Beckmann). Wieder wurden Uberstand und Se-

diment getrennt.

4.8 Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Gel)

Die von der Ladung unabhdngige Auftrennung von Proteinen nach ihrer Grofie erfolgte mithilfe
der denaturierenden Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Laemmli, 1970). Die verwendeten
Polyacrylamid Gele bestanden aus einem Trenn- und einem Sammelgel. Die Konzentration des
Trenngels betrug je nach Bedarf 12 oder 15%. Fiir die Auftrennung der Proteine in Gelkammern
(BioRad) wurde folgender Laufpuffer verwendet: 30,3 g Tris, 144 g Glycin, 10 g SDS ad 11
H20gest. Vor der Verwendung wurden die Proteinproben mit Probenpuffer (100 mM Tris, pH 8,8,
10% Glycerin, 10% SDS, 100 mM MgCl,, 5% f3-Mercaptoethanol, 0,001% Bromphenolblau) ver-
setzt und fiir 10 min bei 95° C inkubiert. Anschlief3end wurden die Proben fiir 5 min bei 12 000 g
und RT zentrifugiert. Um in jeder Spur gleiche Proteinmengen auftragen zu kénnen, wurden der
Proteingehalt der jeweiligen Proben mit Hilfe des Bradford-Tests zueinander ins Verhélnis ge-
setzt. Durch Mitfiihren eines Molekulargewichtsstandards (Precision Plus Protein Standards All
Blue, BioRad) konnte nach der Farbung der Proteine deren Grofde abgeschiatzt werden. Zum Ein-
laufen der Proteine ins Sammelgel wurde eine Spannung von 130 Volt angelegt. Danach wurde

die Spannung auf bis zu160 Volt erhoht.

Zur Detektion der Proteine wurden die Gele 4 h-16 h in einer Coomassie-Farbelosung (2 g
Coomassie Brilliant Blue R (Serva), 100 ml Eisessig, 450 ml Methanol, 450 ml H20gest) inkubiert.
Anschliefsend wurde iiberschiissiges Coomassie durch Inkubation mit Entfarber (100 ml Eises-

sig, 400 ml Methanol, 500 ml H204est) wieder entfernt.

49  Messung des Sauerstoffverbrauchs von A. fumigatus-Kulturen

Die Durchfiihrung des Experiments erfolgte in 50-ml-Erlenmayer-Kolben, die mit einem Sauer-
stoffsensor versehen waren. Den Kolben wurden entweder 30 ml YG-Medium oder 30 ml Was-
ser sowie ruhende Konidien (108) zugesetzt, bevor sie luftdicht verschlossen wurden und unter
schiitteln bei 37°C inkubiert wurden. Die Sauerstoffkonzentration der Kulturen wurde unter

Verwendung der Fibox 3 (fiberoptic oxygen meter; Presens, Regensburg) gemessen.
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5. Immunologische Methoden

51 Western-Blot

Zur immunologischen Untersuchung von Proteinen mit spezifischen Antiseren wurden die Pro-
teine zunichst durch ein SDS-Gel aufgetrennt. Die Ubertragung der Proteine auf eine
Nitrocellulosemembran (Protran, Porenweite 0,45um, Schleicher & Schuell) erfolgte in einer
Semidry-Elektroblotting-Kammer“ (BioRad; Owl HEP-3, Thermo Scientific). Der Western-Blot
wurde wie folgt von der Anodenseite beginnend luftblasenfrei aufgebaut: Zuunterst lagen drei
Lagen Whatmann-Filterpapier. Darauf wurde die Nitrocellulosemembran gelegt, auf die dann
das Gel gebettet wurde. Ganz oben lagen wieder drei Whatmann-Filterpapiere. Alle Bestandteile
des Blots waren zuvor in Blottpuffer (5,8 g Tris; 2,9 g Glycin; 0,37 g SDS; 300 ml Methanol; ad
1000 ml H20gqest) getrankt worden. Der Proteintransfer wurde bei 2,5 mA pro cm? Membran und
maximaler Spannung fiir 1,5 h durchgefiihrt. Durch eine Ponceau-Rot-Firbung konnte die Uber-
tragung der Proteine auf die Membran bei Bedarf kontrolliert werden und desweiteren konnte
anschlieféend die Lage bestimmter Proteinbanden auf der Membran mit Bleistift markiert wer-
den. Dafiir erfolgte eine kurze Inkubation (ca. 1 min) der Membran in Ponceau-Rot-Losung (2,5 g
Ponceau-S Red; 400 ml Methanol; 150 ml Eisessig; 450 ml H20qest) und anschliefRend mehrere
Entfarbungsschritte mit H20. Zur Abséattigung unspezifischer Bindungsstellen auf der Membran
wurde diese in einem sauberen Gefaf3, das ausschlieflich zum Blotten verwendet wird in TBS-T
(20 mM Tris/HCl, pH 7,6; 137 mM NaCl; 0,1% (v/v) Tween 20) mit 1,5% Milchpulver fiir 1 h
geschwenkt. Sollte der Inkubationsschritt iiber Nacht erfolgen, wurde er bei 8° C durchgefiihrt.
Anschliefsend wurde das Puffer-Milch-Gemisch abgeschiittet und es folgte die Inkubation der
Membran mit dem priméaren Antikérper. Kommerziell erhiltliche Antikérper wurden nach Her-
stellerangaben in TBS-T verdiinnt (ca. 1:2000- 1:10000). Kulturiiberstinde von spezifischen
Antikorper produzierenden Hybridomzelllinien wurden 1:2 in TBS-T verdiinnt. Die Inkubation
erfolgte bei Raumtemperatur fiir 1-18 h. Nach dreimaligem Waschen mit TBS-T fiir je fiinf Minu-
ten wurde die Membran mit dem sekundaren Antikorper, der 1:2000 in TBS-T verdiinnt wurde,
fiir 1-18 h inkubiert. Nochmals wurde die Membran dreimal fiir je 5 min in TBS-T gewaschen. Da
die verwendeten sekundéren Antikorper mit alkalischer Phosphatase konjugiert waren, erfolgte
die Entwicklung der Membran durch Inkubation in Glycinpuffer (0,1 M Glycin pH 10, 1 mM
ZnCl;, 1 mM MgCly), in dem 1 mg/ml BCIP (5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat) frisch geldst

worden war.
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5.2  Nachweis von Proteinen mittels ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent As-

say)

5.2.1 Bestimmung der Immunglobulinsubklasse monoklonaler Antikdrper mittels

ELISA

Die Bestimmung der Immunglobulinsubklasse erfolgte im ELISA unter Verwendung der ,Mouse
Monoclonal Antibody Isotyping Reagents” (Sigma). Eine ELISA-Maxisorb-Platte mit 96 Vertiefun-
gen wurde mit den verschiedenen Antikdrper-Isotypen (IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgM,) in einer
Verdiinnung im Verhaltnis 1:1000 in Carbonatpuffer (0,1 M NaHCOs; pH 9,6) mit je 100 pl be-
stiickt. Es wurden stets Doppelbestimmungen durchgefiihrt sowie Negativkontrollen ohne Anti-
kérper-Isotypen mitgefiihrt. Die Inkubation erfolgte UN bei 4° C. Nicht an die Platte gebundene
Antikérper wurden durch dreimaliges Waschen mit je 200 pl TBS-T (siehe 5.1) entfernt. Die
Absattigung der Bindungsstellen erfolgte fiir 30 min mit je 200 pl 3% BSA in TBS-T. Anschlie-
3end wurden 100 pl der Hybridomzellkulturiiberstiande, die die zu testenden Antikérper enthal-
ten, zugegeben. Der Ansatz wurde fiir 1 h bei RT inkubiert. Wieder wurde iiberschiissiger Anti-
korper durch dreimaliges Waschen mit TBS-T entfernt. Der sekundare Antikdrper (aMaus
IgG+M) wurde 1:1000 in Carbonatpuffer verdiinnt und es wurden je 100 pl zupipettiert. Nach
1 h bei RT wurde dreimal mit je 200 pl TBS-T gewaschen. Bei dem verwendeteten sekundaren
Antikorper handelte es sich um Konjugat mit alkalischer Phosphatase. Deswegen erfolgte die
Entwicklung des ELISA durch Zugabe einer Phosphatase-Substrat-Losung. Dafiir wurde eine
Tablette des Phosphatase-Substrats (Sigma) in 5 ml ELISA-Entwicklungspuffer (9,7 ml
Diethanolamin, 100 pl 1 M MgCl,, ad 1000 ml H204est. pH 9,8) gelost, je Vertiefung wurden 100 pl
des Gemischs zupipettiert. Die postive Reaktion, eine Gelbfairbung der Lésung, wurde anschlie-

3end in einem ELISA-Reader (Sunrise Reader, Tecan) bei 405 nm quantifiziert.

5.2.2 Nachweis von I1-10 und TNFa mittels ELISA

Primére, murine Knochenmarksmakrophagen des Mausstammes C57Bl6 (Quelle: Andrea Kotz,
Miinchen) wurden in eine Zellkulturschale mit 96 Vertiefungen in einer Konzentration von
2,5x105 Zellen pro Vertiefung gesetzt. Anschliefiend erfolgte die Zugabe von 2,5x10¢ A. fumigatus
Sporen/Vertiefung. Rechnerisch kamen somit 10 Pilzsporen auf einen Makrophagen. Nach einer
Inkubation von 18 h in DMEM bei 37° C wurden die Uberstinde abgenommen und mittels ELISA
unter Verwendung des Kits ,,DuoSet IL10" (R&D Systems) auf die Anwesenheit von IL-10 (Inter-

leukin 10) und TNFa (Tumornekrosefaktor) untersucht.
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5.3  Durchflufdzytometrie

DurchflufRzytometrische Analysen wurden mit einem ,Fluorescence Activated Cell Sorting“
(FACS)-Gerat (Canto II, BD) durchgefiihrt. Mithilfe dieser Methode kénnen optische Eigenschaf-
ten einzelner Zellen bzw. Partikel einer Suspension untersucht werden. In diesem Fall wurde
durch die Markierung von Antigenen auf der Oberflache von Sporen und Beads mit fluoreszie-
renden Antikorpern die Fluoreszenzintensitit einzelner Sporen oder Beads bestimmt und analy-

siert. Dafiir wurde stets ein a-Maus IgG/M-Cy3 gekoppelter, sekundarer Antikdrper verwendet.

Vorbereitung der Proben

Je 1x107 Sporen wurden fiir 10 min mit 3,7% Formaldehyd fixiert. Anschlieflend erfolgte die
Absiattigung freier Bindungstellen auf der Sporenoberfliche durch Zugabe von 300 pl 5%igem
Ziegenserum. Der primare Antikdrper wurde fiir 1 h bei 30° C unter leichtem schiitteln mit den
Sporen inkubiert. Nun folgten zwei Waschschritte mit PBS, bevor die Sporen mit dem sekunda-
ren Antikorper (Cy3) fiir 30 min unter leichtem Schiitteln bei 30° C inkubiert wurden. Wieder
wurde zweimal mit PBS gewaschen. Die anschliefiend in 1 ml PBS resuspendierten Sporen wur-
den fiir die Messungen eingesetzt. Alle notwendigen Zentrifugationsschritte erfolgten fiir 5-10

min bei 11 500 g.

An die verwendeten Kontroll-Beads (Polybeads 6.0 micron Microspheres; Polysciences Inc.)
wurde zunachst ein rekombinant hergestelltes zu CipC homologes Protein (NrpA) aus A. fumiga-
tus gekoppelt. Dazu wurden 20 pl der Beads entweder mit 1,2 ml reinem PBS (Kontrolle) oder
mit 1,2 ml NrpA-PBS-Gemisch (200 pl Proteinlésung + 1 ml PBS) vermengt und bei 37° C fiir 1 h
unter leichtem Schiitteln inkubiert. Die nun vorbereiteten Beads wurden sowohl in fixierter als
auch in unfixierter Form wie die Sporen (siehe oben) weiterbehandelt. Alle Zentrifugationen der

Beads erfolgten fiir 10 min bei 8760 g bei 4° C.

6. Zellbiologische Methoden

6.1 Generierung von Hybridomzelllinien zur Gewinnung von monoklonalen
Antikérpern

Immunisierung der Mause:

Zwei Balb/c Mause wurden mit dem vorbereiteten Antigen nach folgendem Schema intraperito-

neal immunisiert:
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Tag 1: Injektion von 250 pl Antigenlosung (PBS) emulgiert mit 250 pl Freund'schem
Adjuvans (Sigma)

Tag 14: Injektion wie am Tag 1

Tag 28: Injektion von 250 pl Antigenldsung ohne Zugabe des Adjuvans

Tag 32: Entnahme der Milz und Herstellung einer Einzelzellsuspension durch Anschnei-

den des Organs und anschlieffendes durchspiilen mit einer Spritze

Isolierung der Lymphocyten

Durch Begasung mit CO, wurden die Maduse getotet und anschlief3end das Fell an den Hinterlau-
fen abprépariert. Die direkt unter dem Kniegelenk sitzenden (politealen) Lymphknoten wurden
vorsichtig aus dem umgebenden Gewebe geschnitten und in einer Petrischale mit sterilem
Hanks-Puffer (Seromed) gesammelt. Nachdem noch vorhandene Gewebereste entfernt waren,
wurden die Lymphknoten noch zweimal in frischen Petrischalen mit Hanks-Puffer gewaschen.
Anschliefdend wurden sie angeschnitten und zwischen den angerauhten Seiten zweier steriler
Objekttrager zerrieben. Die so entstandene Zellsuspension wurde in ein 50 ml Plastikréhrchen
gegeben. Nachdem sich grofle Gewebereste abgesetzt hatten, wurden der Uberstand in ein fri-

sches 50-ml-Rohrchen Uberfiihrt.
Zellfusion:

Am Tag der Fusion wurden etwa 10-12 dicht bewachsene Petrischalen mit der murinen
Myelomzelllinie P3-X63-Ag8 in RPMI-Medium (Invitrogen) benétigt. Die Zellen miissen sich zum
Zeitpunkt der Fusion in der logarithmischen Wachstumsphase befinden. Die aus den Schalen
gelosten Zellen wurden in 50 ml Plastik-Rohrchen der Firma Falcon tiberfiihrt und bei 1000 g fiir
5 min bei RT zentrifugiert. Anschlieflend wurden sie einmal mit HEPES-Medium (DMEM-
Medium (Invitrogen) mit 25 mM HEPES) gewaschen, in frischem HEPES-Medium aufgenommen
und auf das Lymphozytensediment pipettiert. Die Zelltypen wurden beim Resuspendieren ver-
mischt und nochmals bei 200 g (RT) fiir 5 min sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen,
und das Sediment durch leichtes Schwenken aufgelockert. Die Zellen wurden wahrend der Fusi-
on mit Hilfe eines Wasserbades auf 37° C gehalten. Innerhalb einer Minute wurde nun tropf-
chenweise 1 ml Polyethylengylcol 4000-Losung (5g PEG 4000 werden bei 60° C in 5 ml HEPES-
Medium gelost, pH 7,4; Sterilfiltration 0,2 pm) auf das Zellsediment gegeben. Dabei wurde das
Rohrchen leicht geschiittelt. Nach einer weiteren Minute erfolgte die Ausverdiinnung der PEG-
4000-Losung durch langsame Zugabe von HEPES-Medium nach folgendem Schema: zunachst
1 ml innerhalb von 30 s, dann 3 ml innerhalb von 30 s und schlief}lich 16 ml innerhalb von 1

min. Nach einer 5 min Inkubation bei 37° C wurden die Zellen bei 200 g fiir 5 min zentrifugiert,
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das Sediment in Selektionsmedium (Kulturmedium Opti-MEM (Invitrogen) + 10 mg/500 ml
Hypoxanthin (Invitrogen) und 0,75 mg Azaserin/500 ml (Sigma)) aufgenommen und auf Zellkul-
turplatten mit 24 Vertiefungen verteilt. Nicht fusionierte Lymphozyten sind in Zellkultur ohne
weitere Stimulation nicht lebensfahig und sterben bald ab. Auch die Myelomzellen, die eigentlich
als Krebszellen unsterblich sind, konnen in diesem Selektionsmedium nicht lange alleine iiberle-
ben, da Azaserin den Hauptsyntheseweg der Purinbasen blockiert und die verwendete Zelllinie
wegen eines Enzymdefekts (es fehlt die Hypoxanthin-Guanin-Phosphorybosyl-Transferase)
nicht in der Lage ist, aus Hypoxanthin liber einen Nebensyntheseweg Purinbasen zu synthetisie-
ren. Somit konnen nur Fusionszellen aus einem Lymphozyten und einer Myelomzelle {iberleben.
Der Lymphozyt besitzt das benoétigte Enzym und die Myelomzelle verfiigt iiber eine uneinge-
schrankte Vitalitdt. Nach der Fusion wurden die Zellen noch fiir etwa drei Wochen im Selekti-

onsmedium kultiviert.

Durchmusterung der Fusionsiiberstinde

Nach etwa zehn Tagen wurden die Zellkulturiiberstinde von bewachsenen Vertiefungen im
Western-Blot getestet. Dafiir wurde das verwendete Antigen in einem SDS-Gel mit nur einer
Tasche aufgetrennt und auf Nitrocellulose-Membranen geblottet. Die Membranen wurden in
Miniblotkammern der Firma Biometra eingespannt. Diese Miniblotkammer teilt die Membran
vertikal in 14 getrennte Bereiche, die jeweils durch eine Kammer umgeben sind. Dadurch ist es
moglich, zeitgleich 14 verschiedene Kulturiiberstande zu testen. Durch das kleine Volumen der
Kammer reichen schon geringe Mengen des Uberstands (ca. 100-130 pl) fiir den Test aus. Klone,
deren sezernierter Antikoérper im Uberstand positv auf das Antigen reagiert hatten, wurden auf

grofiere Kulturgefafie expandiert und eingefroren. Je Fusion wurden 2-3 Klone subkloniert.

Subklonierung der Hybridomzellklone

Um eine homogene Zelllinie zu erhalten, die aus nur einer Einzelzelle hervorgegangen ist, wur-
den die Zellklone subkloniert. Dafiir wurden sie zunachst in einer Neubauerzihlkamer gezahlt
und mit Zellkulturmedium auf eine Zellzahl von 1 Zelle, 10 Zellen und 100 Zellen/ml verdiinnt.
Dem dazu verwendeten OptiMEM-Medium (Invitrogen) wurden 2% Hybridoma Cloning Factor
(HCF; PAA) zugesetzt. Diese Substanz stimuliert das Wachstum von einzelnen Zellen und er-
leichtert somit das Anwachsen von Einzellzellklonen. Mit jeder Verdiinnungsstufe wurde eine
Zellkutlturplatte mit 96 Vertiefungen mit je 100 pl befiillt. Nach etwa 10 Tagen konnten die
Uberstinde von Vertiefungen mit nur einem gewachsenen Klon im Western-Blot getestet wer-
den. Klone, deren Uberstinde positiv reagierten, wurden expandiert und eingefroren. Weiterhin

wurde ein Klon als Standard-Antikérperproduzent ausgewahlt. Von diesem Klon wurden grofie-

40



MATERIAL UND METHODEN

re Mengen Zellkulturiiberstand hergestellt, welcher in 50-ml-Plastikrohrchen bei -20° C gelagert

wurde.

6.2  Mikroskopische Untersuchungen
6.2.1  Mikroskopie von fixierten Praparaten

6.2.1.1 Fixierung von mikroskopischen Praparaten

Zur Fixierung wurde den Sporen oder Hyphen von A. fumigatus fiir 10 min 3,7% Formaldehyd in
PBS (siehe 4.3) zugesetzt. Nach zweimaligem Waschen mit PBS konnten die Praparate nach Be-

darf weiterverarbeitet werden.

6.2.1.2 Immunfluoreszenz von A. fumigatus Hyphen

Frisch angezogene A. fumigatus Hyphen wurden durch mechanische Behandlung fragmentiert,
fixiert und anschliefdend mit reinem PBS gewaschen. Da in diesem Versuch ein intrazelluldres
Protein (NrpA) nachgewiesen werden sollte, wurde die Zellwand der Hyphen durch einen Ver-
dau (60 mg Ovalbumin + 30 mg Lysing Enzymes (Sigma) + Hyphenfragmente in 300 pl PBS) fiir 1
h bei 37° C fir die Antikorper durchlassig gemacht. Nachdem die Hyphen zwei Mal mit PBS ge-
waschen worden waren, erfolgte die Permeabilisierung der Membran durch eine Behandlung
mit 0,5 ml 0,2%igem Triton X 100 in PBS fiir 1 min bei RT. Wieder wurden die Hyphen mit PBS
gewaschen, bevor sie mit Hilfe der Cytospin 3 (Shandon) auf einen Objekttriager zentrifugiert
wurden (1800 U/min; 10 min; RT). Zur Fixierung der Hyphen auf dem Objekttrager wurden
diese etwa 30-60 min bei 37° C getrocknet. Anschliefdend erfolgte die Absattigung freier Bin-
dungsstellen auf den Hyphen durch eine 30 min Behandlung mit 2%igem Ziegenserum in PBS in
einer feuchten Kammer bei 37° C. Die Fliissigkeit wurde abgeschiittelt. Die Praparate wurden
nun entweder mit dem primaren aNrpA Antikoérper K93 E7 oder mit PBS fiir 30 min bei 37° C in
einer feuchten Kammer inkubiert. Zum Waschen wurde der Objekttrager in frisches PBS ge-
taucht und sanft geschwenkt. Nun erfolgte die Inkubation der Praparate mit dem 1:100 in PBS
verdiinnten sekundaren, fluoreszenmarkierten Antikdrper (Ziege aMaus Cy3, Dianova). Noch-
mals wurden die Objekttrager mit PBS gewaschen. Als Schutz vor dem Austrocknen wurde Ein-
bettmedium (Fluoro Gard™ Antifade Reagent, BioRad) auf die Hyphen pipettiert, ein Deckglas-
chen dariibergelegt welches anschliefdend mit Nagellack luftdicht versiegelt wurde. Die Auswer-
tung der Praparate erfolgte an einem Epifluoreszenzmikroskop (DM LB, Leica). Mithilfe einer
CCD-Kamera (MicroMax), gesteuert durch die Metamorph-Software (Version 4.5,Universal Ima-

ging), konnten Bilder der Priaparate aufgenommen werde
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6.2.2  Mikroskopie von lebenden Praparaten

6.2.2.1 Nachweis von aktiven Mitochondrien in A. fumigatus Sporen

1,5 ml vorgewarmtes YG-Medium wurde mit 4x105 ruhenden Sporen und 1 pM MitoTracker
RED CM-H;XRos (Molecular Probes) versetzt und in spezielle Plastikmikroskopierschalchen
gefiillt (MatTek Corp., Ashland, MA). Anschliefend wurde die Probe bei 37° C in einem Life-Cell-

Mikroskop (Perkin Elmer) inkubiert und iiber mehrere Stunden analysiert.

6.2.2.2 Lebendmikroskopie von A. fumigatus

Fiir die Beobachtung von A. fumigatus unter einem konfokalen Life-Cell-Mikroskop (SP-5, ge-
steuert durch die Leica Application Suite Imaging-Sofware; Leica Microsystems) wurden speziel-
le 8-Kammer-Plastikmikroskopierschdlchen verwendet (u-Slide 8 well; Ibidi). Jede Kammer
wurde mit 200 pl Medium, das zuvor mit 4x104 Sporen/ml beimpft worden war, befiillt. Sollten
Hyphen beobachtet werden, wurden die Mikroskopierschélchen fiir 16-20 h bei 37° C in einer
feuchten Kammer inkubiert. Die Beobachtung von Sporen erfolgte sobald sich diese am Boden
des Gefafdes abgesetzt hatten. Wahrend des Beobachtungszeitraumes konnten die Prdparate in
einer Inkubationskammer des Mikroskopes bei 37° C gehalten werden. GFP wurde durch eine
Anregung mit einem Argon-Laser sichtbargemacht. Mithilfe eines Photomultiplier konnten die
Priparate bildlich festgehalten werden. Durch die Ubereinanderlagerung mehrerer Z-Ebenen
eines Objekts wurde eine 3D-Darstellung erzielt. Um Zeitrafferfilme von Praparaten aufzuneh-
men, wurden von bestimmten Bereichen in regelméafdigen Abstanden Bilder gemacht. Zur Mar-
kierung der DNS wurde der Fluoreszenzfarbstoff 4°,6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI) verwen-
det. Dazu wurde ein Einbettmedium verwendet, das DAPI enthalt (VECTASHIELD, Vector Labo-
ratories, USA). Durch eine Anregung mit ultraviolettem Licht (365 nm) wurde die Fluoreszenz

nachgewiesen.

Um den Einflufd von H,0, auf die Lokalisation des NrpA-GFP-Fusionsproteins zu testen, wurden
den einzelnen Kammern des Mikroskopier-Schilchens entweder 0, 0,6, 6 oder 12 pl einer 1:100
verdiinnten H,0;-Losung (30% v/v) zugegeben. Dies resultierte in H,0;-Endkonzentrationen
von 0, 0,3 mM, 3 mM und 6 mM H;0;. Zur Unterscheidung von lebenden und toten Hyphen wur-
den die Praparate mit einer Propidiumjodid-Losung (25ug/ml) behandelt. Da Propidiumjodid

membranimpermeabel ist, dringt es nur in tote Hyphen ein.
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7. Bioinformatische Methoden

Zur bioinformatischen Analyse von Proteinsequenzen wurden folgende Computer-Programme
verwendet: PROSITE (http://www.expasy.ch/prosite/), MitoProtll-v1.101
(http://ihg2.helmholtz-muenchen.de/ihg/mitoprothtml), PSORT II und WoLF PSORT

(http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp/) (Horton et al, 2006).

8. Chemikalien, Enzyme und Antikorper

Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen Merck (Darmstadt), Carl
Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich (Steinheim), AppliChem (Darmstadt), Fluka (Sigma-Aldrich,
Darmstadt), Invitrogen (Karlsruhe), Amersham Bioscience (Buckinghamshire, England),
Molecular Probes (Invitrogen, Darmstadt), Biomol (Hamburg), Calbiochem (Merck, Darmstadt),
Serva (Heidelberg), Difco (Becton Dickinson, New Jersey, USA) und Boeringer Ingelheim
Bioproducts (Heidelberg) bezogen. Soweit mdglich wurden sie im Reinheitsgrad ,pro analysis“
(p. a.) bzw. ,reinst” verwendet. Enzyme stammten, soweit nicht anders angegeben, von den Fir-
men MBI Fermentas (St. Leon-Roth), New England Biolabs (Schwalbach), Promega (Madison,
USA), Sigma-Aldrich (Steinheim) und Qiagen (Hilden). Die verwendeten Antikorper stammten

aus Eigenproduktion oder von der Firma Dianova (Hamburg).
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C. Ergebnisse

1. Das zu CipC homologe Protein aus A. fumigatus

Ein A. fumigatus-Protein mit Homologie zum CipC-Protein aus A. nidulans war vor Beginn der
Arbeit in mit Coomassie gefirbten 2D-Gelen von Pilzextrakten verschiedener A. fumigatus-
Morphotypen als prominentes hyphen spezifisches Protein identifiziert worden
(Schwienbacher, 2005). In dieser Arbeit sollte die biologische Funktion dieses differentiell

exprimierten Proteins genauer untersucht werden.

1.1 Sequenzanalysen

Auch unter Zuhilfenahme von unterschiedlichen Programmen konnten keine funktionellen Do-
manen innerhalb des CipC-dhnlichen Proteins aus A. fumigatus gefunden werden. Allerdings
verfiigen alle Proteine dieser Familie iiber einen konservierten Histidin-Rest (Pfam entry 12585;
DUF 3759). PROSITE identifizierte zwei potentielle Myrestilierungsstellen. Allerdings werden
diese Motive sehr hdufig gefunden und haben daher nur eine begrenzte Aussagekraft. Laut einer
Lokalisationsvoraussage durch ,PSORT II“ ist das Protein mit hoher Wahrscheinlichkeit im
Cytoplasma zu finden (nach Reinhardt’s method for cytoplasmic/nuclear discrimination; Zuver-
lassigkeit: 89). Laut ,WoLF PSORT“ kénnte das Protein sowohl im Cytoplasma als auch im Zell-
kern zu finden sein (kNN-Methode: Kern: 10,0; Cytoplasma-Kern: 9,5; Cytoplasma 7,0). Hinweise
auf eine mogliche Funktion des Proteins lieferten die Sequenz-Analysen mit verschiedenen ver-

wendeten Programmen nicht.

Unter Verwendung des Algorithmus BlastP wurde die Datenbank nach Proteinen durchsucht, die
starke Homolgien zu AFUA_5G09330 aufweisen. Dabei lieflen sich homologe Proteine aus-
schliefdlich in Pilzen finden. Eine Durchmusterung von Pilzgenomen bei der ,Fungal Genom Ini-
tiative“ ergab, dass CipC-dhnliche Proteine in den meisten filamentdsen Pilzen verbreitet sind,
wiahrend sie in Hefen weniger hdufig vorkommen. Um die Verteilung und Haufigkeit der cipC-
dhnlichen Gene in verschiedenen Pilzen darzustellen, wurde ein phylogenetischer Baum erstellt.
Als Grundlage diente dabei eine Phylogenie, die auf 42 pilzlichen Genomen basiert (Fitzpatrick et
al, 2006). CipC-dhnliche Gene werden innerhalb der Zygomycota, der Basidiomycota und der
Ascomycota gefunden. Innerhalb der sogenannten ,CTG Klade“ der Saccharomycotina kommen
cipC-dhnliche Gene in einigen Candida-Spezies und in Debaryomyces hansenii vor. Ansonsten gibt
es innerhalb dieser Gruppe keine zu cipC-dhnlichen Gene. Innerhalb der Pezizomycota wurden
cipC-dhnliche Gene in 13 von 17 vorhandenen Genomen gefunden. Bei den Pezizomycota ohne

ein cipC-Gen handelt es sich um den Schimmelpilz Chaetomium globosum, der besonders als
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Weichfaule-Erreger an Holz bekannt ist, sowie um die dimorphen pathogenen Pilze Histoplasma
capsulatum, Coccidioides immitis und Paracoccidioides brasiliensis. Interessanterweise verfiligt
ein naher nicht pathogener Verwandter von C. immitis, ndmlich Uncinocarpus reesii, iiber ein
cipC-dhnliches Gen. In den meisten Pilzen ist nur eine Kopie des cipC-Gens vorhanden, allerdings
gibt es hierbei einige Ausnahmen. Aspergillus clavatus und einige Candida-Spezies tragen zwei
Kopien des Gens innerhalb ihres Genoms, vier homologe Gene existieren in Aspergillus oryzae,
wahrend in Rhizopus oryzae sogar sieben homologe Gene vorhanden sind. Zwei dieser sieben
homologen R. oryzae-Gene kodieren allerdings fiir Proteine mit {iber 300 Aminosauren, wohin-
gegen alle anderen CipC-ahnlichen Proteine aus 109-150 Aminosduren aufgebaut sind. Die die-
ser Analyse zugrunde gelegte Phylogenie (Fitzpatrick et al., 2006) enthielt die Genome von As-
pergillus niger und Aspergillus flavus nicht, weshalb diese beiden Genome einer separaten Analy-
se unterzogen wurden. Dabei ergab sich, dass es in A. niger zwei und in A. flavus sechs zu cipC

homologe Gene gibt.

Zygomycota\
Rhizopus oryzae ##%%%%x

asidiomycota Ustilago maydis *

Cryptococeus neoformans * *
Hymcnomyccles ’LECoprr'nus cinereus )
Phanerochaete chrysosporium =
Schizosaccharomyces pombe
e § 11 ONOSPOr A NOAOY UM *
Histoplasma capsulatum
Uncinocarpus reesii *
Coccidioides immitis
- spergillus nidulans =
Eurotiomycet Aspergillus fumigatus *
Aspergillus oryzae sssxs
Aspergillus terreus
Magnaporthe grisea =
Neurospora crassa
Podospora anserina %
Chaetomium globosum
Trichoderma reesei
Fusarium verticillioides %
Fusarium graminearum %

L] OITYIiS cinerea %
Leotiomycetes v E Selerotinia sclerotiorum

Yarrowia lipolytica

Candida lusitaniae +

Candida guilliermondii
CTG Debaryomyces hansenii *

Candida parapsilosis

Sacchs oting Candida tropicalis %
accharomycotind Candida dubliniensis **

Candida albicans +*

WGD Candida glabrata
Saccharomyces castellii
Saccharomyces bayanus
Saccharomyces kudriavzevii
accharomyces mikatae
Saccharomyces paradoxus
Saccharomyces cerevisiae

Kluyveromyces waltit
Saccharomyces kluyveri
Ashbya gossypii
Kluyveromyces lactis

Abb. 4: Phylogentetische Analyse von CipC-ahnlichen Proteinen aus verschiedenen Pilzen

Pezizomycotina

Ascomycota Sordariomycetes

Der phylogenetische Baum basiert auf 42 vollstandigen Pilzgenomen (Fitzpatrick et al., 2006). Die Sterne stehen
fur die Anzahl der CipC-éahnlichen Proteine innerhalb eines Genoms (Abb. aus Bauer et al., 2010).
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Weiterhin wurde ein phylogenetischer Baum mit den 17 CipC-dhnlichen Proteinen erstellt, die
innerhalb der Genome von A. fumigatus, Aspergillus clavatus, A. flavus, A. nidulans, A. niger, As-
pergillus oryzae und Aspergillus terreus gefunden worden waren. Dabei zeigte sich, dass zwei
Kladen klar von einander getrennt sind: Die eine Klade enthélt neben AFU_5G09330 auch homo-
loge Proteine aller anderen Aspergilli, mit Ausnahme von A. nidulans. In der zweiten Klade be-
finden sich auch Proteine aller Spezien aufler von A. fumigatus und A. terreus. Die Ahnlichkeit
der Aminosduresequenzen des CipC-dhnlichen Proteins aus A. fumigatus und CipC aus A. nidu-
lans entspricht nur 49%.
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Abb. 5: Phylogenetische Analyse von CipC und CipC-ahnlichen Proteinen in verschiedenen Aspergilli

Die Abbildung zeigt einen pyhlogenetischen Baum von 17 CipC-&hnlichen Proteinen aus A. fumigatus
(AFUA_5G09330), A. clavatus (ACLA_011240; ACLA_0084709), A. flavus (AFL2G_10795, AFL2G_03543,
AFL2G 11445, AFL2G_07495, AFL2G 10728, AFL2G 08611), A. nidulans (AN7937), A. niger
(An07g03660, An09g00630), A. oryzae (A0090020000540, AO0090012000665, A0090011000134,
A0090113000132) und aus A. terreus (ATEG_06521). (Abb. aus Bauer et al., 2010)

1.2 Untersuchungen zur Bildung des CipC-dhnlichen Proteins in A. fumigatus

Um die Funktion des CipC-dhnlichen Proteins in A. fumigatus besser zu verstehen, sollte die Bil-
dung des Proteins mit Hilfe von Western-Blot-Analysen untersucht werden. Dafiir war es zu-
nachst notig, Antikorper gegen dieses Protein herzustellen. Im folgendem wird zur Vereinfa-
chung fiir das zu CipC homologe Protein aus A. fumigatus die Abkiirzung ChP (CipC homologes-

Protein) verwendet.
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1.2.1  Herstellung von monoklonalen Antikérpern gegen Chp aus A. fumigatus

1.2.1.1  Amplifizierung des chp-Gens, sowie Uberexpression und Reinigung des abgeleiteten

Proteins

Zundchst wurden aus der Genomsequenz des A. fumigatus-Stammes 293 Starteroligonukleotide
abgeleitet (Nr. 144 und 145), mit welchen das 392 Bp grofie Gen aus cDNS von A. fumigatus
ATCC 46645 amplifiziert wurde. Dadurch konnte der Nachweis erbracht werden, dass das puta-
tive Gen tatsachlich als Leserahmen dient. Die entsprechende Sequenz wurde in der Datenbank
veroffentlicht (embl accession: AM086260.1; [gi:90855304]). Anschlief3end wurde das gereinig-
te DNS-Fragment ungerichtet in den Expressionsvektor pQE30-UA kloniert. Die richtige Orien-
tierung des klonierten Gens im Vektor konnte mittels PCR und Sequenzierung bestitigt werden.
Nach Transformation des entsprechenden Plasmids in den Expressionstamm E. coli M15 pRep
wurde Chp durch Zugabe von 1 mM IPTG zum Kulturmedium heterolog tiberexprimiert. Die
durch dieses Expressionssystem generierten Proteine erhalten einen N-terminalen Hexa-His-
Tag, der durch die Vektorsequenz bedingt ist und wodurch sie um 2,1 kDa grofier sind als die
nativen Proteine. Mit einer Groéfie von ca. 17 kDa entsprach das in E. coli M15 pRep gebildete Chp
mit Hexa-His-Tag der rechnerisch vorausgesagten Grofse. Mit Hilfe des His-Tags konnte das Pro-
tein mittels Affinititschromatographie an einer Co2+-Talon-Matrix aufgereinigt werden. In die-
sem Fall wurde die Aufreinigung des Proteins unter denaturierenden Bedingungen durchge-
fiihrt, da das heterolog produzierte Chp in den E. coli-Lysaten iiberwiegend in unléslicher Form
vorlag. Wie in Abb. 6 zu sehen ist, konnte das rekombinante Protein zum grofden Teil bei der
ersten Elution mit 150 mM Imidazol im Elutionspuffer von der Matrix geldst werden. Vor der
Immunisierung von zwei Mausen mit dem gereinigten Protein wurde das Eluat dialysiert, um die

denaturierenden Reagenzien im Elutionspuffer zu eliminieren.

15kDa | 15 kDa -

1 2 3 D W E1 E2

Abb. 6: Amplifizierung des chp-Gens, sowie Uberexpression und Aufreinigung des abgeleiteten Proteins

Das 392 Bp groRe chp-Gen wurde aus cDNA von A. fumigatus ATCC 46645 amplifiziert (A). Das abgeleitete,
etwa 17 kDa grol3e Protein konnte in E. coli M15 pRep durch Zugabe von 1 mM IPTG heterolog tiberexprimiert
werden (B1). Nach einer Zentrifugation war es kaum im Uberstand (B2) aber zum groBen Teil im Sediment (B3)
zu finden. Deswegen wurde das unlésliche Protein unter denaturierenden Bedingungen an einer Co?*-Saule
aufgereinigt (C). Die grofite Menge des Proteins konnte bei der ersten Elution (E1) von der S&ule geldst werden.
B und C zeigen 12%ige mit Coomassie gefarbte SDS-Gele der entsprechenden Proteinextrakte.
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1.2.1.2 Die hergestellten monoklonalen Antikérper gegen Chp aus A. fumigatus sind spezi-
fisch

Das gereinigte Chp wurde nun zur Immunisierung von zwei Balb/C Mausen eingesetzt, deren
Lymphozyten mit Myelomzellen der Zelllinie P3-X63-Ag8.653 fusioniert wurden. Aus dieser
Fusion gingen 174 Hybridomzellklone hervor. Von deren Kulturiiberstanden reagierten im Wes-
tern Blot 26 positiv gegen das aufgereinigte Chp. Fast alle positven Uberstinde reagierten auch
gegen das native Chp aus A. fumigatus. Einige dieser doppelt positiven Zellklone wurden
cryokonserviert. Zudem wurden zwei der doppelt positiven Hybridomzellklone durch
Subklonierung vereinzelt, um eine Zellpopulation zu erhalten, die mit Sicherheit nur auf einer
Einzelzelle basiert und deren sezernierte Antikdrper deswegen nur eine Spezifitit besitzen. Die
Fahigkeit der Subklone, spezifische Antikérper zu bilden, wurde nochmals untersucht und wie-
der wurden einige der positiven Zellklone cryokonserviert. Ein Subklon, ndmlich der Klon K93
E6, wurde fiir diese Arbeit als Standard-Antikérperproduzent verwendet. Der von diesem Klon
gebildete Antikorper gehort zur Immunglobulinsubklasse 1gG1, was mithilfe eines ELISAs ge-

klart wurde.

Um die Spezifitit des Antikdrpers in Western-Blot-Analysen nachzuweisen wurde ein Proteinex-
trakt aus Myzel von A. fumigatus ATCC 46645, das fiir 24 h in YG-Medium gewachsen war, her-
gestellt. Wie in Abb. 7 zu sehen ist, erkennt der hergestellte monoklonale Antikérper gegen Chp
nur ein Protein mit passender Gréfée und bildet auf der Membran eine distinkte Bande. In den

folgenden Abbildungen werden daher nur noch Teilbereiche der Membranen gezeigt.
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Abb. 7: Die hergestellten monoklonalen Antikdrper gegen Chp aus A. fumigatus sind spezifisch

In YG-Medium gewachsenes Myzel wurde zu Proteinextrakten verarbeitet und entweder in einem 15%igen
SDS-Gel aufgetrennt und mit Coomassie geférbt (links) oder einer Western-Blot-Analyse unterzogen. Der spezi-
fische Antikdrper K93 E6 erkannte auf der Membran nur ein etwa 15 kDa groRes Protein, das mit einem roten
Pfeil gekennzeichnet wurde.
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1.2.2  Etablierung einer geeigneten Methode zur Herstellung von Proteinextrakten

von A. fumigatus bei geringem Probenvolumen

Die im Labor etablierte Standardmethode zur Herstellung von Proteinextrakten von A. fumigatus
im MSK-Schiittelhomogenisator war einerseits nur fiir Probenvolumina iiber 50 ml geeignet und
andererseits auch nicht mit mehreren Proben gleichzeitig durchfiihrbar. Gerade fiir die anste-
henden Western-Blot-Analysen war es aber notwendig, mit kleinen Volumina und vielen Proben
gleichzeitig zu arbeiten, so dass eine neue Methode etabliert werden musste. Das Morsern von
Myzel in fliissigem Stickstoff in Anwesenheit von Quarzsand lieferte zum Teil recht gute Ergeb-
nisse. Allerdings konnte die Qualitat der Extrakte innerhalb eines Experiments, obwohl alle Pro-
ben gleich behandelt wurden, stark variieren. Manche Extrakte enthielten kaum Protein oder die
Proteinbanden waren auf einem SDS-Gel nur als diffuser Schmier zu sehen, andere Extrakte da-
gegen waren von ausreichender Qualitdt. Somit war diese Methode insgesamt auch ungeeignet.
Mit einem Schiittelhomogenisator (MP Fast Prep 24), der fiir kleine Probenvolumina geeignet
ist, konnten nach Protokollanpassungen geeignete Extrakte hergestellt werden. Sowohl Koni-
dien als auch Pilzmyzel, das in Minimalmedium mit bestimmten N-Quellen oder sonstigen Man-
gelbedingungen gewachsen ist, lassen sich deutlich schlechter aufschliefden als in Vollmedium
gezogenes Myzel. Gerade der Aufschluss dieser Proben war auch mit dem
Schiittelhomogenisator problematisch. Erst die Durchfiihrung einer Kombinationsmethode (ge-
naue Durchfilhrung siehe Material und Methoden), bei der gefrorenes Myzel zunichst in
flifdigem Stickstoff gemorsert wird und das pulverisierte, in Puffer geloste Myzel anschlief3end
noch im Schiittelhomogenisator behandelt wird, lieferte geeignete und innerhalb eines Versuch

sehr gut vergleichbare Ergebnisse.
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Abb. 8: Die neu etablierte Methode zur Herstellung von Proteinextrakten von A. fumigatus liefert Extrak-
te von guter Qualitat, die innerhalb eines Experiments vergleichbar sind

Myzel von A. fumigatus, das in AMM mit 20 mM Nitrat (A) oder 20 mM Glutamat (B) als N-Quellen gewach-
sen war, wurde nach einer neu etablierten Methode zu Proteinextrakten verarbeitet. Diese wurden in einem
15%igen SDS-Gel aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt.
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1.2.3  Das Chp-Protein aus A. fumigatus kann nur in Hyphen, nicht aber in Sporen oder

auskeimenden Sporen nachgewiesen werden

Chp aus A. fumigatus war in 2D-Gelelektrophorese Studien als differentiell exprimiertes Protein,
das nur in Proteinextrakten der Hyphen, nicht aber in Extrakten aus Sporen oder auskeimenden
Sporen zu finden ist, beschrieben worden (Schwienbacher, 2005). Nun sollte iiberpriift werden,
ob sich diese Ergebnisse mit Hilfe des spezifischen Antikorpers in Western-Blot-Studien bestati-
gen lassen. Um Proteinextrakte der verschiedenen Entwicklungsstadien, ndmlich ruhende Spo-
ren, auskeimende Sporen oder Hyphen von A. fumigatus ATCC 46645 herzustellen, wurden je
50 ml YG-Medium mit 5x105 Sporen pro ml angeimpft und fiir 0 h, 8 h oder 26 h Stunden
inkubiert. Die hergestellten Proteinextrakte wurden dann einer Western-Blot-Analyse mit dem
spezifischen Antikorper K 93 E7 unterzogen. Dabei war nur in der Proteinfraktion der Hyphen

ein Protein mit etwa 15 kDa auf der Membran detektierbar.

l 1: ruhende Sporen
- - 2: auskeimende Sporen

TR

B0 g e

¢ 3: Hyphen
15 kDa

Abb. 9: Immunologischer Nachweis von Chp in verschiedenen Morphotypen von A. fumigatus

Proteinextrakte von ruhenden Sporen (1), von auskeimenden Sporen (2) und von Hyphen (3) wurden einerseits
in einem 15%igen SDS-Gel aufgetrennt und mit Coomassie geférbt (links) und zum anderen einer Western-Blot-
Analyse mit dem spezifischen aChp-Antikérper K96 E7 unterzogen (rechts). Der Pfeil markiert ein in der
Hyphenfraktion detektiertes Protein. (Abb. modifiziert nach Bauer et al., 2010).

In einer Studie, die die Zusammensetzung der Sporenhiille des A. fumigatus-Stammes D141 un-
tersucht hatte, war Chp auch in Extrakten der Sporenhiille gefunden worden (Asif et al., 2006).
Dieser Befund stand somit im Widerspruch zu den in dieser Arbeit erhobenen Daten. Um nun
mit Sicherheit klaren zu konnen, ob Chp auch auf der Oberfliche der Konidien von A. fumigatus
lokalisiert ist oder nicht, wurden zuséatzlich FACS-Analysen mit Sporen durchgefiihrt. Durch die
Verwendung von Sporen von zwei verschiedenen A. fumigatus-Stimmen (ATCC 46645 und
D141) sollten zudem stammspezifische Expressionsunterschiede von Chp ausgeschlofien wer-

den. Zunachst wurden die Sporen fixiert und dann alternativ mit den Antikérpern K93 E6 oder
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K237 inkubiert, die beide Chp erkennen. Die Verwendung von zwei unterschiedlichen Antikor-
pern sollte sicherstellen, dass ein negatives Ergebnis nicht auf ein moglicherweise unzugangli-
ches Epitop zuriickzufiihren ist. Die im Versuch verwendeten sekundaren Antikdrper waren mit
dem Fluorochrom Cy3 gekoppelt und ermdglichten somit eine durchflusscytometrische Unter-
suchung der Proben. Als positive Kontrolle diente ein Kaninchenserum, das Antikorper gegen
A fumigatus-Konidien enthalt. Da die verwendeten primaren Antikorper in verschiedenen Tieren
generiert worden waren (Kaninchen/Maus), mussten auch zwei verschiedene sekundire Anti-
korper verwendet werden. Eine unspezifische Bindung der beiden sekundaren Antikérper wur-
de durch nur mit dem sekunddren Antikorper behandelte Kontrollanséatze ausgeschlossen. Die
Oberflache der Sporen von beiden Aspergillus-Stimmen wurde von keinem der beiden Antikor-
per erkannt. Antikdrper aus dem als positive Kontrolle verwendeten Kaninchenserum reagier-
ten dagegen mit den Sporen von beiden Stammen. Somit scheint Chp nicht auf der Sporenober-

flache von A. fumigatus ATCC 46645 oder D 141 lokalisert zu sein.

Um zu beweisen, dass beide aChp-Antikorper fiir die Durchflusszytometrie geeignet sind, wurde
das rekombinante gereinigte Chp an Kunststoff-Beads gekoppelt. Als negative Kontrollen dien-
ten dabei Beads, an die kein Protein gekoppelt worden war, sowie Ansitze, die nur mit den se-
kundaren Antikérpern behandelt wurden. Beide aChp-Antikdrper erkannten das an die Beads
gekoppelte Chp (Abb. 10). Diese Erkennung war weder auf eine unspezifische Bindung des se-
kundadren Antikorpers, noch auf eine unspezifische Bindung des primadren Antikérpers an die
Beads zuriickzufiihren. Somit sind beide aChp-Antikorper fiir die Durchflusszytometrie geeignet.
Da die im Versuch verwendeten Sporen zum Abtoten mit 3,7% Formaldehyd vorbehandelt wur-
den und diese Vorbehandlung die Bindungsfahigkeit von monoklonalen Antikérper beeintrach-
tigen kann, musste zudem geklart werden, ob die Antikorper auch mit Formaldehyd behandeltes
Antigen erkennen konnen. Dafiir wurde der gleiche Versuch unabhéngig auch mit Beads durch-
gefiihrt, die zuvor mit Formaldehyd behandelt worden waren. Dabei konnte gezeigt werden,
dass die Fixierung keine negative Auswirkung auf die Bindungsfahigkeit der verwendeten Anti-

korper hat (Daten nicht gezeigt).

51



ERGEBNISSE

1
ATCC 46645 D141
90
80
70
60
50
40
30
20
E 10 I
(&)
© 0l —_—
U A B C D E A B C D E
x
ey
=
o
=
=}
%3 Beads mit CipC  Beads ohne CipC
— 90
o A: nur sek. AK aKaninchen
70
60 B: nur sek. AK aMaus
* C: AK K237
40
30 D: AK K93 E6
20
0 I E: + Kontrolle
‘B ¢ D B C D
2 A

D141

L

B
0141, urses p maus
o e TR
Crursee s kaninchen ATCCmasee amaus:
# &
H L
T Es
ATCC 46645 g 3
E e
M MRS
benis + 130
LR O
fea
beats,
O b o
Pea

I
r

Ceurt
[P, .0 . W

. r 2
L, Y .

Court
PO O . . .

ot
[RETCI N

[
PRI .
R T O

Count

BRI O s sl i

Beads ohne CipC

Court
L O o s O
¢
A o

Beads mit CipC

b e
o BRSO

coune
L T e

Abb. 10: Durchflusscytometrische Untersuchungen von A. fumigatus ATCC 46645 und D141 auf das Vor-
handensein von Chp auf der Sporenoberflache

Zwei unterschiedliche Antikdrper gegen das Chp, ndmlich K237 (C) und K93 E6 (D), erkannten auf der Ober-
flache der Konidien von A. fumigatus ATCC 46645 und A. fumigatus D141 kein Antigen. Antikdrper aus einem
als positive Kontrolle verwendeten Kaninchenserum erkannten die Konidien beider Stdmme problemlos (E). An
Kunststoff-Beads gekoppeltes, rekombinant hergestelltes Chp wurde von beiden Antikérpern (C, D) erkannt.
Diese Detektion war auf nicht beschichteten Beads nicht zu beobachten. Beide verwendeten sekundédren Anti-
korper (A, B) reagierten nicht unspezifisch. In den oben gezeigten Saulendiagrammen (1) ist die relative mittlere
Fluoreszenz-Intensitat (MFI) als X-faches der Fluoreszenzintensitat, der nur mit den sekunddren Antikdrpern
behandelten Ansétze (A, B) dargestellt. Die unten gezeigten Histogramme (2) zeigen hier beispielhaft fur alle
weiteren durchflusscytometrischen Untersuchungen die Originaldaten.
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Die ruhenden Sporen von A. fumigatus sind von einer hydrophoben Proteinschicht, der soge-
nannten ,Rodlet-layer”, ummantelt. Diese Ummantelung schiitzt die Sporen u.a. vor Makropha-
gen, da bestimmte Erkennungsstrukturen verdeckt werden. Mit dem zuvor durchgefiihrten Ver-
such kann also nicht ausgeschlossen werden, dass Chp moglicherweise von der ,Rodlet-layer”
verdeckt wird und deswegen von den Antikérpern nicht erkannt wurde. Daher wurde die
durchflusszytometrische Untersuchung zusatzlich mit einer A. fumigatus ArodA-Mutante durch-
gefiihrt. Diese ist aufgrund einer Deletion des rodA-Gens nicht mehr in der Lage, die ,Rodlet-
layer” zu bilden. Der Versuch wurde in gleicher Weise wie der vorherige Versuch durchgefiihrt.
Auch in diesem Versuch konnten beide fiir Chp spezifischen Antikérper weder auf den Sporen
des ATCC-Stammes noch auf den Sporen der ArodA-Mutante ihr Antigen erkennen. Zusammen
mit den Immunblot-Untersuchungen der verschiedenen Morphotypen (Abb. 9) zeigen diese Da-
ten eindeutig, dass Chp weder unterhalb, noch oberhalb der ,Rodlet-layer” zu finden ist und
hyphenspezifisch ist.

ATCC 46645 ArodA
20
18
16
14
12

A: nur sek. AK aKaninchen

B: nur sek. AK aMaus
C: AK K237
D: AK K93 E6

E: positive Kontrolle

relative MFI (X-Fach)
)

o N B O

Abb. 11: Durchflusscytometrische Untersuchungen von A. fumigatus ArodA auf das Vorhandensein von
Chp auf der Sporenoberfléche

Zwei gegen Chp gerichteten Antikdrper, K237 (C) und K93 E6 (D), erkennen weder auf der Oberflache der
Konidien von A. fumigatus ATCC 46645 noch auf der Oberflache der A. fumigatus ArodA Mutante, die nicht
mehr in der Lage ist eine ,,Rodletlayer auszubilden, ein Protein. Antikrper aus einem als positive Kontrolle
verwendeten Kaninchenserum erkannten die Konidien beider Stdmme problemlos (E). Beide verwendeten se-
kundéren Antikorper (A, B) reagierten nicht unspezifisch. In oben gezeigtem Saulendiagrammen ist die relative
mittlere Fluoreszenz-Intensitat (MFI) als X-Faches der Fluoreszenz-Intensitat, der nur mit den sekundaren Anti-
kdrpern behandelten Ansétze (A, B) dargestelit.

1.2.4  Das Chp-Protein aus A. fumigatus scheint cytosolisch zu sein

Wie bereits erwahnt ist Chp aus A. fumigatus laut einer Lokalisationsvorhersage mit einer hohen
Wahrscheinlichkeit ein cytosolisches Protein. Um diese Vorhersage zu untersuchen, wurde ein
Hyphenproteinextrakt einer differentiellen Zentrifugation unterzogen. Dabei folgte zuerst eine
Zentrifugation fiir 15 min bei 15 000 g und 4° C. Dieser Zentrifugationsschritt sollte zur Sedi-

mentation von Zellkernen, des Cytoskeletts, der Mitochondrien, der Lysosomen und
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Peroxisomen fithren (Koolman und Réhm, 2002). Nachdem das entstandene Sediment und der
Uberstand getrennt worden waren und ein Aliquot des Uberstands fiir die anschlieRende Wes-
tern-Blot-Analyse abgenommen worden war, wurde die Probe fiir 45 min bei 43 500 g und 4° C
zentrifugiert. Durch diesen Zentrifugationsschritt sollte eine vollstindige Sedimentation der
oben genannten Zellbestandteile gewihrleistet werden. Der Uberstand dieser zweiten
Zentrifugation  sollte dadurch nur noch folgende Zellbestandteile enthalten:
Plasmamembranteile, Fragmente des Endoplasmatischen Retikulums, kleine Vesikel,
Mikrosomen, Ribosomen, Zytoplasma und Makromolekiile. Zur anschliefienden Western-Blot-
Analyse mit dem spezifischen aChp-Antikdrper K93 E6 standen nun also vier Proben zur Verfii-
gung: Die sedimentierten Proteine der Zentrifugationen bei 15 000 g und 43 500 g sowie die
loslichen Fraktionen dieser beiden Zentrifugationsschritte. Das Chp-Protein sedimentierte we-
der bei der Zentrifugation von 15 000 g noch bei der von 43 500 g. Es war aber jeweils im Uber-

stand nachweisbar.

1: Sediment 1
37 kDa =1= _% 3 _f' 1 2 3 4 (Zellkern, Mitochondrien etc.)
— n —— 2: Uberstand 1
oKD |1 4 3: Sediment 2
15 kDa | (Reste von Zellkernen, Mitochondrien etc.)
4: Uberstand 2

(Cytosol, Membranen)

Abb. 12: Differentielle Zentrifugation eines Proteinextrakts von A. fumigatus und anschlieBender immu-
nologischer Nachweis von Chp

Ein Proteinextrakt von A. fumigatus wurde einer differentiellen Zentrifuagtion unterzogen. Nach einem
Zentrifugationsschritt fiir 15 min bei 15 000 g bei 4° C wurden Sediment (1) und Uberstand (2) getrennt. Durch
eine zweite Zentrifugation des Uberstands fiir 45 min bei 43 500 g und 4° C konnten wieder Sediment (3) und
Uberstand (4) getrennt werden. Die vier Proben wurden auf einem 15%igem SDS-Gel aufgetrennt und
Coomassie geférbt (links) sowie fiir Western-Blot-Analysen (rechts) mit dem spezifischen Antikdrper K93 E6
eingesetzt.

1.2.5  Das Chp-Protein aus A. fumigatus scheint als Monomer in den Hyphen vorzulie-

gen

Als nachstes sollte der Frage nachgegangen werden, ob Chp aus A. fumigatus ATCC 46645 mit
sich selbst oder mit anderen Proteinen interagiert. Dafiir wurde ein Hyphenproteinextrakt von
A. fumigatus einer Gelfiltrationsanalyse unterzogen. Der Sdulendurchlauf wurde in 30 Fraktio-
nen gesammelt und mittels einer Western-Blot-Analyse unter Verwendung des spezifischen

aChp-Antikorpers K93 E6 analysiert. Das Chp-Protein wurde dabei in den Fraktionen 18, 19 und
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20 nachgewiesen. Laut dem Eichlauf korrespondieren diese Fraktionen mit einem Molekularge-
wicht von 12-29 kDa. Die Analyse zeigt, dass Chp unter diesen experimentellen Bedingungen
nicht Teil einer grofderen Struktur ist, liefd aber keine Aussage dariiber zu, ob das Protein als

Monomer oder als Dimer vorliegt oder mit einem anderen kleinen Protein interagiert.

12 kDa
29 kDa l

.

1617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

15 kDa

Abb. 13: Gelfiltrationsanalyse eines Proteinextrakts von A. fumigatus unter Verwendung eines spezifi-
schen aChp-Antikorpers

Dieser Western Blot zeigt die gesammelten Fraktionen 16-29 einer Gelfiltration eines Hyphenproteinextrakts
von A. fumigatus ATCC 46645. Der spezifische aChp-Antikdrper K93 E6 erkannte sowohl in der Kontrolle (30)
als auch in den Fraktionen 18-20 ein Protein mit einer GréRe von ca. 15 kDa (blauer Pfeil). Zwei Eichproteine
(12 kDa: Cytochrom C; 29 kDa Carboanhydrase) eluierten in den mit roten Pfeilen markierten Fraktionen.

Zur weiteren Klarung wurden zusatzlich Crosslinking-Experimente durchgefiihrt. Dafiir wurde
ein Hyphenproteinextrakt von A. fumigatus mit insgesamt vier verschiedenen Crosslinkern (End-
konzentration je 2 mM), namlich EGS, Sulfo-EGS, DSP und BS3, versetzt. In den folgenden Wes-
tern-Blot-Analysen erkannte der aChp-Antikérper K93 E6 sowie der unabhidngig verwendete
aChp-Antikorper K137 (Daten nicht gezeigt) in keinem Ansatz eine Proteinbande mit einem
hoheren Molekulargewicht als 15 kDa. Die Membranen wurden anschliefiend noch mit einem
gegen die ribosomalen Proteine PO (etwa 34 kDa), P1 (etwa 12 kDa) und P2 (etwa 12 kDa) ge-
richteten Antikorper behandelt. Diese Proteine besitzen eine gemeinsame Sequenz, gegen die
der monoklonale Antikérper B8 C4 gerichtet ist, und bilden bekanntermaf3en einen etwa 60 kDa
groflen Komplex (Santos und Ballesta, 2002), der unter den gewadhlten Bedingungen auch in
allen Anséitzen, die mit einem Crosslinker versetzt waren, nachgewiesen werden konnte. Das Chp
aus A. fumigatus scheint also als Monomer vorzuliegen. In der folgenden Abbildung werden bei-

spielhaft nur die mit EGS behandelten Proteinextrakte gezeigt.

55



ERGEBNISSE

<— PO/P1/P2

50 kDa -
. <— PO

25 kDa -

15 kDa - <Pl

P2

Abb. 14: Crosslinking-Experimente mit einem A. fumigatus-Proteinextrakt und anschlieBender immuno-
logischer Nachweis von Chp

Ein Proteinextrakt von A. fumigatus ATCC 46645 wurde entweder mit dem Crosslinker EGS versetzt (A) oder
als Losungsmittelkontrolle mit den gleichen Mengen DMSO behandelt (B). Die Proben wurden zum einen auf
einem 15%igen SDS-Gel (1) aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt und zum anderen einer Western-Blot-
Analyse (2, 3) unterzogen. Zunéchst wurde die Membran mit dem spezifischen aChp-Antikdrper K93 E6 behan-
delt (2) und anschliefend mit einem zweiten Antikorper (B8 C4), der gegen die ribosomalen Proteine PO, P1 und
P2 gerichtet ist, inkubiert (3). Ein Molekulargewichtsstandard (M) ist dargestellt. Die Postitionen von P2, P1
(beide 11,1 kDa) und PO (33,4 kDa), sowie die des aus PO, P1, P2 gebildeten Komplexes (55,6 kDa) sind mit
roten Pfeilen markiert. (Abb. modifiziert nach Bauer et al, 2009).

1.2.6  Die Bildung von Chp wird in A. fumigatus in Anwesenheit von Concanamycin A

nicht induziert

Fiir A. nidulans war bereits vor Beginn dieser Arbeit beschrieben worden, dass CipC in Anwe-
senheit von Concanamycin A verstirkt gebildet wird (Melin et al., 2002). Dieser Befund fiihrte
auch zur Benennung des Proteins als Concanamycin A induziertes Protein C (CipC). Darum sollte
als nachstes untersucht werden, ob diese Beobachtung auf das zu CipC homologe Protein aus
A. fumigatus iibertragbar ist. Die Durchfiihrung des Versuchs orientierte sich dabei an der oben
genannten Publikation. Es wurden 50 ml Erlenmayerkolben mit 8 ml YNB-Medium gefiillt und
mit 2x105 Sporen/ml beimpft. Nach einer Inkubation fiir 24 h erfolgte die Zugabe von 160 pl
Concanamycin A (gelost in Methanol in einer Konzentration von 1 mg/ml). Dies resultierte in
einer Endkonzentration von 20 pg Concanamycin A pro ml Medium. Den Kontrollkulturen wur-
de entweder nur Methanol oder gar nichts zugesetzt. Noch einmal wurden die Kulturen fiir 24 h
inkubiert und das entstandene Myzel anschliefiend zu Proteinextrakten verarbeitet. In Western-
Blot-Analysen unter Verwendung des spezifischen aChp-Antikérpers K93 E6 konnte kein Ex-
pressionsunterschied von Chp in Anwesenheit von Concanamycin A im Vergleich zu den Kont-
rollkulturen nachgewiesen werden (Abb. 15). Verschiedene Versuchsvarianten, z. B die Verwen-
dung anderer Medien (AMM und YG) oder eine andere Animpfdichte (5x104 Sporen/ml) sowie
eine kurzere Vorinkubation des Pilzes (20 h), verdnderten das Ergebnis nicht (Daten nicht ge-
zeigt). Auch die Funktionalitat von Concanmycin A war gegeben, da der fiir A. nidulans beschrie-

bene Wachstumsphanotyp, namlich die Bildung von kurzen, dicklichen und stark verzweigten
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Hyphen (Bowman, 1997), in A. fumigatus mikroskopisch beobachtet werden konnte. Der Ver-
such, die verstirkte Bildung des CipC-Proteins von A. nidulans in Anwesenheit von
Concanamycin A auf Western-Blot-Ebene darzustellen, scheiterte, da keiner der von uns herge-
stellten monoklonalen Antikérper eine Kreuzreaktion gegen das CipC-Protein zeigte. Aufgrund

dieser Daten ist der Name CipC fiir das homologe Protein aus A. fumigatus nicht geeignet.

ot || E
¥ | |
15 kDa ‘-' --""’

Mabc Mabc

Abb. 15: Immunologischer Nachweis von Chp in Anwesenheit von Concanamycin A

A. fumigatus wurde fir 24 h in YNB Medium angezogen. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 20 pg/ml
Concanamycin A (a). Eine Ldsungsmittelkontrolle (Methanol) ist unter b dargestellt, ¢ zeigt eine unbehandelte
Kontrolle. Nach weiteren 24 h wurde das Myzel geerntet und die daraus hergestellten Proteinextrakte wurden
zum einen auf einem 15%igen SDS-Gel aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt (A) und zum anderen fiir Wes-
tern-Blot-Analysen mit dem spezifischen aChp-Antikdrper K93 E6 eingesetzt (B). Lichtmikroskopische Auf-
nahmen von Hyphen in An- (a) oder Abwesenheit (b) von Concanamycin A sind unter C dargestellt. (Abb. nach
Bauer et al., 2010).

1.2.7  Die Bildung von Chp ist von der Stickstoffquelle abhangig

Literaturrecherchen ergaben, dass das zu cipC homologe Gen aus Fusarium fujikuroi in Abhan-
gigkeit der N-Quelle exprimiert wird (Teichert et al., 2004). Deswegen sollte als nichstes geklart
werden, ob diese Beobachtung auch fiir das homologe Protein aus A. fumigatus gilt. Je 20 ml
AMM mit unterschiedlichen N-Quellen (20 mM Glutamat, Glutamin, Ammonium oder Natrium)
wurden mit 5x105 Sporen/ml beimpft und fiir 32 h inkubiert. Die aus dem entstandenen Myzel
hergestellten Proteinextrakte wurden fiir Western-Blot-Analysen mit dem spezifischen aChp-
Antikorper K93 E6 eingesetzt. Chp konnte nur in Anwesenheit der N-Quellen Ammonium und
Glutamin nachgewiesen werden. Handelte es sich bei den verwendeten N-Quellen um Nitrat
oder Glutamat, war Chp nicht nachweisbar. Dabei war die Bildung des Chp-Proteins in Anwe-
senheit von Ammonium meist noch stiarker als in Anwesenheit von Glutamin. Somit ist die
Bildungvon Chp von der N-Quelle abhdngig. Aufgrund dieser Ergebnisse wird das Protein im
Folgenden als ,Nitrogen regulated protein A“ (NrpA) bezeichnet.
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Abb. 16: Nachweis der Chp-Bildung in A. fumigatus in Anwesenheit verschiedener N-Quellen

A. fumigatus wurde in AM-Medium, das unterschiedliche N-Quellen (1: Nitrat; 2: Ammonium; 3: Glutamat; 4:
Glutamin) in einer Konzentration von je 20 mM enthielt, angezogen. Die daraus entstandenen Proteinextrakte
wurden zum einen in einem 15%igem SDS-Gel aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt (links). Zum anderen
wurden sie einer Western-Blot-Analyse mit dem spezifischen aChp-Antikdrper K93 E6 unterzogen (rechts).

In einigen Western Blots war aufgefallen, dass NrpA in Anwesenheit der N-Quelle Glutamin
meist schwacher exprimiert wird als in Anwesenheit von Ammonium. In einem ganz anderen
Zusammenhang wurde eine Glutaminase (ca. 75 kDa) von A. fumigatus als ein bei Wachstum in
Collagen-Medium sekretiertes Protein identifiziert (L. Heesemann, personliche Mitteilung). Glut-
aminasen sind hydrolytische Enzyme, die bei der Spaltung von Glutamin zu Glutamat und Am-
monium fiihren. Dadurch wére es moglich, dass im Medium befindliches Glutamin von A. fumiga-
tus durch eine sekretierte Glutaminase gespalten wird und anschliefiend Glutamat und Ammo-
nium durch den Pilz aufgenommen werden. Diese wohl energetisch aufwendigere
Verstoffwechselung von Glutamin im Vergleich zu Ammonium kdnnte eine mogliche Erklarung
fiir die Expressionsunterschiede von NrpA sein. Zunichst sollte nun also tberpriift werden, ob
A. fumigatus die Glutaminase in Abhangigkeit der zur Verfiigung stehenden N-Quelle ins Medium
sekretiert. Dafiir wurden je 200 ml AMM, das entweder 20 mM Glutamin oder 20 mM Ammo-
nium als N-Quelle enthielt mit 4x10¢ Sporen/ml beimpft und fiir 65 h inkubiert. Das Medium
wurde anschlieffend vom Myzel getrennt und einer TCA-Fillung unterzogen. Die
resuspendierten Proteinsedimente wurden auf einem 12%igem SDS-Gel aufgetrennt und mit
Coomassie gefarbt. Entgegen der Erwartung war in Gegenwart der N-Quelle Glutamin kein etwa
75 kDa grofies Protein sekretiert worden. Stattdessen konnte ein Protein dieser Grofie im An-
satz, der Ammonium als N-Quelle enthielt, lokalisiert werden. Das Protein wurde aus dem Gel
ausgeschnitten und per MALDI-TOF untersucht. Allerdings ergab sich hier kein signifikantes
Ergebnis. Die ausgeschnittene diffuse Bande bestand aus vielen Proteinen. Weiterhin war auffal-
lig, dass die Sekretion eines etwa 24 kDa grofden Proteins fast ausschliefdlich in Anwesenheit der
N-Quelle Glutamin stattfand. Auch dieses Protein wurde per MALDI-TOF analysiert. Es handelt
sich hierbei um die 25 kDa grof3e Endochitosanase (AFU_4G01290).
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Abb. 17: Von A. fumigatus sekretierte Proteine in AMM mit 20 mM Glutamin bzw. 20 mM Ammonium
als einziger N-Quelle

A. fumigatus ATCC 46645 wurde in AM-Medium, dem entweder 20 mM Glutamin (1) oder 20 MM Ammonium
(2) als N-Quelle zugesetzt worden war, fiir 65 h inkubiert. Das Medium wurde vom Myzel getrennt und einer
TCA-Fallung unterzogen. Das mit Coomassie gefarbte 12%ige SDS-Gel zeigt die von A. fumigatus ins Medium
sekretierten Proteine. Die beiden differentiell exprimierten, mit dem roten Pfeil markierten Proteine wurden aus
dem Gel ausgeschnitten und per MALDI-TOF analysiert.

In einem anschlief3enden Versuch sollte getestet werden, welche anderen N-Quellen die Bildung
des NrpA-Proteins induzieren. Dabei wurden folgende N-Quellen verwendet: Asparagin, Aspara-
ginsdure, Valin, Tryptophan und Harnstoff. Alle N-Quellen hatten im AM-Medium wieder eine
Endkonzentration von 20 mM. Je 20 ml Medium wurden mit 1x106 Sporen/ml beimpft und fiir
36 h inkubiert. Die aus dem entstandenen Myzel hergestellten Proteinextrakte wurden fiir Wes-
tern-Blot-Analysen mit dem spezifischen aNrpA-Antikdrper K93 E6 verwendet. Die hohen Spo-
renkonzentrationen und die lange Inkubationszeit wurden absichtlich gewdhlt, da in
anderenVersuchen gezeigt worden war, dass das NrpA-Protein sowohl bei langeren Inkubati-
onszeiten als auch bei héheren Animpfkonzentrationen verstarkt gebildet wird. Dies sollte also
helfen, auch eine geringe Expression von NrpA darstellen zu kénnen. In der gezeigten Western-
Blot-Analyse ist zu erkennen, dass die Verwendung von Harnstoff als N-Quelle zu keiner,
Tryptophan zu einer sehr schwachen und Valin zu einer etwas deutlicheren Bildung des NrpA-
Proteins fiihrt. Weiterhin scheint Asparagin als N-Quelle nur eine schwache Expression von
NrpA zu induzieren, wahrend hingegen Asparaginsdure zu einer starken Induktion von NrpA
fiihrt. In einem Wiederholungsversuch konnte diese Beobachtung allerdings nicht bestatigt wer-

den. Dort fithren beide Aminosauren zu einer deutlichen, etwa gleich starken Bildung des Prote-

ins.
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Abb. 18: NrpA-Bildung in A. fumigatus in Anwesenheit verschiedener N-Quellen

Es wurden Proteinextrakte aus Myzel von A. fumigatus hergestellt, das in AMM in Anwesenheit unterschiedli-
cher N-Quellen (A: Asparagin; B: Asparaginsaure; C: Valin; D: Tryptophan; E: Harnstoff; F: Kontrolle (YG) je
in einer Konzentration von 20 mM, gewachsen war. Die Extrakte wurden in einem 15%igen SDS-Gel aufge-
trennt und mit Coomassie gefarbt (links) sowie einer Western-Blot-Analyse unter Verwendung des spezifischen
aNrpA-Antikdrpers K93 E6 unterzogen.

1.2.8  Die positive Regulation der NrpA-Bildung ist dominant

Aufgrund der Erkenntnisse des vorherigen Versuchs sollte geklart werden, ob eher eine positive
Regulation der NrpA-Bildung durch Glutamin oder eine negative Regulation durch Glutamat
vorliegt und zusatzliche N-Quellen dieses Regulationsmuster beeinflussen kénnen. Dafiir wur-
den NrpA induzierende Bedingungen mit einer NrpA unterdriickenden Bedingung kombiniert.
Zum einen wurde der Versuch mit AMM durchgefiihrt, das sowohl Glutamat als auch Glutamin
als N-Quelle enthielt, zum anderen wurde ein Gemisch aus Glutamat und Ammonium als N-
Quelle eingesetzt. In einer dritten Variante wurden dem Medium alle drei N-Quellen, also Am-
monium, Glutamat und Glutamin beigemischt. Die Endkonzentration jeder verwendeten N-
Quelle betrug 20 mM. Anschlief3end wurden die Kulturen mit 5x105 Sporen/ml beimpft und fiir
32 h inkubiert. Die aus dem entstandenen Myzel hergestellten Proteinextrakte wurden einer
Western-Blot-Analyse mit dem spezifischen aNrpA-Antikérper K93 E6 unterzogen. Jede der drei

getesteten Konditionen fiihrte zu einer deutlichen Expression des NrpA-Proteins (Abb. 19)

Im oben beschriebenen Versuch stellt Glutamat die NrpA unterdriickende Wachstumsbedingung
dar. Die Durchfiihrung eines vergleichbaren Versuchs, in dem Nitrat, eine zweite NrpA unterdrii-
ckende Wachstumsbedingung, mit Ammonium oder Ammonium und Glutamin kombiniert wur-
de, lieferte vergleichbare Ergebnisse. Allerdings betrug die Endkonzentration der N-Quellen-
Gemische in diesem Fall 20 mM. Je 20 ml AM-Medium wurden mit 2,4x105 Sporen/ml inkubiert
und nach 24 h geerntet. Wieder wurden aus dem Myzel Proteinextrakte hergestellt und Wes-
tern-Blot-Analysen mit dem spezifischen aNrpA-Antikérper K93 E6 durchgefiihrt. Dabei war zu
erkennen, dass die N-Quelle Nitrat nicht zur Bildung von NrpA fiihrte. Wurde Nitrat aber mit
Ammonium oder mit Ammonium und Glutamin gemischt und als N-Quelle eingesetzt resultierte

daraus eine deutliche Expression von NrpA (Daten nicht gezeigt).
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In einer letzten Versuchsvariante wurde Vollmedium (YG) entweder mit 20 mM Glutamat oder
Glutamin supplementiert. Je 20 ml Medium wurden mit 4x105 Sporen/ml versetzt und fiir 26 h
inkubiert. Western-Blot-Analysen der aus dem entstandenen Myzel hergestellten Proteinextrak-
te mit dem spezifischen aNrpA-Antikorper K93 E6 zeigten in beiden Ansatzen eine sehr starke

NrpA-Expression (Abb. 19).

Insgesamt ist zu beobachten, dass die positive Stimulation der NrpA-Bildung stets liber die nega-

tive Stimulation dominiert.

1: Glutamat + Glutamin

1 2 3 1 2 3 4 5 4 5 2: Glutamat + Glutamin + NH,*
s —_ =a _— 3: Glutamat + NH,*
15 kDa ! — ! e = sty
4:YG + Glutamin

5: YG + Glutamat

Abb. 19: Expression des NrpA-Proteins, wenn potentiell induzierende und reprimierende N-Quellen
kombiniert eingesetzt werden

A. fumigatus wurde einerseits in AMM mit unterschiedlichen N-Quellen-Kombinationen (1: Glutamat + Gluta-
min; 2: Glutamat + Glutamin + Ammonium; 3: Glutamat + Ammonium) angezogen. Jede N-Quelle wurde in
einer Konzentration von 20 mM eingesetzt. Andererseits erfolgte die Anzucht in YG-Medium, das entweder
zusétzlich 20 mM Glutamin (4) oder 20 mM Glutamat (5) enthielt. Nach der Verarbeitung des entstandenen
Myzels zu Proteinextrakten wurden diese entweder in einem 15%igen SDS-Gel aufgetrennt und mit Coomassie
geférbt oder einer Western-Blot-Analyse mit dem spezifischen aChp-Antikérper unterzogen. In diesem Versuch
wurde Glutamat als N-Quelle verwendet, die die NrpA-Expression potentiell unterdriicken kann. Alle anderen
hier verwendeten N-Quellen wirken auf die NrpA-Bildung potentiell stimulierend.

1.2.9  Die Bildung des NrpA-Proteins hangt von der Inkubationszeit sowie von der

Animpfdichte ab

Flr alle weiteren Versuche mussten Bedingungen gefunden werden, unter denen das NrpA-
Protein stabil exprimiert wird. Deswegen sollten zunachst Proteinextrakte einer Zeitreihe auf
das Vorhandensein von NrpA untersucht werden. Dafiir wurden je 20 ml AMM, das 20 mM Am-
monium oder Glutamin als N-Quelle enthielt, mit 2,4x105 Sporen/ml beimpft und fiir 16 h, 20 h,
24 h, 28 h, 48 h oder 60 h inkubiert. Vor der Verarbeitung des Myzels zu Proteinextrakten wurde
von allen Proben das Feuchtgewicht bestimmt. Fiir die anschlief}ende Western-Blot-Analyse mit
dem spezifischen aNrpA-Antikdrper K93 E6 konnten die Proteinextrakte der Wachstumszeit-
punkte 48 h und 60 h nicht verwendet werden, da die Proteinkonzentrationen zu gering waren.

Die Auftragsmenge der restlichen Proteinextrakte wurde iiber eine Proteinbestimmung norma-
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lisiert. Nach einer Inkubationszeit von 16 h konnte kein NrpA auf der Membran nachgewiesen
werden, nach 20 h war dagegen ein schwaches Signal zu erkennen, welches nach 24 h noch star-
ker und nach 28 h am deutlichsten ausgepragt war. Der gleiche Versuch wurde auch mit AMM
durchgefiihrt, dem eine andere N-Quelle, ndmlich 20 mM Glutamin, zugesetzt worden war. Hier
war das NrpA-Protein erst nach 24 h nachweisbar und nach 28 h deutlicher zu erkennen. Die
Bildung des NrpA-Proteins hangt in Minimalmedium also von der Inkubationszeit der Kulturen
ab. Dabei wird das Protein in Anwesenheit der N-Quelle Glutamin spater gebildet als in Anwe-

senheit von Ammonium.

A B
Feuchtgewichtsbestimmung 16h 20h 24h 28h 16h 20h24h 28h
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3
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01 | = == L
1] 1

15 kDa
16h 20h 24h 28h 48h 60h

Glutamin als N-Quelle

® NH,* als N-Quelle
@ Glutamin als N-Quelle

Abb. 20: Expression des NrpA-Proteins in Abhéngigkeit der Wachstumszeit unter Verwendung verschie-
dener N-Quellen

A zeigt in einem Saulendiagramm die Entwicklung des Feuchtgewichts tiber den Wachstumszeitraum der Kultu-
ren. Die Balkenfarbe spiegelt die im Medium vorhandene N-Quelle wieder: Blau steht fiir 20 mM NH," und rot
fir 20 mM Glutamin. Unter B sind sowohl mit Coomassie gefarbte 15%ige SDS-Gele (links) als auch Western-
Blot-Analysen (rechts) der aus dem Zeitverlauf hergetellten Proteinextrakte dargestellt. Fir die Western-Blot-
Analysen wurde der spezifische oNrpA-Antikdrper K93 E6 verwendet. Der Versuch ist einmal in Anwesenheit
der N-Quelle Ammonium (oben) und einmal in Anwesenheit der N-Quelle Glutamin (unten) dargestellt.

In einem nachsten Schritt sollte geklart werden, ob die NrpA-Expression auch von der zum
Animpfen verwendeten Sporenmenge abhdngt. Das bedeutet, alle Kulturen wurden zum glei-
chen Zeitpunkt geerntet, aber jede Kultur wurde mit einer anderen Sporenkonzentration be-
impft. Folgende Sporenkonzentrationen wurden dabei verwendet: 2,4x10%, 4,8x10%, 2,4x105,
9,6x105 und 2,4x10¢. Sie entsprachen einem Zehntel, einem Fiinftel, dem Ein-, dem Vier- und
dem Zehnfachen der im vorherigen Versuch verwendeten Sporenmenge. Der Versuch wurde mit
AMM durchgefiihrt, welches 20 mM Ammonium als N-Quelle enthielt. Wieder betrug das Ver-
suchsvolumen 20 ml. Aufgrund der Ergebnisse des vorherigen Versuchs wurden 16 h und 20 h

als geeignete Erntezeitpunkte ausgewahlt. Die hergestellten Proteinextrakte wurden fiir Wes-
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tern-Blot-Analysen mit dem spezifischen aNrpA-Antikorper K93 E6 eingesetzt. Die Myzelmasse
der verschiedenen Kulturen unterschied sich deutlich voneinander und die Auftragsmenge der
Proben wurde liber den Proteingehalt normalisiert. Nach einer Inkubation von 16 h war das
NrpA-Protein bei Verwendung der dritthdchsten Animpfkonzentration sehr schwach auf der
Membran zu erkennen. Die Intensitit der Signalstirke steigerte sich bei den beiden héheren
zum Animpfen verwendeten Sporenkonzentrationen jeweils deutlich. Wurden die Pilze erst
nach 20 h geerntet, dnderte sich das Bild. Schon bei der zweitniedrigsten Sporenkonzentration
war das Protein als sehr schwaches Signal auf der Membran nachweisbar. Bei den drei hoheren
Sporenkonzentrationen verstarkte sich die Siganlintensitit deutlich. Hierbei war aber innerhalb
der drei Proben keine Steigerung der Intensitdt zu beobachten. Die Bildung des NrpA-Proteins

héingt also von der zum Animpfen verwendeten Sporenmenge und vom Zeitpunkt der Kulturern-

te ab.
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
15 kDa = g S ; s A: 16 h Lo
- e 2:1/5
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Abb. 21: Expression des NrpA-Proteins in Abhangigkeit der zum Animpfen verwendeten Sporenmenge

Je 20 ml AMM, das 20 mM Ammonium als N-Quelle enthielt, wurde mit unterschiedlichen Mengen an A. fumi-
gatus-Sporen beimpft. Dabei wurde ein Zehntel (1), ein Finftel (2), das einfache (3), das vierfache (4) und das
zehnfache (5) der Sporenmenge der vorherigen Versuche verwendet. Die Kulturen wurden entweder nach 16 h
(A), oder nach 20 h (B) geerntet und das entstandene Myzel wurde zu Proteinextrakten verarbeitet. Die Extrakte
wurden einerseits in 15%igen SDS-Gelen aufgetrennt und mit Coomassie geféarbt (links) und andererseits einer
Western-Blot-Analyse mit dem spezifischen aNrpA-Antikdrper K93 E6 unterzogen.

1.2.10 Bildung und Abbau des NrpA-Proteins

Als néachstes stellte sich die Frage, ob und wie schnell das NrpA-Protein abgebaut wird. Dafiir
wurde A. fumigatus ATCC 46645 zunachst unter einer Bedingung kultiviert, die nicht zur Expres-
sion des NrpA-Proteins fiihrt. Anschliefend wurde das Myzel in Medium umgesetzt, in dem
NrpA normalerweise gebildet wird. Zunachst wurden also 2,4x105 Sporen/ml in je 20 ml AM-
Medium angezogen, das 20 mM Nitrat als N-Quelle enthielt. Nach 24 h wurde das Myzel durch
sterile, mit Miracloth ausgekleidete Filter geschiittet und mit AMM, das die neue N-Quelle, in
diesem Fall also 20 mM Ammonium enthielt, zwei Mal gewaschen und anschliefdend auch in

20 ml des Mediums uberfiihrt. Die Kontrollkulturen wurden wie die restlichen Ansitze behan-
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delt. Allerdings wurden sie aber wieder in Medium mit der urspriinglichen N-Quelle gesetzt
(Nitrat). Die Inkubation des Pilzes mit der veranderten N-Quelle erfolgte entweder fiir 3 h oder
fiir 6 h. In einem verdnderten Versuchsaufbau wurde untersucht, wie schnell das NrpA-Protein
abgebaut wird. Dafiir wurde der Pilz zunachst in Anwesenheit einer N-Quelle angezogen, die die
Bildung von NrpA induziert. Anschlief3end wurde das Myzel in ein Medium mit unterdriickender
N-Quelle umgesetzt. Die Versuchsdurchfithrung erfolgte wie fiir den vorherigen Versuch be-
schrieben. Wieder wurde Nitrat als nicht induzierende und Ammonium als induzierende N-
Quelle verwendet. Aus dem geernteten Myzel wurden Proteinextrakte hergestellt, die fiir Wes-
tern-Blot-Analysen mit dem spezifischen aNrpA-Antikoérper K93 E6 verwendet wurden. Wurde
das Myzel von einer NrpA unterdriickenden Wachstumsbedingung (Nitrat) zu einer induzieren-
den Bedingung (Ammonium) ,geshiftet“, war das Protein nach 3 h nicht nachweisbar und konnte
erst nach 6 h auf der Membran detektiert werden. Auch im inversen Versuch zeigte sich, dass
das Protein nach einer dreistiindigen Inkubation in Medium mit unterdriickender N-Quelle noch
nicht abgebaut worden war. Erst nach 6 h konnte ein sehr geringer Abbau oder eine Ausverdiin-
nung von NrpA nachgewiesen werden. Sowohl die Bildung als auch der Abbau von NrpA begin-

nen erst nach 6 h.

A 1 2 3 4 1:NO; = NO; 3h
2:NO; > NH,*3h

1 ] 1 ) 3:NO; > NO, 6h

Medienwechsel: NO;” = NH,* 4:NO; > NH,* 6h

® 2 3.4 1:NH,* > NH,* 3h
o —_——— 2:NH,* > NO, 3h

T ) 3:NH,* > NH,* 6h

’ Medienwechsel: NH,* = NOj’ ‘ 4:NH,* > NO, 6h

Abb. 22: Zeitverlauf von Abbau und Bildung des NrpA-Proteins

A. fumigatus wurde fiir 24 h in AMM, das entweder 20 mM Nitrat (A) oder 20 mM Ammonium (B) enthielt,
angezogen. Das Myzel wurde gewaschen und in frisches Medium Uberfiihrt, das entweder die gleich N-Quelle
enthielt (1, 3) oder statt Nitrat Ammonium und umgekehrt (2, 4). Das Myzel wurde nach einer weiteren Inkuba-
tion fiir 3 h (1, 2) oder 6 h (3, 4) geerntet und zur Herstellung von Proteinextrakten verwendet. Die Extrakte
wurden einerseits in 15%igen SDS-Gelen aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt (links) und zum anderen fiir
Western-Blot-Analysen mit dem spezifischen aNrpA-Antikdrper K93 E6 eingesetzt (rechts).
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1.2.11 Bildung des NrpA-Proteins in A. fumigatus unter Stressbedingungen

Das CipC Protein aus A. nidulans wird in Anwesenheit von Concanamycin A verstarkt induziert
(Melin et al., 2002). Aufgrund dieser Beobachtung wurden zu CipC homologe Proteine in der
Literatur oftmals als stressinduzierte Proteine bezeichnet. Nachdem nun einige grundsatzliche
Fragen zur Expression des NrpA-Proteins in A. fumigatus geklart waren, sollte untersucht wer-

den, ob sich die Expression des Proteins in bestimmten Stresssituationen verdandert.

1.2.11.1 Osmotischer Stress fiihrt zu keiner veranderten Bildung von NrpA

Zunachst wurde untersucht, ob die Bildung des NrpA-Proteins durch osmotischen Stress veran-
dert wird. Je 20 ml YGf wurden mit unterschiedlichen Mengen an NaCl versetzt, so dass sich
Endkonzentrationen von 0 M, 0,25 M, 0,5 M und 0,75 M ergaben. Nach dem Animpfen mit 1x10>
Sporen/ml erfolgte eine Inkubation fiir 24 h. Die Kulturen mit 0 und 0,25 M NaCl im Medium
waren vergleichbar gut gewachsen. Enthielt das Medium dagegen 0,5 M NaCl, war das Wachs-
tum des Pilzes bereits merklich schlechter. Mit 0,75 M NaCl im Medium wuchs der Pilz nur sehr
schlecht. Die aus dem Myzel hergestellten Proteinextrakte wurden fiir Western-Blot-Analysen
mit dem spezifischen aNrpA-Antikorper K93 E6 eingesetzt. Fiir den Versuch wurde die Auf-
tragsmenge der Extrakte iiber den Proteingehalt der Proben normalisiert. Es konnte kein nen-

nenswerter Unterschied der NrpA-Expression in den verschiedenen Ansitzen festgestellt wer-

den.
— S— 2: 0,25 M NaCl
15 kDa = e .-
= = == 3:0,5 M NaCl
4: 0,75 M NacCl

Abb. 23: NrpA-Expression in Anwesenheit von osmotischem Stref3

A. fumigatus ATCC 46645 wurde mit unterschiedlichen Konzentrationen NaCl (1:0 M; 2:0,25 M; 3:0,5 M;
4:0,75 M) im Medium (YG;s) angezogen. Die aus dem Myzel hergestellten Proteinextrakte wurden sowohl in
einem 15%igen SDS-Gel aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt (links) als auch fir Western-Blot-Analysen mit
dem spezifischen aNrpA-Antikdrper K93 E6 verwendet (rechts).

1.2.11.2 NrpA-Bildung unter oxidativem Stress

Die nachste Untersuchung sollte zeigen, ob sich die Expression von NrpA in A. fumigatus durch
oxidativen Stress beeinflussen lasst. Dafiir wurden zum einen drei verschiedene H,0»-
Konzentrationen verwendet (500 mM, 125 mM und 30 mM). Zum anderen wurden drei ver-

schiedene Konzentrationen Menadion eingesetzt (40 mM, 10 mM und 2,5 mM). Menadion ist ein
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Jredox-cycling-agent” und fiihrt zur Bildung von Superoxidanionen. In jedem Fall wurden 20 ml
YG mit 3x105 Sporen/ml beimpft und fiir 20 h vorinkubiert. Anschlief3end erfolgte die Zugabe
von H20,, Menadion oder - im Falle der Kontrolle - von Wasser. Nach einer weiteren Inkubation
fir 1,5 h wurden die Kulturen geerntet und die daraus hergestellten Proteinextrakte fiir Wes-
tern-Blot-Analysen mit dem spezifischen aNrpA-Antikorper K93 E6 eingesetzt. Wahrend
Menadion dabei fiihrte dabei zu keiner Veranderung der NrpA-Expression fiihrte, bewirkte
schon die geringste Menge an H;0;, dass das NrpA-Protein einen deutlichen Molekulargewichts-
Shift nach oben machte. Enthielt die Kultur 125 mM H,0,, konnte das NrpA-Protein kaum mehr
nachgewiesen werden. Bei der hochsten verwendeten Konzentration war der Nachweis von
NrpA nicht mehr moéglich. Weiterhin konnte beobachtet werden, dass die Proteinkonzentration
der beiden Proben mit den hochsten H,02-Konzentrationen deutlich niedriger waren als die der
anderen Proben. Schon bei der Ernte war aufgefallen, dass das Myzel, dem 500 mM H;0, zuge-
setzt worden waren, im Vergleich zu den anderen Ansatzen nicht gut ausgesehen hatte. Das My-

zel schien sich teilweise zersetzt zu haben.

i

1
B E )
15 kDa ! - 8 £

1: Kontrolle 5:30 mM H,0,
2:2,5 mM Menadion 6:125 mM H,0,
3:10 mM Menadion 7:500 mM H,0,

4: 40 mM Menadion

Abb. 24: NrpA-Expression in Antwort auf oxidativen Stress in A. fumigatus

A. fumigatus wurde in YG-Medium angezogen und anschlieBend fir 1,5 h in Anwesenheit verschiedener
Menadion-Konzentrationen (2:2,5 mM; 3:10 mM; 4:40 mM) oder verschiedener H,O,-Konzentrationen (5:30
mM; 6:125 mM; 7:500 mM) inkubiert. Einer Kontrollkultur wurde nur H,O zugesetzt (1). Es sind sowohl mit
Coomassie gefarbte 15%ige SDS-Gele (links) als auch Western-Blot-Analysen (rechts) der aus dem Myzel her-
gestellten Proteinextrakte dargestellt. Fur die Western-Blot-Analysen wurde der spezifische aNrpA-Antikdrper
K93 E6 verwendet.

Die Proteinextrakte der mit H,0, behandelten Kulturen zeigten im SDS-Gel zwei Auffalligkeiten:
Zum einen der bereits erwdhnte Molekulargewichts-Shift des NrpA-Proteins, zum anderen gab
es zwei Proteine, die erst in Anwesenheit der beiden hdéheren Wasserstoffperoxid-
Konzentrationen in verstarktem Mafie gebildet wurden. Diese beiden Proteine blieben auf dem
SDS-Gel deutlich zu erkennen, obwohl die Proteinkonzentrationen der Extrakte deutlich abnah-

men und einige Proteine bereits nicht mehr zu erkennen waren. Die Proteinproben wurden
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nochmals auf einem 12%igen und einem 15%igen SDS-Gel aufgetrennt. Aus dem 15%-Gel wur-
den die beiden NrpA-Varianten und aus dem 12%-Gel die beiden anderen beschriebenen Prote-
ine ausgeschnitten und anschliefdend per MALDI-TOF analysiert. Wie erwartet und durch die
Western Blots bereits gezeigt, handelte es sich sowohl bei dem ,normal“ grofden, als auch bei
dem etwas grofieren Protein um NrpA. Bei der vergrofierten Variante konnte kein Hinweis auf
eine Modifikation, wie etwa eine Myristilierung des Proteins, festgestellt werden. Bei den beiden
anderen Proteinen handelte es sich im Falle des etwa 36 kDa grofien Protein um eine
Transaldolase und im Falle des etwa 52 kDa grofden Protein um eine Myoinositolphosphat-

Synthase.

A B 1 2 3
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Abb. 25: H,O, fuihrt zu einem Molekulargewichtsshift von NrpA und zu einer verstarkten Expression
einer Transaldolase und einer Myoinositolphosphat-Synthase

Ein mit Coomassie geférbtes 15%ige SDS-Gel (A) zeigt eine Veranderung des Proteinexpressionsprofils von
A. fumigatus in Anwesenheit von H,0, (2:30 mM) im Vergleich zu Kontrolle (1). Die mit den roten Pfeilen
markierten Proteinbanden wurden aus dem Gel geschnitten und per MALDI-TOF analysiert. Es handelt sich in
beiden Féllen um NrpA. B zeigt ein mit Coomassie gefarbtes 12%iges SDS-Gel. Auch hier ist in Anwesenheit
von H,0, (2:30 mM; 3:125 mM) eine Veranderung des Proteinexpressionsprofils von A. fumigatus im Vergleich
zur Kontrolle (1) festzustellen. Zwei Proteine wurden aus dem Gel ausgeschnitten und per MALDI-TOF analy-
siert (roter Pfeil). Bei dem ca. 36 kDa grof3en Protein handelt es sich um eine Transaldolase und bei dem ca. 52
kDa grofRen Protein um eine Myoinositolphosphat-Synthase.

1.2.11.3 NrpA-Bildung, wenn Glutamin als C- und N-Quelle dient

Im folgenden Versuch sollte getestet werden, ob sich die Expression des NrpA-Proteins aus
A. fumigatus durch metabolischen Stress veradndert. Dafiir wurde die NrpA induzierende N-
Quelle Glutamin in als C- und N-Quelle verwendet. Das verwendete AM-Medium enthielt also
keine Glukose sondern Glutamin in hohen Konzentrationen von 100 mM oder 200 mM. Als Kon-
trolle diente normales AMM mit Glukose und 20 mM Glutamin. Das Kulturvolumen betrug je
20 ml, die mit 2,4x105 Sporen/ml angeimpft und fir 26 h inkubiert wurden. Unter diesen Mini-
malbedingungen war das Wachstum des Pilzes im Vergleich zum Kontrollansatz stark beein-

trachtigt. Aus dem geernteten Myzel wurden Proteinextrakte hergestellt, die fiir Western-Blot-
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Analysen mit dem spezifischen aNrpA-Antikorper K93 E6 verwendet wurden. Die Auftragsmen-
ge der Extrakte wurde tber den Proteingehalt der Proben normalisiert. Der Antikorper detek-
tierte im Kontrollansatz wie erwartet das NrpA-Protein. Die Verwendung von Glutamin als C-
und N-Quelle, unabhingig davon, ob eine Konzentration von 100 oder 200 mM verwendet wor-

den war, fiihrte dagegen zu keiner Expression von NrpA.

1: GIn als N-Quelle
2: GIn als C- und N-Quelle (100 mM)
3: GIn als C- und N-Quelle (200 mM)

D)) «

15kDa | % o

Abb. 26: NrpA-Expression bei Verwendung von Glutamin als C- und N-Quelle

A. fumigatus wurde entweder in normalen AMM mit 20 mM Glutamin als N-Quelle angezogen (1), oder in
AMM Kultiviert, das als einzige C- und N-Quelle 100 mM (2) oder 200 mM Glutamin (3) enthielt. Dargestellt
sind hier sowohl mit Coomassie gefarbte 15%ige SDS-Gele (links), als auch Western-Blot-Analysen unter Ver-
wendung des spezifischen aNrpA-Antikdrper K93 E6, der aus dem Myzel hergestellten Proteinextrakte.

1.2.11.4 NrpA-Bildung in Antwort auf C- oder N-Mangel

In einem ndchsten Schritt wurde untersucht, ob sich die Expression des NrpA-Proteins unter
Kohlenstoff oder Stickstoffmangel verandert. Dafiir wurden 20 ml AM-Medium mit entweder 20
mM Glutamin oder mit 20 mM Ammonium mit 2,4x105 Sporen/ml beimpft und fiir 23 h
inkubiert. Die Inkubationszeit stellte dabei einen Kompromiss zwischen einer ausreichend guten
Expression des NrpA-Proteins und der noch spat exponentiellen Wachstumsphase des Pilzes
dar. Nun wurden die Kulturen gewaschen und in frisches Medium, das entweder keine C- oder
keine N-Quelle enthielt, iiberfiihrt. Die Kontrollkulturen wurden weiterhin in Medium mit der
entsprechenden C- und N-Quelle inkubiert. Die Ernte erfolgte 3 h nachdem die Kulturen unter
Mangelbedingungen gesetzt worden waren. Die Inkubationszeit des Pilzes unter Mangelbedin-
gungen konnte nicht ldnger als 3 h dauern, da Vorversuche gezeigt hatten, dass das Myzel nach
langeren Mangelphasen nicht mehr aufzuschlief3en ist. Die aus dem Myzel hergestellten Protein-
extrakte wurden fiir Western-Blot-Analysen mit dem spezifischen aNrpA Antikérper K93 E6
eingesetzt. Dabei war zwischen den Kontrollkulturen und den ausgehungerten Pilzen kein Un-
terschied festzustellen. Weder ein C- noch ein N-Mangel beeinfluf3t die Bildung des NrpA-

Proteins.
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Abb. 27: Expression von NrpA in Anwesenheit eines C- oder eines N-Mangels

A. fumigatus wurde in AMM angezogen, das entweder 20 mM Ammonium (A) oder 20 mM Glutamin als N-
Quelle enthielt. Nach einer Inkubation fur 23 h wurde das Myzel in neues Medium tberfiihrt, das entweder keine
C-Quelle (2) oder keine N-Quelle (3) enthielt. Eine Kontrollkultur (1) erhielt wieder Medium mit der gleichen C-
und N-Quelle. Die aus dem Myzel hergestellten Proteinextrakte wurden zum einen auf einem 15%igen SDS-Gel
aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt und zum anderen fir eine Western-Blot-Analyse mit dem spezifischen
aNrpA-Antikorper K93 E6 eingesetzt.

1.2.11.5 Die Inhibierung der Glutaminsynthetase durch MSX fiihrt zu einer reduzierten Ex-

pression des NrpA-Proteins

In dem filamentdsen Pilz F. fujikuroi wurde gezeigt, dass ein zu cipC homologes Gen bei
Inhibiering der Glutaminsynthetase auch in Anwesenheit einer normalerweise stimulierenden
N-Quelle nicht oder kaum exprimiert wird (Teichert et al., 2002). Nun sollte getestet werden, ob
dieser Effekt durch die Inhibierung der Glutaminsynthetase mit L-Methionin-DL-Sulphoximin
(MSX) auch in A. fumigatus beobachtet werden kann. Dafiir wurden je 20 ml AMM mit verschie-
denen N-Quellen mit 4x105 Sporen/ml beimpft und fiir 26,5 h inkubiert. Der Inhibitor der
Glutaminsynthestase (MSX) wurde in einer Endkonzentration von 4 mM sowohl zu einer Kultur,
die Glutamin enthielt, als auch zu einer Kultur, die Glutamat als N-Quelle enthielt, zugesetzt. Als
weitere Kontrollen dienten Kulturen die Glutamin (20 mM), Glutamat (20 mM), Methionin
(20 mM) und eine Kombination von Methionin (20 mM) und Glutamin (20 mM) enthielten. Diese
Kontrollen waren nétig, da MSX ein Methioninderivat ist und ein durch Methionin verursachter
Effekt auf die NrpA-Expression ausgeschlossen werden sollte. Eine Kultur, die nur den Inhibitor
und keine zusatzliche N-Quelle enthielt, war nicht fahig zu wachsen. Dies stellte sicher, dass der
Inhibitor nicht als N-Quelle genutzt werden kann. Insgesamt war das Wachstum aller Kulturen
etwa gleich gut. Jedoch gab es zwei Ausnahmen: Die Kultur, die Glutamin als N-Quelle enthielt
war etwas besser gewachsen und in Anwesenheit von Glutamin und MSX war das Wachstum des
Pilzes am starksten. Eine Western-Blot-Analyse der hergestellten Proteinextrakte mit dem spezi-
fischen aNrpA-Antikérper K93 E6 ergab folgendes Bild: Das NrpA-Protein konnte weder in An-

wesenheit von Glutamat alleine noch in Anwesenheit von Glutamat und MSX nachgewiesen wer-
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den. Wurde Glutamin als N-Quelle verwendet, wurde das NrpA-Protein in grofler Menge gebil-
det. Die Kombination von Glutamin und MSX dagegen fiihrte dazu, dass NrpA kaum mehr nach-
weisbar war, obwohl diese Kultur am besten gewachsen war. Dieser Effekt stand nicht im Zu-
sammenhang mit der Tatsache, dass MSX ein Methioninderivat ist, da sowohl Methionin alleine
als auch in Kombination mit Glutamin zu einer NrpA-Expression fiihrt. Dabei war die Expression
des Proteins in Anwesenheit von Methion allerdings deutlich schwicher als in Anwesenheit von
Glutamin oder der Kombination von Methionin und Glutamin. Die Bildung des NrpA-Proteins
wird in A. fumigatus durch MSX, einen Inhibitor der Glutaminsynthetase, fast vollstandig verhin-

dert.

1 2 3 4 5 6 12 3 4 5 6
15 kDa .““ = - rean

NrpA Wachstum
1. Glu - +
2. Glu +MSX - +
—> 3. GIn +++ ++
4. Met + +
— 5. GIn+ MSX + +++
6. GIn+ Met +++ +
7. MSX n.d. -

Abb. 28: NrpA-Expression bei Inhibierung der Glutaminssynthetase durch MSX

A. fumigatus wurde in AMM angezogen, das entweder Glutamat (1), Glutamin (3) oder Methionin (4) als N-
Quelle enthielt. Zudem wurden Kulturen angezogen, die entweder Glutamat (2) oder Glutamin (5) als N-Quelle
enthielten und zusétzlich den Inhibitor der Glutaminsynthetase MSX in einer Endkonzentration von 4 mM.
Kontrollkulturen enthielten entweder Glutamin in Kombination mit Methionin (6) oder nur den Inhibitor
MSX (7). Alle N-Quellen wurden in einer Konzentration von 20 mM eingesetzt. Aus dem entstandenen Myzel
wurden Proteinextrakte hergestellt. Diese wurden zum einen in einem 15%igen SDS-Gel aufgetrennt und mit
Coomassie geféarbt (links) oder einer Western-Blot-Analyse mit dem spezifischen aNrpA-Antikorper K93 E6
unterzogen (rechts). Der untere Teil der Abbildung zeigt schematisch die Bildung des NrpA-Proteins, sowie das
Wachstum der Kulturen unter den gewdhlten Bedingungen.

1.2.11.6  Rapamycin hat keinen Einfluss auf die gebildete NrpA-Menge

Da in dem filamentdsen Pilz F. fujikuroi gezeigt worden war, dass die Inhibierung der TOR-
Kinase durch Rapamycin zu einer verstarkten Expression des cipC-homologen Gens fiihrt (Tei-
chert et al,, 2004), sollte dies auch in A. fumigatus untersucht werden. Zunachst wurde getestet,

ob Rapamycin, der spezifische Inhibitor des TOR-Proteins in A. fumigatus, einen biologischen
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Effekt verursacht. Dafiir wurden AMM-Platten hergestellt, die den Inhibitor in einer Konzentra-
tion von entweder 100 oder 200 ng/ml enthielten. Als N-Quelle dienten dabei 20 mM Ammo-
nium. Kontrollplatten enthielten statt des Inhibitors vergleichbare Mengen des Losungsmittels
MeOH. In die Mitte jeder Platte wurde 1 pl einer Sporenstammsuspension aufgebracht. Nach
einer Inkubationszeit von 40 h war deutlich zu erkennen, dass die Pilze auf den Platten mit dem
Inhibitor ein stark verringertes Wachstum im Vergleich zu den Kontrollplatten zeigten. Das My-
zel wies dabei einen Wachstumsphénotyp auf, wie bei einem Wachstum unter Mangelbedingun-
gen. Wahrend der Pilz in der Mitte einen kleinen Myzelbereich ohne Sporen bildete, waren nach

aufien hin sehr zarte, fast durchsichtige ,Suchhyphen” zu sehen.

Nach diesem Funktionstest wurde folgender Versuch in fliissigem Medium angesetzt: Je 20 ml
AMM mit 20 mM Ammonium als N-Quelle wurden mit 3x105 Sporen/ml beimpft. Nach einer
Inkubation von 21 h wurden einem Kolben 4 ul Rapamycin-Losung zugesetzt. Dies resultierte in
einer Endkonzentration von 200 ng/ml. Der zweite Kolben erhielt 4 pl MeOH. Die Ernte der Kul-
turen erfolgte nach einer weiteren Inkubation von 5 h. Mit den hergestellten Proteinextrakten
wurden Western-Blot-Analysen mit dem spezifischen aNrpA-Antikérper K93 E6 durchgefiihrt.
Das NrpA-Protein konnte in beiden Ansitzen in etwa gleichen Mengen nachgewiesen werden.
Der Inhibitor der TOR-Kinase verursacht in A. fumigatus also keinen nachweisbaren Effekt auf

die NrpA-Expression.

A
MeOH 100 ng/ml Rapamycin 200 ng/ml Rapamycin
B 1 2
15 kDa 1: Kontrolle MeOH
2: Rapamycin 200 ng/ml

Abb. 29: Expression von NrpA in Anwesenheit von Rapamycin

Rapamycin zeigt sowohl in einer Konzentration von 100 als auch von 200 ng/ml eine Wirkung auf das Wachs-
tum von A. fumigatus im Vergleich zur Kontrolle (Methanol), wie in Wachstumstests auf AMM-Platten gezeigt
wurde (A). A. fumigatus-Myzel wurde mit 200 ng/ml Rapamycin oder gleichen Mengen Ldsungsmittel (Metha-
nol) fur 5 h versetzt (B). Die daraus hergestellten Proteinextrakte wurden sowohl in einem 15%igen SDS-Gel
aufgetrennt (links), als auch einer Wester-Blot-Analyse unter Verwendung des spezifischen aNrpA-Antikorpers
K93 E6 unterzogen (rechts).
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1.3  Untersuchungen zur Bildung und Lokalisation von NrpA in A. fumigatus mit

Reporterstaimmen

1.3.1  Herstellung verschiedener A. fumigatus-Stamme, die NrpA-Reportergen-

konstrukte exprimieren

1.3.1.1 Herstellung von A. fumigatus-Stimmen, die ein griin fluoreszierendes Protein (GFP)

bilden

1.3.1.1.1  Herstellung von A. fumigatus-Stammen, die ein NrpA-GFP-Fusionsprotein unter ei-

ner 1013 Bp grofden nrpA-Promotorregion exprimieren (Pronrpa-NrpA-GFP)

Die Expression eines NrpA-GFP-Fusionsproteins sollte helfen, die Lokalisation und die Bildung
des Proteins unter verschiedenen Bedingungen in vivo genauer zu untersuchen. Da das Fusions-
protein unter dem nrpA-Promotor exprimiert werden sollte, wurde eine 1013 Bp grofse Promo-
torregion gemeinsam mit dem nrpA-Gen ohne Stopkodon unter Verwendung der Primer 276
(57) und 277 (3") mit einer Pfu-Polymerase aus chromosomaler DNS von A. fumigatus ATCC
46645 amplifiziert. Die Sequenz des 5'Primers wurde dabei so gewahlt, dass bei der
Amplifizierung eine Pstl-Schnittstelle in die generierte DNA eingefiigt wurde. Durch einen Rest-
riktionsverdau mit Pstl konnten also DNS-Fragmente erzeugt werden, die am einen Ende Pstl
geschnitten waren und am anderen Ende wegen Verwendung der Pfu-Polymerase ein stumpfes
DNS-Ende aufwiesen. Aus dem Zielvektor pSK379GFP wurde mit den beiden Restriktionsenzy-
men Mssil und Pstl der vor dem gfp-Gen lokalisierte gpdA-Promotor ausgeschnitten. Die ver-
wendeten Schnittstellen erzeugten zugleich passende Enden, damit nach der Reinigung des Vek-
tors das zuvor amplifizierte und geschnittene DNS-Stiick gerichtet in den Vektor ligiert werden
konnte. Das neu generierte Plasmid wurde in E. coli DH5a transformiert und aus zwei der ent-
standenen positiven Klone (Nr.1; Nr.9) wurde Plasmid-DNS isoliert und fiir die Protoplasten-
Transformation von A. fumigatus AakuA eingesetzt. Dieser Aspergillus-Stamm tragt eine Deletion
im Ku70-Protein und ist deswegen nicht in der Lage, fremde DNS iiber nicht homologe Integrati-
on in sein Genom aufzunehmen. Das bedeutet, dass die Integration fremder DNS in diesem
Stamm nur gerichtet iiber homologe Rekombination erfolgen kann (Krappmann et al, 2006). Die
Integration von Teilen des Vektors in das A. fumigatus-Genom soll aufgrund von homologen
DNS-Bereichen im Vektor am Histon-2a-Gen erfolgen. Um auf positive Klone selektieren zu kon-
nen, enthalt die durch homologe Rekombination integrierte Kassette auch ein Gen aus E. coli,
welches fiir eine Pyrithiamine-Deaminase kodiert und dem Pilz somit Resistenz gegeniiber
Pyrithiamine vermittelt. Die Transformation lieferte vier Klone, die beide vom Plasmid 9 ab-
stammten. Unter Anregung von Licht mit einer Wellenldnge von 488 nm leuchteten zwei dieser

Klone (Klon 1 und 3) griin, was auf eine Expression von GFP hindeutete. Die Klone wurden
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nochmals vereinzelt. Subklone wurden zusatzlich mit Buchstaben bezeichnet. Die Expression
des NrpA-GFP-Fusionsproteins wurde einerseits mikroskopisch durch den Nachweis eines griin
fluoreszierenden Proteins gefiihrt sowie andererseits mittels Western-Blot-Analysen mit Hilfe
des spezifischen aNrpA-Antikorper K93 E6. Der Antikorper erkannte in den Proteinextrakten
der getesteten NrpA-GFP-Expressionsstimme neben dem nativen NrpA-Protein noch ein weite-
res Protein, das mit einer Gréf3e von 41,7 kDa dem errechneten Molekulargewicht von NrpA-GFP
entspricht. Dabei stammen 14,8 kDa von NrpA und 26,9 kDa von GFP. Die Expression von NrpA-

GFP scheint deutlich starker als die des nativen Proteins.

A
nrpA Promotor | nrpA afp
I | —
B c
1 2 3 4 56
1: Afs 35 Prop,,-NrpA-GFP K 1C
i i i 2: Afs 35 Pro,,,,-NrpA-GFP K 3A
37 kDa
3: Afs 35 Pro,,,-NrpA-GFP K 3C
4: CEA 17
15 kDa | 5:Afs35
6: ATCC 46645

Abb. 30: Herstellung eines A. fumigatus-Stammes, der Prop,a-NrpA-GFP bildet

Die nach der Transformation erhaltenen Stdamme sollen ein NrpA-GFP-Fusionsprotein unter einer 1013 Bp gro-
Ren fiktiven nrpA-Promotor-Region bilden. Der Aufbau des Konstrukts ist schematisch in (A) dargestellt (A).
Die Funktionalitdt des GFP konnte durch Anregung mit einem Argon-Laser in vivo nachgewisen werden (B).
Dargestellt ist hier eine Projektion verschiedener, im konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop aufgenommenen Z-
Ebenen. Der weifle Balken repréasentiert 10 um. Die tatséchliche Expression des Fusionsproteins wurde durch
Western-Blot-Analysen mit dem spezifischen aNrpA-Antikdrper K93 E6 nachgewiesen. Dabei wurden sowohl
Expressionstimme (C 1, 2, 3) als auch Wildtypstamme (C 4, 5, 6) auf das Vorhandensein des 41,7 kDa groRen
Fusionsproteins (rote Pfeile) untersucht.

1.3.1.1.2  Herstellung eines A. fumigatus-Stammes, der das GFP unter einer 1013 Bp grofden
nrpA-Promotorregion bildet (Pro,rps-GFP)

Ein Kontrollstamm, der nur GFP unter der 1013 bp grofden nrpA-Promotorregion bildet, sollte
helfen zu unterscheiden, ob eine beobachtete Lokalisation des CipC-GFP-Proteins wirklich auf
die Lokalisation von NrpA zurtickzufiihren ist oder durch GFP bedingt ist. Dafiir wurde eine fik-
tive 1013 Bp grofle nrpA-Promotorregion mit den beiden Primern 276 und 287 aus
chromosomaler DNS von A. fumigatus ATCC 46645 amplifiziert. Die Herstellung des Stammes
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erfolgte ansonsten wie unter Ziffer 3.1.1.1 beschrieben. Die Transformaton des Vektors in
A. fumigatus lieferte vier Klone, von diesen leuchteten unter Anregung mit Licht einer Wellen-

lange von 488 nm drei griin.

1.3.1.2 Herstellung eines A. fumigatus-Stammes, der die f3-Galaktosidase aus 4 unter einer

1016 Bp grofien nrpA-Promotorregion bildet (Pronmpa-LacZ)

Durch die Verwendung eines weiteren Reportergens, ndmlich lacZ, sollten zum einen die mit den
GFP-Reporterstimmen erhobenen Daten unabhangig bestaitigt werden. Zum anderen sollte die
Promotoraktivitit gemessen werden. Diese Messungen sind mit dem Reportergen lacZ einfacher
durchzufiihren als mit gfp (Brakhage und Langfelder, 2002). Zunachst wurde eine 1016 Bp gro-
f3e fiktive Promotorregion inklusive des Startkodons von nrpA mit den beiden Primern 177 und
178 aus chromosomaler DNS von A. fumigatus ATCC 46645 amplifiziert. Durch die verwendeten
Primer wurden die beiden Schnittstellen BamHI und BgllI eingefiihrt, mit deren Hilfe der Promo-
tor im Vektor pAN argB 1 (van Gorcom et al, 1985; van Gorcom et al,, 1986) im richtigen Leser-
ahmen vor das 3-Galaktosidase-Gen aus E. coli gesetzt werden konnte. Dies wurde durch PCRs
bestatigt. Da fiir die Transformation in A. fumigatus ein pyrG-Stamm verwendet werden sollte,
musste die Resistenzkassette des Vektors mithilfe von Xbal ausgeschnitten und durch eine pyrG-
Kassette mit flankierenden Xbal-Schnittstellen ersetzt werden. Der fertige Vektor wurde durch
Elektroporation in angeschwollene Sporen des A. fumigatus-Stammes CEA 17 (d’Enfert, 1996)
eingebracht. Zur sofortigen Selektion auf 3-Galaktosidase exprimierende Klone wurde der
Transformationsansatz auf AMM-Platten ausplattiert. Diese enthielten Ammonium als N-Quelle
und waren zuvor mit einer X-Gal-Losung benetzt worden. Blaue Klone wurden nochmals verein-

zelt bevor aus ihnen Sporenstammsuspensionen hergestellt wurden.

1.3.2  Expression der Reporterkonstrukte in Anwesenheit unterschiedlicher N-

Quellen

Aus Western-Blot-Versuchen war bereits bekannt, dass das NrpA-Protein in Abhdngigkeit der N-
Quelle gebildet wird. Dabei sind Glutamin und Ammonium Stickstoffquellen, die die Bildung des
Proteins induzieren. In Anwesenheit von Glutamat und Nitrat wird das Protein nicht gebildet.
Nun sollte iiberpriift werden, ob mit den hergestellten Reporterstimmen diese differentielle

Expression des NrpA-Proteins dargestellt werden kann.
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1.3.2.1 Bildung der GFP-Konstrukte (Pronpa-NrpA-GFP und Pronma-GFP) in Anwesenheit un-

terschiedlicher N-Quellen

Um die differentielle Bildung des NrpA-Proteins mit den Pron,a-NrpA-GFP und den Prospa-GFP
exprimierenden Pilzstimmen zu zeigen wurden verschiedene Klone in AM-Medium fiir die Leb-
endmikroskopie angezogen. Das AM-Medium enthielt als N-Quelle entweder Glutamat, Glutamin,
Nitrat oder Ammonium in einer Konzentration von 20 mM. AnschliefRend wurde mit Hilfe eines
Mikroskops untersucht, ob das GFP-Fusionsprotein gebildet wird. Sowohl das Fusionsprotein als
auch das GFP alleine wurden unter jeder getesteten Bedingung gebildet. Die negative Regulation
des Proteins war auch in mehreren verschiedenen Klonen nicht festzustellen. Um auszuschlie-
3en, dass die Deregulation des NrpA-GFP-Fusionsproteins mit dem verwendeten Ausgangstamm
AakuA beziehungsweise mit der gerichteten Integration des Konstrukts am Histon-2A-Gen zu
tun hat, wurde das Expressionskonstrukt auch in den A. fumigatus-Stamm ATCC 46645 einge-
bracht. Die dabei entstandenen Klone sollten das Konstrukt aufgrund der Fahigkeit des Stammes
zur nicht-homologen Integration von DNS an verschiedenen zufilligen Stellen im Genom inte-
griert haben. Auch eine Doppelintegration ist in diesem Stamm nicht ausgeschlossen. Mikrosko-
pische Untersuchungen von vier dieser Klone ergaben wiederum keinen Hinweis auf eine Regu-
lation der Expression durch die N-Quelle. Abb. 31 zeigt beispielhaft einen Versuch, in dem Am-

monium und Nitrat als N-Quellen verwendet worden waren.

Eine weitere Erklarung fiir die nicht vorhandene negative Regulation des Fusionsproteins kénn-
te auch eine zu kurze Promotorregion sein. So wurde etwa in A. nidulans wurde gezeigt, dass die
Transkription des Isopenicillin-N-Synthase-Gens durch eine 2005 Bp grofie Promotorregion
gesteuert wird (Perez-Esteban et al, 1993). Deswegen wurde ein neues Expressionskonstrukt

mit langerer Promotorregion hergestellt.
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ATCC 46645: Pro,,,,-NrpA-GFP

Abb. 31: Untersuchung des NrpA-GFP-Fusionskonstrukts auf eine N-abhangige Regulation

Das Expressionskonstrukt Prog,a-NrpA-GFP wurde in zwei verschiedene A. fumigatus-Stdmme (Afs 35; ATCC
46645) eingebracht. Jeweils drei Klone wurden durch Anregung mit einem Argon-Laser auf die Bildung des
Fusionsproteins in Anwesenheit einer induzierender (Ammonium) und einer nicht induzierenden (Nitrat) N-
Quelle getestet. Auch der Kontrollstamm, der das Propa-GFP-Konstrukt enthélt, wurde in gleicher Weise unter-
sucht. Der GréRenbalken entspricht 50 pum.
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1.3.2.1.1  Herstellung eines Stammes, der das NrpA-GFP-Fusionsprotein unter einer 1576 Bp

grofden nrpA-Promotorregion exprimiert (Pronmpaiszs-NrpA-GFP)

Zur Herstellung des Stammes wurde eine 1576 Bp lange nrpA-Promotorregion gemeinsam mit
nrpA ohne Stopcodon unter Verwendung der Primer 286 und 277 aus chromosomaler DNS von
A. fumigatus ATCC 46645 amplifiziert. Ansonsten erfolgte die Herstellung des Stammes wie un-
ter Punkt 3.1.1.2 angegeben. Die Transformation in A. fumigatus Afs 35 lieferte 13 positive Klo-

ne.

1.3.2.1.2  Bildung des GFP-Konstrukts Pro,mpais7s-NrpA-GFP in Anwesenheit unterschiedlicher
N-Quellen

Um die differentielle Bildung des NrpA-Proteins mit dem Pronmpa1s76-NrpA-GFP exprimierenden
Pilzstamm zu testen wurden verschiedene Klone in AMM-Medium, das entweder Nitrat oder
Ammonium in einer Konzentration von 20 mM enthielt, fiir die Lebendmikroskopie angezogen.
Das Myzel in den Mikroskopierschilchen konnten dann mit einem konfokalen Life-Cell-
Mikroskop unter Anregung mit einem Argon-Laser auf Expression des GFP-Fusionsproteins un-
tersucht werden. Beide getesteten Klone exprimierten bei jeder der getesteten Bedingungen ein
NrpA-GFP-Fusionsprotein. Wie in Abb. 32 zu sehen ist, scheint die Expression des GFP-
Fusionsproteins in Anwesenheit der eigentlich nicht induzierenden N-Quelle Nitrat etwas
schwicher zu sein. Auch unter Verwendung einer ldngeren Promotorregion konnte somit die

erwartete differentielle Regulation von NrpA nicht dargestellt werden.

PrompA1576-NrpA-GFP Klon 1

Abb. 32: Untersuchung des Pronmaisze- NrpA-GFP-Fusionskonstrukts auf eine N-abhéngige Regulation

Das Expressionskonstrukt Pronmais7e-NrpA-GFP wurde in den A. fumigatus-Stamm Afs 35 eingebracht und zwei
Klone wurden durch Anregung mit einem Argon-Laser auf Expression des Fusionskonstrukts in Anwesenheit
einer induzierenden (Ammonium) und einer nicht-induzierenden N-Quelle getestet.
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1.3.2.2 Expression des Pronmps-LacZ-Konstrukts in Anwesenheit unterschiedlicher N-Quellen

Um die differentielle Expression des Proama-LacZ-Konstrukts zu untersuchen, wurden Sporen
von zwei verschiedenen Klonen, die das Konstrukt exprimierten, auf AMM-Agarplatten aufge-
bracht. Dabei enthielten die Platten als N-Quelle entweder 20 mM Ammonium-Tartrat oder
20 mM Glutamat. Zudem waren die Platten vor Gebrauch mit einer X-Gal-Losung beschichtet
worden, um den Nachweis der 3-Galaktosidase durch eine Blaufiarbung der Pilze zu ermogli-
chen. Nach einer Inkubation von zwei Tagen bei 37° C und nochmals zwei Tagen bei 4° C zeigten
alle getesteten Klone sowohl in Anwesenheit der induzierenden N-Quelle (Ammonium) als auch
der nicht induzierenden N-Quelle (Glutamat) eine deutliche Blaufarbung. Klon A wurde als Kon-
trolle auch auf einer AMM-Platte (20 mM Glutamat) ohne X-Gal-Lésung ausgestrichen. Die ent-
standene Kolonie blieb weifdlich-beige und zeigte keine Blaufarbung. Die erwartete differentielle

Regulation des NrpA-Proteins war auch mit diesem Konstrukt nicht nachweisbar.

Glu (20 mM) NH,* (20 mM) Kontrolle

Abb. 33: Untersuchung des Pro,,a-LacZ-Konstrukts auf eine N-abhéngige Regulation

Zwei Klone (A, B) von A. fumigatus Propma-LacZ wurden auf AMM-Platten, die entweder 20 mM Glutamat
(nicht induzierend) oder 20 mM Ammonium (induzierend) als N-Quelle enthielten, ausgestrichen. Da die Platten
vor Gebrauch mit einer X-Gal-Ldsung beschichtet worden waren, konnte die Expression von Pro,m,a-LacZ durch
eine Blaufarbung der Kolonien nachgewiesen werden. Die Kontrolle zeigt eine Pilzkolonie auf dem gleichen
Né&hrmedium ohne X-Gal-Ldsung.

1.3.3  Bildung von Pronmpa-NrpA-GFP in Anwesenheit von Concanamycin A

In einem vorherigen Western-Blot-Versuch war gezeigt worden, dass das zu CipC homologe Pro-
tein aus A. fumigatus in Anwesenheit des Antibiotikums Concanamycin A nicht stirker
exprimiert wird. Dieses Ergebniss stand im Wiederspruch zu Daten, die fiir A. nidulans erhoben
worden waren (Melin et al.,, 2002). Nun sollte mithilfe des Pronpa- NrpA-GFP exprimierenden
Pilzstammes untersucht werden, ob sich in Antwort auf Concanamycin A eine veranderte Lokali-
sation oder Expression des Fusionproteins ergibt. Dazu wurde der Klon 3A in einer Konzentrati-
on von 4x104 Sporen/ml in Mikroskopierschilchen in YNB Medium fiir 16 h inkubiert. Nach der
Zugabe von Concanamycin A (20 pg/ml oder 30 pg/ml) oder des Losungsmittels Methanol er-
folgte eine nochmalige Inkubation fiir weitere 10 h. Anschlieféend wurde die griine Fluoreszenz

der Prdparate untersucht und dokumentiert. Dabei konnte zundchst schon in der
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Durchlichtmikroskopie beobachtet werden, dass Concanamycin A in A. fumigatus die beschrie-
bene Wirkung zeigt. Tatsdchlich waren die Hyphen in den Ansidtzen mit Concanamycin A ver-
kiirzt und stark verzweigt gewachsen. Bei Anregung der Praparte mit einem Argon-Laser zeigte
sich sowohl in An- als auch in Abwesenheit von Concanamycin A eine flichige Expression von

NrpA innerhalb der Hyphen (siehe Abb. 34).

In einem weiteren mikroskopischen Versuch sollte die Bildungund Verteilung des NrpA-GFP-
Fusionsproteins und die Entwicklung der Hyphen in Anwesenheit von Concanamycin A als Zeit-
rafferfilm dargestellt werden. Dafiir wurde YNB Medium mit 4x104 Sporen/ml versetzt und in
Mikroskopierschalchen fiir 9,5 h vorinkubiert. Nach Zugabe von (1.) Concanamycin A (20 oder
30 pg/ml) oder (2.) Methanol oder (3.) ohne Zugabe wurde das konfokale Life-Cell-Mikroskop so
eingestellt, dass ausgewahlte Bereiche der Praparate alle 20 min photographiert wurden. In dem
entstandenen Film erkennt man wieder die kurzen verzweigten, durch Concanamycin A verur-
sachten Hyphenformen. Weiterhin entstand in diesen Aufnahmen der optische Eindruck, dass
das NrpA-GFP-Protein in Anwesenheit von Concanamycin A etwas starker gebildet wird als es
dies in der Kontrolle getan hat. Um dies genauer zu untersuchen wurden Western-Blot-Analysen
mit dem spezifischen aNrpA-Antikdrper K93 E6 durchgefiihrt. Dazu wurden 2x105 Sporen/ml in
8 ml YNB-Medium fiir 15 h inkubiert und anschliefdend wurde fiir weitere 24 h Concanamycin A
(20pg/ml) oder Methanol zugesetzt. Aus dem entstandenen Myzel wurden anschliefdend Prote-
inextrakte hergestellt. Die Western-Blot-Analyse zeigte, dass das native NrpA-Protein - wie er-
wartet — in Anwesenheit von Concanamycin A in gleichen Mengen gebildetwurde wie in Abwe-
senheit des Antibiotikums. Auch das NrpA-GFP-Fusionsprotein zeigte in Anwesenheit von
Concanamycin A keine deutlich stirkere Expression. Wiederum ist die etwas stiarkere Bildung

von NrpA-GFP im Vergleich zum nativen NrpA zu erkennen.
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1 3 1 3
37 kDa " - " — == | NrpA-GFP
1: 20 pg/ml Concanamycin A -
2: 30 pug/ml Concanamycin A
3: Kontrolle (MeOH) 15 kDa e == | NIpA

Abb. 34: Bildung des NrpA-Proteins in Anwesenheit von Concanamycin A

Mikroskopische Untersuchungen des A. fumigatus Stammes Pro,,a-NrpA-GFP zeigen die Expression von
NrpA-GFP sowohl in Anwesnheit von Concanmycin A. (Al: 20 pg/ml, A2: 30 pg/ml) als auch in Anwesenheit
des Ldsungsmittels Methanol (A3). Der durch Concanamycin A verursachte Wachstumsphénotyp, namlich die
kurzen stark verzweigten Hyphen, konnte beobachtet werden (A, B). In Abb. A steht der GroRenbalken fiir eine
Distanz von 60 pm, wahrend er in B 20 um lang ist. Proteinextrakte von A. fumigatus-Pronma-NrpA-GFP Hy-
phen, die entweder in Anwesenheit von 20 pug Concanamycin A (1) oder Methanol (3) gewachsen waren, wur-
den sowohl in einem 15%igen SDS-Gel aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt als auch fir Western-Blot-
Analysen mit dem spezifischen aNrpA-Antikérper K93 E6 eingesetzt (C).

1.3.4  Untersuchung der Lokalisation von NrpA mithilfe der GFP-Reporter-Konstrukte

1.3.4.1 Das NrpA-GFP-Fusionsprotein ist auch in den Sporen nachweisbar

Schon in einer ersten Durchmusterung der Klone im Mikroskop unter Anregung bei 488 nm fiel
auf, dass in den NrpA-GFP exprimierenden A. fumigatus-Stimmen auch die Sporen griin leuch-
ten. Da es sich bei NrpA um ein eigentlich hyphenspezifisches Protein handelt, sollte geklart
werden, ob die griine Farbung der Sporen tatsachlich durch das NrpA-GFP-Fusionsprotein ver-
ursacht wird. Es wurden Sporenproteinextrakte von zwei verschiedenen Klonen hergestellt und
im Western Blot analysiert. Tatsdchlich erkannte der spezifische aNrpA-Antikorper K93 E6 im
Sporenproteinextrakt dieser Klone ein Protein, das der Gréfie des NrpA-GFP-Fusionsproteins
entsprach. Das native Protein wurde weder in Sporen von einem der NrpA-GFP-Klone noch in

den Wildtypstammen nachgewiesen. Aufgrund dieses Befunds stellte sich nun die Frage, ob das
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NrpA-GFP-Protein in die Spore eingelagert wird oder auf der Sporenoberflidche lokalisiert ist.
Zur Klarung dieser Frage wurden FACS-Analysen mit fixierten Sporen durchgefiihrt. Dabei zeigte
sich, dass zwei unterschiedliche spezifische aNrpA-Antikérper (K93 E6 und K 237) auf der Ober-
flache der Sporen kein Protein erkannten, obwohl beide Antikdrper durchaus in der Lage waren,
fixiertes, an Beads gekoppeltes NrpA-Protein zu erkennen (Daten nicht gezeigt). Auch die Ober-
flache der Sporen hatte durch die Fixierung keinen Schaden genommen, da ein Kaninchenserum,
das Antikoérper gegen Proteine der Sporenmembran enthalt, in diesem Versuch positiv auf die
Sporen reagierte. Das NrpA-GFP-Fusionsprotein ist anders als das NrpA-Protein auch in den
Sporen nachweisbar. Da es nicht auf der Oberfliche der Konidien lokalisiert ist, scheint es im

Inneren der Sporen vorzuliegen.

B
1 2 3
37 kDa T T '
' 1: Afs 35 Pro,,,-NrpA-GFP K 1C
15 kDa 2: Afs 35 Pro,,-NrpA-GFP K 3A
3: Afs 35
C
Afs 35 Pro,,,-NrpA-GFP K 3A
10
g g A: nur sek. AK aKaninchen
x B: nur sek. AK aMaus
s s C: AK K237
2 . D: AK K93 E6
%E 5 E: positive Kontrolle
0 A B C D E

Abb. 35: Untersuchung der Sporen der NrpA-GFP exprimierenden A. fumigatus-Stamme auf Anwesen-
heit des NrpA-GFP-Fusionsproteins

Mikroskopische Untersuchungen der Pron,a-NrpA-GFP-Stdmme mit einem Argonlaser zeigen, dass auch die
Sporen eine griine Fluoreszenz aufweisen (A). Der GroéRenbalken steht hier fir 10 um. Proteinextrakte der Spo-
ren von zwei Expressionstammen (B1, B2) und des Wildtypstammes (B3) wurden einer Western-Blot-Analyse
unter Verwendung der spezifischen aNrpA-Antikorper K93 E6 und K237 unterzogen. Das NrpA-GFP-
Fusionsprotein ist mit roten Pfeilen markiert. Abb. C zeigt eine durchflusscytometrische Untersuchung der Spo-
renoberflache des A. fumigatus-Stammes Afs 35 Pro,,,a-NrpA-GFP Klon 3A unter Verwendung der beiden spe-
zifischen oNrpA-Antikérper K237 (C) und K93 E6 (D). Eine positive Kontrolle ist unter E dargestellt. Beide
verwendeten sekunddren Antikdrper wurden auch alleine verwendet (A, B). In oben gezeigtem Sdulendiagramm
ist die relative mittlere Fluoreszenz-Intensitat (MFI) als X-Faches der Fluoreszenzintensitat der Kontrollansatze
(A, B) dargestellt.
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1.3.4.2 Das NrpA-GFP-Fusionsprotein wird in den Hyphen in grof3en Mengen gebildet

Im A. fumigatus-Stamm Pro,pa-NrpA-GFP zeigt das Fusionsprotein eine gleichméafiige Verteilung
innerhalb der Hyphen. Dabei ergibt sich durch die Verwendung verschiedener Medien kein Lo-
kalisationsunterschied. Entgegen den Erwartungen wird das Fusionsprotein auch in den Sporen
exprimiert. In vielen Hyphen war deutlich zu sehen, dass das Fusionsprotein innerhalb bestimm-
ter Zellorganellen fehlt, diese also nicht griin fluoreszieren. Dabei handelt es sich wahrscheinlich

der - Grofde und Form nach zu urteilen - um die Vakuolen.

Nur sehr selten fanden sich innerhalb eines Prdparates Stellen, an denen sich das Protein zu
punktformigen Strukturen formierte. Dieses Verteilungsmuster zeigte sich in den Hyphen, die an
der Luft gewachsen waren, deutlich haufiger, als in Myzel, das in flifdigem Medium kultiviert
wurde. Die gleichmafiige Verteilung von NrpA im Zytoplasma konnte auch in der Immunfluores-
zenz unter Verwendung des spezifischen aNrpA-Antikorper K93 gemacht werden. Die Farbung
der Hyphen war dabei nicht auf eine unspezifische Bindung des sekundiren Antikorpers zu-

riickzufiihren, wie durch eine Kontrolle gezeigt werden konnte.

Abb. 36: Lokalisation von Pro,pa-NrpA-GFP

Im A. fumigatus-Stamm Afs 35 Pro,,,a-NrpA-GFP wird das Fusionsprotein sowohl in den Sporen (A) als auch in
den Hyphen (B) gebildet, wie die CLS-Mikroskopie unter Anregung bei 488 nm zeigt. In den Hyphen ist das
Protein normalerweise gleichmaRig verteilt (B1). Oftmals kann man deutlich erkennen, dass sich das Protein
wohl im Cytoplasma, nicht aber innerhalb der Vakuolen befindet (B2), wie hier in einer Z-Ebene eines Bildsta-
pels zu sehen ist. Selten findet man das Protein in punktférmigen Strukturen (B3). Die gleichmaRige Verteilung
von NrpA innerhalb der Hyphen konnte auch in der Immunfluoreszenz unter Verwendung des spezifischen
aNrpA-Antikorper 93 gezeigt werden (C1). Der sekundéare Antikdrper alleine lieferte keine rote Fluoreszenz der
Hyphen (C2). Die dargestellten GréRenbalken entsprechen bei A 5 um und bei B 20 um. VergréRerte Ausschnit-
te sind mit roter Umrandung dargestellt.
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1.3.4.3 H,0; fiihrt zu einer punktférmigen Lokalisation des NrpA-GFP-Fusiomsproteins

In Western-Blot-Analysen war aufgefallen, dass das NrpA-Protein in Anwesenheit von etwa
30 mM H:0; als Doppelbande vorliegt, die sowohl aus dem ,normalen“ NrpA sowie aus einer
leicht vergrofierten Variante mit etwas hoherem apparenten Molekulargewicht besteht. Nun
sollte unter Zuhilfenahme des A. fumigatus-Stammes Pron,a-NrpA-GFP untersucht werden, ob
sich durch H,0; auch eine verdnderte Lokalisation des Proteins ergibt. Fiir einen ersten Vorver-
such wurden mikroskopische Lebendpraparate hergestellt. Fiir den Versuch wurden H;O»-
Endkonzentrationen von 0, 0,3 mM, 3 mM und 6 mM H;0; eingesetzt. Am konfokalen Life-Cell-
Mikroskop wurden von bestimmten ausgewahlten Bereichen der Pradparate in regelmafdigen
Abstinden Bilder gemacht, die zu einem Zeitraffer-Film zusammengesetzt werden konnten. Die-
se Bildsequenzen starteten etwa 15 min nach der Zugabe von H;0; und endeten nach 1 h 30 min.
Dabei zeigte sich deutlich, dass das NrpA-GFP in Anwesenheit von 3 und 6 mM H,0; seine Loka-
lisation schon nach kurzer Zeit verdnderte. War es zundchst noch gleichmafig in den Hyphen
verteilt, begann es sich in punktférmige Strukturen zu formieren. Die beiden Praparate, die kein
oder sehr wenig H20; enthielten, zeigten keine auffillige Veranderung. Durch weitere Versuche
wurde festgestellt, dass der Effekt auch bei einer H202-Konzentration von 30 mM zu beobachten
war. Allerdings war der Effekt dann meist schwacher. Noch hohere Konzentrationen von H,0>
fihrten dazu, dass die Fluoreszenz des GFP sehr schnell verblasste. Um sicherzustellen, dass der
beobachtete Effekt durch NrpA und nicht durch GFP bedingt ist, wurde auch der A. fumigatus-
Stamm Pro,ma-GFP als Kontrolle verwendet. Die Vitalitdt der Hyphen unter den angegebenen
Versuchsbedingungen wurde durch eine Propidiumjodidfirbung nachgewiesen. Durch eine
Kolokalisationsstudie mit DAPI konnte gezeigt werden, dass die punktférmigen Strukturen nicht

in den Zellkernen lokalisiert sind.
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0 min 30 min 60 min 90 min

Abb. 37: H,O, fuihrt zu einer punktférmigen Lokalisation von NrpA-GFP

Myzel des A. fumigatus-Stammes Proppa-NrpA-GFP (1) wurde einmal nach Zugabe von 3 mM H,0, im CLS-
Mikroskop unter Anregung mit einem Argon-Laser alle 30 min photographiert. Die dargestellten Bilder zeigen
eine Uberlagerung mehrerer Z-Ebenen. Die GréRenbalken entsprechen 30 um. Als Kontrolle wurde zum einen
der gleiche Stamm unbehandelt photographiert (2), zum anderen wurde ein Pro,,s-GFP- Stamm nach der glei-

chen Inkubationszeit mit der gleichen H,O,-Menge photographiert (3). VergroRerte Bereiche sind rot umrandet
dargestellt.

Abb. 38: Die punktférmigen Strukturen von NrpA-GFP sind nicht im Zellkern lokalisiert

Myzel des A. fumigatus-Stammes Pronma-NrpA-GFP wurde mit DAPI gefarbt und einmal ohne (1) und einmal
mit Zugabe von 3 mM H,0, unter dem Mikroskop photographiert. Die Hyphen sind sowohl nach Anregung mit
ultraviolettem Licht (a) als auch nach Anregung mit einem Argon-Laser (b) dargestellt. Die
Ubereinanderlagerung beider Bilder ist unter ¢ abgebildet.
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1.4  Herstellung und Charakterisierung einer A. fumigatus nrpA-Deletions-

mutante

Die Herstellung einer nrpA-Deletionsmutante sollte helfen, die Funktion des NrpA-Proteins zu
klaren. Fiir die Herstellung des Deletionskonstrukts wurden zunachst die flankierenden DNS-
Bereiche von nrpA amplifiziert. Sowohl stromaufwarts als auch stromabwarts des Gens wurde
dafiir ein Bereich von ca. 1000 Bp ausgewdhlt. In beiden Fillen wurden die
Starteroligonukleotide aus der Genomsequenz von A. fumigatus 293 abgeleitet. Die Amplifikation
des stromaufwarts gelegenen Bereichs aus chromosomaler DNS von A. fumigatus ATCC 46645
mit den Primern 159 und 160 verlief problemlos. Die zur Amplifikation des stromabwarts gele-
genen Bereichs aus chromosomaler DNS von A. fumigatus ATCC 46645 verwendeten Primer 161
und 162 lieferten dagegen ein um ca. 1400 Bp zu grofdes Amplifikationsprodukt. Um die ver-
meintliche Fehlpaarung der beiden Primer zu umgehen, wurden zwei neue Oligonukleotide (163
und 164) aus der DNS-Sequenz abgeleitet, mit denen ein dhnlicher Bereich amplifiziert werden
sollte. Nachdem auch dieses Amplifikationsprodukt um ca. 1400 Bp zu grofd war, sollte durch
eine Sequenzierung geklart werden, warum sich die Genomsequenz von A. fumigatus ATCC
46645 an dieser Stelle vom Stamm 293 unterscheidet. Durch die Sequenzierung konnte eine
273 Bp stromabwarts des Stopcodons von nrpA beginende Insertion von 1422 Bp identifiziert
werden. Diese Insertion zeigt eine 91-prozentige Identitit zu einem Teilbereich des Tafl-
Transposons aus A. fumigatus (Nukleotide 605 bis 2023 der ,accession number AY971670%
Monroy und Sheppard, 2005). Die identifizierte Insertion entspricht dem C-terminalen-Teil der
Tafl-Transposase, was darauf hindeutet, dass dieses genetische Element biologisch nicht aktiv

ist.

1 274 1691 2209
TAA
13 12 605 795 855 rg3a 2023
| l m— > \“‘-\‘\ | Tafl
IR IR

Abb. 39: Schematische Darstellung der genomischen Insertion stromabwarts von nrpA in A. fumigatus
ATCC 46645

Die obere Darstellung zeigt die genomische Region stromabwaérts von nrpA in A. fumigatus ATCC 46645, be-
ginnend mit dem Stopkodon (TAA) von nrpA. Im unteren Teil ist das vollstdndige Tafl-Transposon dargestellt.
Der schwarze Pfeil steht dabei fiir die beiden Exons des Transposase-Gens. Die flankierenden invertierten Wie-
derholungen (,,inverted repeats“ IR) sind auch dargestellt. Durch die unterbrochenen Linien wird der homologe
Bereich gekennzeichnet. Die angegebenen Zahlen stehen fiir die Anzahl der Basenpaare basierend auf den jewei-
ligen Datenbankeintragen (AM086260 und AY971670).
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Aufgrund des stromabwarts von nrpA integrierten Transposons im Stamm ATCC 46645 wurden
beide DNS-Stiicke nochmals unter Verwendung der urspriinglich geplanten Oligonukleotide
problemlos aus chromosomaler DNS von A. fumigatus CEA 17 amplifiziert. Anschlieféend konn-
ten die beiden flankierenden DNS-Bereiche iiber in die Starteroligonukleotide kiinstlich einge-
fiihrte Notl-Schnittstellen entsprechend ihrer Orientierung im Genom zusammenligiert werden.
Das entstandene neue Fragment wurde iiber zwei endstidndige EcoRI-Schnittstellen in einen
zuvor auch mit EcoRI aufgeschnittenen pUC19-Vektor eingebracht. In dieses Plasmidkonstrukt
konnte iiber die Notl-Schnittstelle, die zuvor mit den beiden Primern 157 und 158 aus A. fumiga-
tus ATCC 46645 amplifizierte, ca. 1500 Bp grofie pyrG-Resistenzkassette zwischen den up- und
downstream-Bereich gesetzt werden. Die korrekte Zusammensetzung des Konstrukts wurde

durch Sequenzierungen bestatigt.

Das liber die EcoRI-Schnittstelle wieder aus dem Vektor geschnittene Deletionskonstrukt wurde
durch Elektroporation in den Stamm A. fumigatus CEA 17 (pyrG) eingebracht. Dieser Stamm
enthalt eine Punktmutation im pyrG, welches fiir die Orotidine-5"-Monophosphatdecarboxylase
kodiert und fiir die de-novo-Synthese von Uracil benétigt wird. Soll dieser Stamm auf Minimal-
medium wachsen, bendtigt er eine Supplementation mit 5 mM Uridine oder Uracil. Auf norma-
lem Minimalmedium kann der Stamm also nur wachsen, wenn er durch Transformation ein in-
taktes pyrG-Gen aufgenommen hat. Durch mehrere Transformationsereignisse entstanden zahl-
reiche Klone, die das Konstrukt aber an einer anderen zufélligen Stelle im Genom integriert hat-
ten. In keinem dieser Klone war nrpA deletiert worden. Wie erwartet, stellt die nicht homologe
Rekombination in A. fumigatus fiir die Herstellung einer Deletionsmutante ein grofdes Problem
dar. Um dieses Problem zu umgehen, wurde fir die folgenden Transformationen der A. fumiga-
tus-Stamm AakuB verwendet. Dieser Stamm enthalt ebenso wie der Ausgangsstamm CEA 17
eine Punktmutation im pyrG. Daneben ist durch eine Deletion des akuB-Gens das zu Ku80 homo-
loge Protein ausgeschalten (4dakuB) (da Silva Ferreira et al, 2006). Dadurch ist dieser Stamm
nicht mehr in der Lage, eine nicht-homologe Rekombination auszufiihren und kann fremde DNS
daher nur tiber homologe Rekombination ins Genom aufnehemen. Aus der Transformation die-
ses Stammes ging ein Klon hervor, der das Deletionskonstrukt an der richtigen Stelle integriert

hatte.

Zunachst wurde die Deletion von nrpA in A. fumigatus CEA 17 AakuB mittels PCR iiberpriift. Da-
fiir wurden Primer verwendet, von welchen jeweils einer innerhalb des Konstrukts (innerhalb
der pyrG Kassette) und ein anderer aufderhalb des Konstrukts bindet. Mit dieser Kombination
von Starteroligonukleotiden konnten PCR-Produkte nur gebildet werden, wenn das
Deletionskonstrukt an der richtigen Stelle im Genom integriert worden war. Zunachst wurde

chromosomale DNS der potentiellen Mutanten sowie des Ursprungsstammes isoliert und fiir die
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Test-PCR  eingesetzt. Der erste PCR-Ansatz sollte die richtige Integration des
Deletionskonstrukts vom 3°-Ende her priifen. Die beiden Starteroligonukleotide 201 und 202
amplifizierten aus der DNS der potentiellen Mutante K15 ein 1692 Bp grofies DNS-Fragment,
welches im Ursprungsstamm nicht gebildet worden war. Die zweite PCR-Reaktion sollte die In-
tegration von der anderen Seite ausgehend beweisen. Auch hier wurde mit den beiden
Starteroligonukleotiden 203 und 204 aus der DNS der potentiellen Mutante ein PCR-Produkt mit
der erwarteten Grofde von 1457 Bp amplifiziert. Wieder war die PCR im Kontrollstamm negativ.
Aufgrund dieser Ergebnisse konnte die richtige Integration des Deletionskonstrukts und somit
die Deletion von nrpA bestitigt werden. Fiir den Nachweis, dass das Deletionskonstrukt an nur
einer, ndmlich der richtigen Stelle im Genom integriert wurde, wurde ein Southern-Blot durch-
gefiihrt. Dafiir wurde chromosomale DNS der potentiellen Mutante und des Ursprungsstammes
mit Bsil verdaut und fiir den Southern-Blot eingesetzt. Die verwendete Sonde mit einer Grofie
von 502 Bp wurde mit denStarteroligonukleotiden 185 und 186 aus chromosomaler DNS von
A. fumigatus amplifiziert. Im Kontrollstamm sollte sie an ein 1638 Bp grofdes DNS-Fragment bin-
den. Tatsdchlich erkennt man auf der Membran etwas oberhalb der kleinsten Markerbande, die
eine Grofde von 1515 Bp hat, ein Signal. Da das Restriktionsenzym Bsil im nrpA-Gen schneidet
und in der pyrG-Kassette dagegen nicht, verschwindet diese Schnittstelle durch eine Deletion
von nrpA. Die Sonde wiirde in diesem Fall an ein DNS-Fragment mit einer Grofde von 4058 Bp
binden. Tatsachlich detektierte die Sonde in der aufgetrennten, auf der Membran fixierten DNS
der potentiellen AnrpA-Mutante ein DNS-Fragment, das zwischen den beiden Marker-DNS-
Banden mit einer Grofse von 3639 Bp bzw. 4889 Bp gelaufen war. Damit wurde auch die einma-

lige Integration des Deletionskonstrukts bestatigt.

Zuletzt sollte auch noch mit Hilfe von Western-Blots gezeigt werden, dass das NrpA-Protein im
Stamm CEA 17 AakuB AnrpA nicht gebildet wird. Dafiir wurden Proteinextrakte des
Deletionsstammes und des Ursprungsstammes hergestellt und einer Western-Blot-Analyse un-
terzogen. Der aNrpA-Antikérper K93 E6 reagierte mit keinem Protein der Mutante. Im Ur-

sprungstamm dagegen erkannte er ein Protein passender Grofse.
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Abb. 40: Nachweis der Deletion von nrpA in A. fumigatus AakuB

Das Deletionskonstrukt, als auch die Bindungsorte der fiir die PCR-Reaktion verwendeten Starteroligonukleotide
sind unter A abgebildet. Die roten Linien markieren die Hybridisierungsorte der fir den Southern-Blot verwen-
deten Sonde. Rote Punkte kennzeichnen die Bsil-Schnittstellen. Der Nachweis der Deletion von nrpA erfolgte
mittels PCR (B), Southern-Blot-Analyse (C) und Western-Blot-Analyse (D) unter Verwendung des spezifischen
aNrpA-Antikorpers K93 E6. Die potentielle AakuBAnrpA-Mutante (a) wurde jeweils mit dem AakuB-Stamm (b)
verglichen. Eine Kontroll-PCR-Reaktion unter Verwendung von H,O als Matritze ist unter ¢ dargestellt.

Nachdem die korrekte Deletion des nrpA-Gens in A. fumigatus CEA 17 AakuB bestatigt worden
war, sollte der Phanotyp der Mutante bestimmt werden, um genauere Hinweise auf die Funktion
des Proteins zu erhalten. Damit Mutante und Wildtyp gleiche Wachstumsvoraussetzungen ha-
ben, wurde als zugehoriger Wildtypstamm A. fumigatus CEA 17 AakuB pyrG+ verwendet. Zur
Vereinfachung wird im folgendem der Stamm A. fumigatus CEA 17 AakuB AnrpA als AnrpA-
Mutante oder Mutante und der Stamm CEA 17 AakuB pyrG* als Wildtyp-Stamm bezeichnet.

1.4.1  Vergleichende Wachstumsversuche von Wildtyp und Mutante

Das Wachstum von filamentdsen Pilzen kann entweder durch Bestimmung des Feucht- oder
Trockengewichts oder durch das Messen des radialen Wachstums auf Agarplatten erfolgen. Bei
den folgenden Versuchen wurde das radiale Wachstum des Pilzes auf festen Nahrmedien ver-

folgt.
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1.4.1.1 Radiales Wachstum bei verschiedenen Temperaturen

Beim Vergleich des radialen Wachstums von Mutante und Wildtyp auf PD-Agarplatten ergab sich

sowohl bei Raumtemperatur als auch bei 37°C und 46°C kein auffalliger Wachstumsunterschied.
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Abb. 41: Radiales Wachstum der AnrpA-Mutante im Vergleich zum Wildtyp bei verschiedenen Tempera-
turen

Das radiale Wachstum der AnrpA-Mutante (m) und des Wildtyps (A) wurde bei Raumtemperatur (RT), bei
37° C und bei 46° C bestimmt.

1.4.1.2 Radiales Wachstum in Anwesenheit verschiedener Konzentrationen Glutamat und

Ammonium

Das radiale Wachstum von Mutante und Wildtyp wurde auch auf AMM-Agarplatten bei 37° C
getestet, die jeweils folgende N-Quellen in den angegebenen Konzentrationen enthielten: Am-
monium-Tartrat (2; 20; 40 mM) und Na-Glutamat (0,5; 5; 50 mM). Bei keiner der getesteten

Konditionen konnte ein Wachstumsunterschied festgestellt werden.
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Abb. 42: Radiales Wachstum der AnrpA-Mutante im Vergleich zum Wildtyp in Anwesenheit verschiede-
ner N-Quellen

Das radiale Wachstum der AnrpA-Mutante (m) und des Wildtyps (A) wurden in Anwesenheit von 2, 20 und
40 mM Ammonium (A) und 0,5, 5, 50 mM Glutamat (B) bestimmt.

1.4.2  Tupfeltests

Tiipfeltests werden bei Pilzmutanten oft zur Charakterisierung des Phanotyps eingesetzt, da auf
diese Weise schon geringe Wachstumsunterschiede zwischen Mutante und Wildtyp dargestellt

werden konnen.

1.4.2.1 Tiipfeltests auf verschiedenen Gradientenagarplatten

Fiir die Tuppfeltests wurden AMM-Agarplatten verwendet, die jeweils einen unterschiedlichen
Konzentrationsgradienten aufwiesen. Es handelte sich dabei zum einen um einen Konzentrati-
onsgradienten folgender N-Quellen: Ammonium (20; 10; 5; 2,5 mM), Nitrat (100; 70; 7; 0,7 mM)
und Glutamat (50; 5; 0,5 mM). Die Konzentrationsangaben in den Klammern beziehen sich auf
die jeweilige Maximalkonzentration auf der Platte. Zum anderen wurden Standard-AMM-
Agarplatten untersucht, die einen NaCl-Konzentrationsgradienten enthielten. In diesem Fall be-
trug die verwendete Maximalkonzentration 1 M. Auf keiner dieser Platten konnte ein Wachs-
tumsunterschied zwischen Mutante und Wildtyp festgestellt werden, obwohl auch Bedingungen

getestet wurden, unter denen NrpA normalerweise gebildet wird (Ammonium, NaCl).
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Abb. 43: Vergleichende Tupfeltests auf Gradientenagarplatten

Die AnrpA-Mutante (2) und der Wildtyp (1) wurden auf Gradientenagarplatten mit verschiedenen N-Quellen
durch Tipfeltests untersucht. Die jeweilige Maximalkonzentration ist angegeben.

1.4.2.2 1.4.1.2.2 Tiipfeltests in Anwesenheit verschiedener C- oder N-Quellen

Flir diese Tiipfeltests wurden Standard-AMM-Agarplatten mit folgenden unterschiedlichen C-
Quellen hergestellt: Glukose, Glycerin, Ethanol, Saccharose, Fruktose, Sorbit, Maltose, Galaktose,
Mannose, Mannit, Laktose, BSA und Ammoniumacetat. Alle C-Quellen wurden 1-prozentig ver-
wendet. Daneben wurden auch AMM-Platten verwendet, die verschiedene N-Quellen, ndmlich
Ammonium (20 mM), Glutamat (5 mM) und Nitrat (70 mM), enthielten. Als Kontollen dienten
Platten ohne C- oder N-Quelle. Auf keiner der getesteten Platten konnte ein Wachstumsunter-

schied zwischen Mutante und Wildtyp festgestellt werden.

A: Sorbit B: Glycerin

A. fumigatus AakuB AnrpA

A. fumigatus AakuB

Abb. 44: Vergleichende Tupfeltests in Anwesenheit verschiedener C- oder N-Quellen

Die AnrpA-Mutante (oben) und der Wildtyp (unten) wurden auf Agarplatten mit verschiedenen C- oder N-
Quellen durch vergleichende Tupfeltests untersucht. Hier sind beispielhaft die Tupfeltests der Agarplatten, die
Sorbit (A) oder Glycerin (B) enthielten, gezeigt. Insgesamt wurden sechs verschiedenen Verdiinnungsstufen
untersucht (1-6).
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1.4.3  Phenotyp-Microarray

Zur Identifizierung von Wachstumsunterschieden zwischen Mutante und Wildtyp in Abhéngig-
keit verschiedener Wachstumsbedingungen wurden Phenotyp-Microarrays durchgefiihrt. Dafiir
wurden zwei verschiedene Biolog-Platten verwendet: mit der einen Platte (PM9) konnten 96
verschiedene N-Quellen getestet werden, wahrend an Hand der anderen Platte das Wachstum in
Anwesenheit unterschiedlicher 96 pH-Werte (PM10) und Bedingungen analysiert werden konn-
te. Eine genaue Auflistung der untersuchten Konditionen ist im Anhang zu finden. Mutante und
Wildtyp zeigten auf der Platte PM10 (pH-Werte) kein unterschiedliches Wachstumsverhalten.
Ein hier sichtbarer Wachstumsunterschied basiert auf einem Fehler beim Animpfen. Der einzige
identifizierte leichte Wachstumsunterschied zwischen Mutante und Wildtyp konnte auf der Plat-
te PM9 (N-Quellen) gefunden werden. Die Mutante hat am Ende der Inkubationszeit weniger
Sporen gebildet als der Wildtyp, sie scheint somit in Anwesenheit von Asparagin etwas schlech-

ter wachsen zu kénnen.

Abb. 45: Phenotype-Microarray

Das Wachstum des Wildtyps (a) und der AnrpA-Mutante (b) wurde sowohl in Anwesenheit unterschiedlicher
pH-Werte (1) als auch in Anwesenheit unterschiedlicher N-Quellen verglichen. Der optisch identifizierte in blau
markierte Wachstumsunterschied basiert auf einem Fehler beim Animpfen. Der optisch identifizierte und rot
markierte Wachstumsunterschied zwischen Mutante und Wildtyp in Anwesenheit der N-Quelle Asparagin ist
auch in einer vergroRerten Ansicht dargestellt (unten).

1.4.4 Hemmbhofversuch mit H20;

Da H0; fiir eine punktférmige Lokalisation des NrpA-Proteins verantwortlich zu sein scheint
(siehe Punkt 3.4.3) und weiterhin auch in Blot-Experimenten zu einem verdnderten Laufverhal-
ten von NrpA gefiihrt hatte, sollte nun untersucht werden, ob sich Mutante und Wildtyp in An-

wesenheit von H;0; unterschiedlich verhalten. Sporen beider Pilzstimme wurden in gleichen
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Konzentrationen auf PD-Agarplatten ausplattiert. In die Mitte der Agarplatte wurden mit H0;
getrankte Filterplattchen gelegt und die gebildeten Hemmhofe wurden nach ca. 48 h ausgemes-
sen. Der mittlere Hemmhofdurchmesser der Mutante betrug 3,85 cm und der des Wildtyps 3,8
cm. Somit konnte kein unterschiedliches Wachstumsverhalten von Mutante und Wildtyp in An-

wesenheit von H,0; festgestellt werden.

1.4.5 Inder A. fumigatus AakuBAnrpA-Mutante wird die Katalase 1 starker exprimiert

Nach Auftrennung der Proteinextrakte in SDS-Gelen und anschlief3enderFarbung mit Coomassie
waren im Vergleich zwischen Mutante und Wildtyp zwei Proteinbanden aufgefallen, die in der
Mutante stiarker exprimiert schienen. Um diese beiden zwischen 75 und 100 kDa laufenden
Banden prazise aus einem Gel auszuschneiden und mittels MALDI-TOF zu identifizieren, wurden
die Proben zundchst iiber 12%-prozentige SDS-Gele sehr lange aufgetrennt. Die anschlief3enden
MALDI-TOF-Analysen der ausgeschnittenen Proteinbanden ergaben, dass es sich bei dem etwas
kleineren Protein um die Myzel-Katalase 1 handelt, die auch als Katalase B bezeichnet wird
(Calera et al, 1997). Diese Identifizierung erfolgte mit hoher Signifikanz. Das etwas grofdere Pro-
tein wurde mit geringer Signifikanz als Dipeptidylpeptidase identifiziert. Beide Proteine ent-

sprachen etwa ihrer vorhergesagten Grofie von 80 bzw. 87 kDa.

Um die Uberexpression der Katalase 1 in der AnrpA-Mutante unabhingig zu bestitigen, wurde
eine Western-Blot-Analyse mit Proteinextrakten der Mutante und des Wildtyps unter Verwen-
dung des spezifischen aCatl-Antikorper 1224-1 (Taubitz, 2005) durchgefiihrt. Der Antikérper
reagierte mit dem Proteinextrakt der Mutante deutlich stiarker als mit dem des Wildtyps. Das

erkannte Protein entsprach mit 80 kDa der fiir die Cat1 erwarteten Grofse.

A 2

1
100kDa—[ —— =&
75 kDa—| -

100 kDa — | e
75 kDa— | |

o

= 1: AnrpAdAakuB
_ -
— 2: AakuB

Abb. 46: ldentifizierung von zwei in A. fumigatus AnrpA AakuB und A. fumigatus AakuB unterschiedlich
exprimierten Proteine

Proteinextrakte von A. fumigatus AakuB AnrpA (1) und A. fumigatus AakuB (2) wurden in einem 12%igen SDS-
Gel aufgetrennt. Der blaue Pfeil markiert NrpA. Das Gel wurde anschlieBend mit Coomassie geférbt (A). Ein
vergroBerter Teilbereich des Gels ist mit roter Umrandung dargestellt. Ein roter Pfeil weist auf die in den beiden
Stammen differentiell exprimierten Proteine hin. Proteinextrakte der beiden Stdmme wurden auch einer Western-
Blot-Analyse mit dem spezifischen aCatl-Antikdrper 1224-1 unterzogen (B). Dabei ist links ein mit Coomassie
geférbtes 12 %iges SDS-Gel dargestellt und rechts der Western-Blot.
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1.5 Die Rolle des NrpA-Proteins wihrend der Virulenz von A. fumigatus

Bereits vor Beginn dieser Arbeit war gezeigt worden, dass ein zu cipC und somit auch zu nrpA
homologes Gen in C. neoformans wahrend der Infektion in einem Meningitis-Modell deutlich
starker exprimiert wird als in der Kontrolle (Steen et al, 2003). Mit den nun zur Verfiigung ste-
henden molekularen Werkzeugen (monoklonaler Antikdrper, Deletionsmutante) sollte versucht
werden zu klaren, ob das NrpA-Protein auch wahrend der Virulenz von A. fumigatus eine wichti-

ge Rolle spielt.

1.5.1 ABPA-Patienten bilden keine Antikorper gegen das NrpA-Protein

Patienten mit allergischer bronchoalveolarer Aspergillose (ABPA) bilden bekannterweise spezi-
fische IgE-Antikorper gegen einige Hyphenproteine aus A. fumigatus (Hemmann et al, 1999).
Diese Antigene sind daher fiir die Diagnostik der ABPA sehr niitzlich. Da bei ABPA-Patienten
eine lokale Kolonisierung des Lungeninneraums auftritt und das NrpA-Protein in Pilzhyphen in
sehr grofden Mengen vorkommt, ware es durchaus vorstellbar, dass das Immunsystem von
ABPA-Patienten mit diesem Protein in Kontakt kommt und in der Folge auch Antikérper dage-
gen bildet. Um dies zu testen, wurde rekombinantes, aufgereinigtes NrpA-Protein auf einem Gel
mit nur einer groflen Tasche aufgetrennt. Nach dem Blotten wurde die Membran mit Ponceau
gefarbt und die nun sichtbare Proteinbande wurde mit Bleistift markiert. Da nur sehr geringe
Mengen Patientenserum zur Verfligung standen, wurde der Bereich, auf dem sich die Protein-
bande befand, aus der Membran ausgeschnitten und in acht kleine Teile zerteilt. Jeder Teil konn-
te dadurch mit einem sehr kleinen Volumen der unverdiinnten Patientenseren inkubiert wer-
den. Die Patientenseren wurden dabei als Primar-Antikorper eingesetzt. Als sekundarer Anti-
korper wurde fiir die Patientenseren ein a-Human-IgE-Antikdrper eingesetzt. Die positive Kon-
trolle, bei der ein aNrpA-Antikorper als primarer Antikorper eingesetzt wurde, musste dagegen
mit einem sekundadren a-Maus-Antikorper behandelt werden. Als negative Kontrolle diente ein
Ansatz, der nur mit dem sekundiren Antikérper behandelt wurde. Kein Patientenserum enthielt
Antikorper, die das gereinigte NrpA-Protein erkennen konnten. Der spezifische aNrpA-

Antikorper dagegen erkannte das gereinigte Protein auf der Membran.
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Patient:

Kontrolle:

Abb. 47: ABPA-Patienten bilden keine Antikdrper gegen das NrpA-Protein

Im oben gezeigten Western-Blot wurden Seren von sechs verschiedenen ABPA-Patienten (1-6) auf das Vorhan-
densein von spezifischen aNrpA-IgE-Antikdrpern untersucht. Die Position der NrpA-Bande ist durch Punkte
markiert. Ein spezifischer aNrpA-Antikdrper (K93 E6) erkannte das NrpA-Protein auf der Membran (Kontrol-
le+). Nur der sekundére Antikorper (aMaus) zeigte dagegen keine Reaktion (Kontrolle-).

1.5.2  Die Deletion von nrpA verursacht keine veranderte IL-10 und TNFa-

Ausschiittung von murinen Makrophagen

Makrophagen stellen im menschlichen Kérper eine erste Verteidigung gegen in die Lunge einge-
drungene A. fumigatus-Sporen dar. In einem Assay sollte deshalb getestet werden, ob Makro-
phagen auf die A. fumigatus AakuBAnrpA-Mutante in einer verdnderten Weise reagieren. Zu-
nachst wurden priméare, murine Knochenmarksmakrophagen mit rechnerisch je zehn A. fumiga-
tus Sporen infiziert. Nach einer Inkubation von 18 h wurden die Uberstinde abgenommen und
im ELISA auf die Anwesenheit des Interleukins 10 (IL-10) und des Tumornekrosefaktors o
(TNFa) untersucht. Diese beiden Zytokine des Immunsystems haben antagonistische Rollen, IL-
10 wirkt anti-inflammatorisch und TNFa pro-inflammatorisch. Als Kontrollen dienten
unstimulierte als auch durch Lipopolysaccharide (LPS) stimulierte Makrophagen. Wie in Abb. 47
zu sehen ist, fiihrte eine Infektion mit Sporen der Mutante im Vergleich zum Wildtyp zu keiner

verdnderten IL-10 und TNFa-Ausschiittung der Makrophagen.
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Abb. 48: Die Deletion von nrpA fihrt zu keiner veranderten 11-10 oder TNFa-Ausschittung von murinen
Makrophagen

Murine Makrophagen wurden mit Sporen von A. fumigatus AakuB oder AakuBAnrpA infiziert. Nach einer Inku-
bation von 18 h wurde im ELISA untersucht, wieviel TNF (A) und IL-10 (B) die Zellkulturliberstdnde enthiel-
ten. Als Kontrollen dienten zum einen unstimulierte (0.S.) und zum anderen mit Lipopolysacchariden (LPS)
stimulierte Makrophagen. Das Experiment wurde in dreifacher Ausfiihrung durchgefiihrt, die Standardabwei-
chungen sind angegeben

1.5.3 Infektionsversuche mit der A. fumigatus AakuBAnrpA-Mutante und dem zugeho-

rigen Wildtyp in embryonierten Hithnereiern

Um einen Effekt des NrpA-Proteins wahrend der Virulenz des Pilzes zu untersuchen, wurden
Infektionsversuche mit der Mutante und dem Wildtyp in embryonierten Hiithnereiern durchge-
fithrt. Dabei wurden die Eier zum einen mit 100 und zum anderen mit 1000 Sporen infiziert.
Dieses Modell wurde am Hans-Knoll-Institut in Jena etabliert, um attenuierte Mutanten zu iden-
tifizieren, mit denen dann anschliefdend Infektionen im Mausmodell durchgefiihrt werden (Ja-
cobsen et al, 2010). Die hier gezeigten Versuche wurden von Ilse Jacobsen am Hans-Knoll-
Institut in Jena durchgefiihrt. Auch in diesem Infektionsmodell war zwischen Mutante und Wild-
typ kein Unterschied zu erkennen. Neun Tage nach der Infektion waren in beiden Féllen nur
noch 20% der verwendeten Hiihnereier am Leben. Bei den Kontrolleiern, denen entweder PBS
zugesetzt wurde oder die die Prozedur ohne Injektion durchliefen, betrug die Uberlebensrate

nach neun Tagen etwa 90%.
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Abb. 49: Infektionsversuch in embryonierten Hihnereiern

Sowohl Sporen der A. fumigatus AakuBAnrpA Mutante (e) als auch des zugehdrigen Wildtyps (AakuB) (A)
wurden fur Infektionsversuche in embryonierten Hiihnereiern verwendet. Als Kontrollen dienten Eier, denen nur
PBS (o) injekziert wurde, sowie Eier, die die Prozedur ohne Injektion (X) durchliefen. Die Abbildung zeigt

beispielhaft die Infektion mit 100 Konidien pro Ei. (llse Jacobsen, HKI Jena)
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2. Identifizierung der mitochondrialen MnSOD von A. fumigatus

Neben NrpA waren im Vergleich der Proteinmuster der verschiedenen A. fumigatus-
Morphotypen auch weitere differentiell exprimierte Proteine aufgefallen. Eines dieser Proteine

war eine Mangan-abhéngige Superoxiddismutase, die auch als Aspf6 bezeichnet wird.

Wie bereits in der Einleitung (A 7.2) erwdhnt wurde, ist nur eine der zwei MnSODs von A. fumi-
gatus, namlich das Hyphen-spezifische Allergen Aspf6, genauer charakterisiert worden (Crameri
und Blaser, 1995). Bisher wurde auch im Allgemeinen davon ausgegangen, dass es sich dabei um
die mitochondriale MnSOD handelt (Rementeria et al, 2005). Eine Sequenzanalyse beider
MnSODs mit einem Programm, das mitochondriale Signalsequenzen vorhersagt (MITOPROT II-
v1.101), ergab allerdings folgendes Bild: Aspf6 scheint keine Mitochondrien-Signalsequenz zu
enthalten. Die Wahrscheinlichkeit, dass dieses Protein in den Mitochondrien lokalisiert ist, be-
tragt nur 0,0914. Die zweite MnSOD dagegen enthalt wohl eine N-Terminale Signalsequenz, die
33 Aminoséauren lang ist. Diese wird wohl an der 34. Aminosaure abgeschnitten. Die Lokalisati-
onswahrscheinlichkeit dieses Proteins in den Mitochondrien wird mit 0,9993 angegeben. Um die
Rolle der verschiedenen MnSODs genauer zu verstehen, sollten nun spezifische Antikérper ge-
gen die MnSOD (mMnSOD) mit putativem Sortierungssignal hergestellt werden. Gegen Aspf6
waren bereits zu einem fritheren Zeitpunkt monoklonale Antikérper generiert worden

(Schwienbacher, 2005).

2.1  Herstellung von monoklonalen Antikérpern gegen die putative

mitochondriale MnSOD

2.1.1  Amplifizierung des mMnSod-Gens sowie Uberexpression und Reinigung des ab-

geleiteten Proteins

Zunichst wurden aus der Genomsequenz von A. fumigatus 293 Starteroligonukleotide abgeleitet
(241, 242), mit welchen das 690 Bp grofe Zielgen aus cDNS von A. fumigatus ATCC 46645 ampli-
fiziert wurde. Dadurch konnte zusatzlich der Nachweis erbracht werden, dass dieses putative
Gen tatsachlich als Leserahmen dient. Das gereinigte DNS-Fragment wurde ungerichtet in den
Expressionsvektor pQE30-UA Kkloniert. Klone mit korrekter Orientierung des Gens im Vektor
wurden mittels PCR identifiziert und anschlief3end durch Sequenzierung bestatigt. Das auf dem
Plasmidkonstrukt kodierte Protein wurde in E. coli M15 pRep durch Zugabe von 1mM IPTG hete-
rolog liberexprimiert. Die dabei generierten Proteine erhalten einen N-terminalen Hexa-His-Tag,

der durch die Vektorsequenz bedingt ist. Dadurch sind sie um 2,1 kDa grofier als die nativen
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Proteine. Das in E. coli M15 pRep gebildete MnSOD Protein mit Hexa-His-Tag entsprach mit
ca. 27,3 kDa der rechnerisch vorausgesagten Grofie. Das Protein wurde unter denaturierenden
Bedingungen mittels Affinitdtschromotographie an einer Co2*-Talon-Matrix aufgereinigt, da die
heterolog produzierte MnSOD unldslich war. Zum grofdten Teil konnte es bei der ersten Elution
mit 166,6 mM Imidazol im Elutionspuffer von der Matrix gelost werden. Vor der Immunisierung
von zwei Mausen mit dem gereinigten Protein wurde das Eluat dialysiert, um die denaturieren-

den Reagenzien im Elutionspuffer zu entfernen.

2.1.2  Die hergestellten monoklonalen Antikérper gegen die putative mitochondriale

MnSOD von A. fumigatus sind spezifisch

Die gereinigte MnSOD wurde nun zur Immunisierung von zwei Mausen verwendet. Nach etwa
vier Wochen erfolgte die Fusion der Lymphozyten der Mause mit den Myelomzellen P3-X63-
Ag8.653. Aus dieser Fusion gingen 154 Hybridomzellklone hervor. Western-Blot-Analysen zeig-
ten, dass 19 der getesteten 154 Kulturiiberstinde Antikérper gegen die gereinigte mMnSOD
enthielten. Die besten zwolf dieser positiven Kulturiiberstinde wurden auf eine Kreuzreaktion
mit der putativen cytosolischen MnSOD (Aspf6) getestet. Dies war notig, da die beiden MnSOD-
Proteine Homologien aufweisen und ein Antikdrper, der sein Epitop in einem homologen Be-
reich hat, moglicherweise beide Proteine detektieren wiirde. Nur ein in diesem Versuch gene-
rierter Antikorper reagierte auch mit Aspf6. Weiterhin wurden in einem Western-Blot getestet,
ob die sezernierten Antikorper auch das native mMnSOD-Protein in einem Gesamtproteinex-
trakt von A. fumigatus ATCC 46645 erkennen konnen. Dabei enthielten nur fiinf Uberstinde An-
tikdrper, die ein Protein passender Grofie erkannten. Antikérper aus zwei Uberstinden erkann-
ten ein wesentlich gréfReres Protein und fiinf Uberstinde enthielten Antikorper, die mit keinem
Protein aus A. fumigatus reagierten. Demnach produzierten fiinf Hybridomzellklone Antikérper
mit der gewiinschten Spezifitit. Diese wurden cryokonserviert. Zwei dieser positiven
Hybridomzellklone wurden durch Subklonierung vereinzelt, um eine Zellpopulation zu erhalten,
die mit Sicherheit nur auf einer Einzelzelle basiert. Dadurch ist sichergestellt, dass die ins Medi-
um abgegebenen Antikorper nur eine Spezifitdt haben. Die Fahigkeit der Subklone zur Bildung
spezifischer Antikérper wurde nochmals untersucht. Wieder wurden einige der positiven Sub-
zellklone cryokonserviert. Ein Subklon, namlich P118 A7, wurde im Weiteren als Standard-
Antikorperproduzent verwendet. Bei dem von diesem Klon gebildeten Antikérper handelt es

sich um die Immunglobulinsubklasse IgG1, was mithilfe eines ELISAs festgestellt wurde.
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2.2 Lokalisation der putativen mitochondrialen MnSOD

Zunichst sollte geklart werden, ob die putative mitochondriale MnSOD von A. fumigatus tatsach-

lich in den Mitochondrien lokalisiert ist.

2.2.1  Analyse der Lokalisation der putativen mitochondrialen MnSOD mithilfe von

differentieller Zentrifugation

In einem ersten Versuch sollte eine differentielle Zentrifugation iiber die Lokalisation der puta-
tiven mitochondrialen MnSOD Auskunft geben. Dafiir wurde ein Hyphenproteinextrakt zunachst
fiir 15 min bei 15000 g und 4° C zentrifugiert. Das Sediment sollte nun folgende Zellbestandteile
enthalten: Zellkerne, Cytoskelett, Mitochondrien, Lysosomen und Peroxisomen. Nachdem das
Sediment und der Uberstand getrennt worden waren und ein Aliquot des Uberstands fiir die
anschlieffende Western-Blot-Analyse abgenommen worden war, erfolgte ein weiterer
Zentrifugationsschritt fiir 45 min bei 43500 g und 4° C. Die zweite Zentrifugation sollte zu einer
vollstindigen Sedimentation der oben genannten Zellbestandteile fiihren. Damit sollte der Uber-
stand nur noch Plasmamembranteile, Fragmente des endoplasmatischen Retikulums, kleine
Vesikel, Mikrosomen, Ribosomen, Zytoplasma und Makromolekiile enthalten. Die vier zur Verfii-
gung stehenden Proben (die sedimentierten Proteine der Zentrifugationen bei 15000 g und
43500 g sowie die Proteine des Uberstands dieser beiden Zentrifugationsschritte) wurden nun
fiir Western-Blot-Analysen mit dem spezifischen a-mMnSOD-Antikérper P118 A7 eingesetzt.
Dabei zeigte sich, dass die mMnSOD schon beim ersten Zentrifugationsschritt von 15000 g teil-
weise im Sediment nachgewiesen wurde. Eine grofe Menge des Proteins blieb im Uberstand.
Dieser Protein-Anteil liefk sich auch durch den zweiten Zentrifugationsschritt bei 43500 g nicht

sedimentieren.

37 kDa

i~

1: Sediment 1
25 kDa 2: Uberstand 1

3
20 kDa a e, 3: Sediment 2

15 kDa 4: Uberstand 2

N
=
N
w
~

-

Abb. 50: Untersuchung zur Lokalisation der putativen mMnSOD durch differentielle Zentrifugation

Ein Proteinextrakt von A. fumigatus wurde einer differentiellen Zentrifuagtion unterzogen. Nach einem
Zentrifugationsschritt fiir 15 min bei 15000 g bei 4° C, wurden Sediment (1) und Uberstand (2) getrennt. Durch
eine zweite Zentrifugation des Uberstands fiir 45 min bei 43500 g und 4° C konnten wieder Sediment (3) und
Uberstand (4) getrennt werden. Die vier Proben wurden auf einem 15%igem SDS-Gel aufgetrennt und mit
Coomassie gefarbt (links) oder fur Western-Blot-Analysen (rechts) mit dem spezifischen Antikdrper P118 A7
eingesetzt.
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2.2.2  Analyse der Lokalistaion der putativen mitochondrialen MnSOD mithilfe einer

GFP-Fusion der putativen Signalsequenz

Um die Lokalisation der mMnSOD in den Mitochondrien mit einer alternativen Methode darzu-
stellen, wurde ein A. fumigatus Stamm hergestellt, der das putative Mitochondrien-
sortierungssignal als GFP-Fusion bildet. Dafiir wurde die Signalsequenz am N-Terminus der
mMnSOD mit den beiden Starteroligonukleotiden (290a; 291a) aus chromosomaler DNS von A.
fumigatus unter Verwendung einer Pfu-Polymerase amplifiziert. Die ausgewahlten
Starteroligonukleotide erlaubten eine Amplifizierung der ersten 37 AS (111 Bp) der mMnSOD.
Weiterhin wurde durch den 3°-Primer ein Spacer, der aus einer Wiederholung der Aminosaure
Glycin besteht, eingefiigt. Der Spacer sollte die korrekte Faltung des GFP sowie die raumliche
Trennung des GFP und des putativen Sortierungssignals erleichtern. Das DNS-Fragment mit glat-
ten Enden wurde anschlief3end phosphoryliert und konnte dann in den mit Mssll aufgeschnitte-
nen Vektor pSK379 GFP in den Leserahmen vor das GFP gesetzt werden. Nach dieser
ungerichteten Ligation des DNS-Fragments mufte die richtige Orientierung des Fragments im
Vektor mithilfe einer PCR und einer Sequenzierung kontrolliert werden. Von vier positiven Klo-
nen wurde die Plasmid-DNS isoliert. Fiir die anschlief3ende Protoplasten-Transformation von A.
fumigatus Afs 35 wurde die DNS von Klon 10 verwendet. Die Transformation lieferte zahlreiche
Klone, die zum grofdten Teil auch unter Anregung mit einem Argon-Laser griines Licht emittier-
ten. Zwei dieser Klone (7, 13) wurden fiir die folgende mikroskopische Untersuchung in einem
CLS-Mikroskop verwendet. Schon in den Hyphen zeigte sich eine eher netzartige Verteilung des
GFP. Die mikroskopische Analyse von Sporen zeigte allerdings einen viel deutlicheren Unter-
schied zwischen Kontrolle und mMnSOD-Signalsequenz-GFP-Fusion. Im verwendeten Kontroll-
stamm Proympe-NrpA-GFP ist das Fusionsprotein gleichméfiig in den Sporen verteilt. Die Fusion
der putativen mMnSOD-Signalsequenz mit GFP fiihrt zu einer distinkten Lokalisation des GFP
innerhalb der Sporen. Das Protein liegt in runden Strukturen vor, die sich innerhalb der Spore
ringférmig formieren. Bei der putativen mMnSOD scheint es sich also tatsdchlich um eine

mitochondriale MnSOD zu handeln.
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Abb. 51: Untersuchung der Lokalisation einer Fusion der putativen mMnSOD-Signalsequenz mit GFP

N

Mikroskopische Aufnahmen mittels CLS-Mikroskopie zeigen nach Anregung mit einem Argon-Laser die Loka-
lisation der putativen mMnSOD-Signalsequenz mit GFP im Vergleich zu einem cytosolischem, mit GFP fusio-
nierten Protein sowohl in den Sporen (1) als auch in den Hyphen (2). Es ist jeweils eine Uberlagerung mehrerer
Z-Ebenen dargestellt. VergroRerte Bereiche sind rot umrandet. Der dargestellte GroRenbalken entspricht unter
(1) 5 pum und unter (2) 20 pm.

2.3  Immunblots von A. fumigatus-Proteinextrakten mit Antikérpern gegen die

mitochondriale MnSOD und Aspf6

Ein Proteinextrakt von A. fumigatus, der aus Myzel hergestellt wurde, das fiir 22 h in YG Medium
gewachsen war, das zuvor mit 3x105 Sporen/ml angeimpft worden war, wurde fiir eine Wes-
tern-Blot-Analyse mit dem spezifischen aAspf6-Antikdrper B12 eingesetzt. Wie erwartet, er-
kannte der Antikorper auf der Membran ein Protein mit etwa 23,4 kDa. Nun wurde dieselbe
Membran nochmals mit dem spezifischen a-mMnSOD-Antikérper P118 A7 behandelt. Dieser
erkannte auf der Membran ein Protein, das etwas kleiner als Aspf6 ist. Die vorausgesagte Grofde
des Proteins liegt dagegen bei 25,2 kDa. Der Versuch zeigt deutlich, dass zwei unterschiedliche

Proteine von den Antikorpern spezifisch erkannt werden.
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Abb. 52: Immunologische Untersuchung eines Proteinextrakts von A. fumigatus mit den beiden Antikor-
per aAspf6 B12 und a-mMnSOD P118 A7

Ein Proteinextrakt von A. fumigatus wurde in einem 15%igen SDS-Gel aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt
(links) sowie einer Western-Blot-Analyse (rechts) unterzogen. Dabei wurde die Membran zuerst mit dem spezi-
fischen Antikdrper aAspf6 B12 inkubiert und im Anschlu? mit dem spezifischen Antikdrper a-mMnSOD P118
AT behandelt. Die beiden von den Antikdrpern erkannten Proteine sind mit roten Pfeilen markiert.

2.4  Expressionsprofil der mitochondrialen MnSOD im Vergleich zu Aspf6

Zunachst stellte sich die Frage, ob sich die Expression der beiden MnSODs in verschiedenen
Entwicklungsstadien von A. fumigatus von einander unterscheidet. Dafiir wurden in einer Wes-
tern-Blot-Analyse Sporenproteinextrakte und Hyphenproteinextrakte miteinander verglichen.
Die mitochondriale MnSOD liefd sich dabei sowohl in der Sporenfraktion als auch im
Hyphenextrakt nachweisen. Aspf6 dagegen konnte wie erwartet nur in den Proteinextrakten der

Hyphen nachgewiesen werden.

kDa A B A B A B
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75 —
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20 —

1 g

15 —

a-mMnSOD aAspf 6

Abb. 53: Expressionsprofil von Aspf6 und mMnSOD in Proteinextrakten aus Sporen und Hyphen von
A. fumigatus

Proteinextrakte aus Sporen (A) und Hyphen (B) wurden entweder in einem 15%igen SDS-Gel aufgetrennt und

Coomassie gefarbt (links) oder fiir Western-Blot-Analysen verwendet. Dabei wurde zum einen der spezifische
Antikorper a-mMnSOD P118 A7 (mitte) und der spezifische Antikoérper aAspf6 BM1 Al12 (rechts) eingesetzt.
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2.5 Die mitochondriale MnSOD liegt moéglicherweise als Dimer vor

Weiterhin sollte geklart werden, ob die mitochondriale MnSOD mit sich selbst oder mit anderen
Proteinen interagiert. Dafiir wurde ein Proteinextrakt von A. fumigatus einer Gelfiltrationsanaly-
se unterzogen. Der Sdulendurchlauf wurde in 30 Fraktionen gesammelt und mittels einer Wes-
tern-Blot-Analyse unter Verwendung des spezifischen a-mMnSOD Antikorpers P118 A7 analy-
siert. Dabei wurde die mMnSOD nur in den Fraktionen 12, 13 und 14 nachgewiesen. Ein Eich-
protein, ndmlich BSA (Bovines serum albumin), mit einer Grofde von 66 kDa eluierte etwa in den
Fraktionen 12-15. Der Versuch zeigt, dass die mMnSOD entweder mit einem oder mehreren

anderen Proteinen interagiert oder als Trimer vorliegt.

66 kDa

12345678910111213141516

| LTI

25 kDa — |

Abb. 54: Gelfiltrationsanalyse eines Proteinextrakts von A. fumigatus unter Verwendung eines spezifi-
schen a-mMnSOD-Antikdrpers

Dieser Western-Blot zeigt die gesammelten Fraktionen 1-15 einer Gelfitration eines Hyphenproteinextrakts von
A. fumigatus ATCC 46645. Der Nachweis der mMnSOD erfolgte mit Hilfe des Antikdrpers P118 A7 (blauer
Pfeil). Das Eichprotein BSA mit einer GréRRe von 66 kDa eluierte in den mit roten Pfeilen markierten Fraktionen.
Ein Kontrollextrakt wurde an Position 16 aufgetragen.

Zur genaueren Untersuchung wurden zusatzlich Crosslinking-Experimente durchgefiihrt. Dafiir
wurde ein Proteinextrakt von A. fumigatus mit insgesamt vier verschiedenen Crosslinkern, nim-
lich EGS, Sulfo-EGS, DSP und BS3, in einer Endkonzentration von 2 mM versetzt. Als negative
Kontrollen dienten die Losungsmittel der Crosslinker, fiir BS3 handelte es sich hierbei um PBS,
fiir alle anderen um DMSO. Die Proteinextrakte wurden dann zum einen im SDS-Gel aufgetrennt
und mit Coomassie gefarbt und zum anderen einer Western-Blot-Analyse unter Verwendung des
spezifischen a-mMnSOD-Antikérpers P118 A7 unterzogen. Neben dem Monomer bei ca. 24 kDa
erkannte der Antikorper in allen Ansitzen auf der Membran eine zusatzliche Doppelbande, die
knapp unterhalb des 50-kDa-Markerproteins lag und in den Kontrollansdtzen nicht zu sehen
war. Diese Daten sprechen also fiir das mogliche Vorkommen eines Dimers. In der folgenden

Abbildung werden beispielhaft nur die mit EGS behandelten Proteinextrakte gezeigt. Fiir den
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hier durchgefiihrten Versuch wurden die unter Punkt 2.5 beschriebenen Proteinextrakte ver-

wendet.

A B
50 kDa — v
37kDa — A: 2mM EGS
25 kDa B: DMSO

N "

Abb. 55: Crosslinking-Experimente mit einem A. fumigatus-Proteinextrakt und anschliefender immuno-
logischer Nachweis der mMnSOD

Ein Proteinextrakt von A. fumigatus wurde entweder mit dem Crosslinker EGS (2 mM) versetzt (A) oder als
Ldsungsmittelkontrolle mit den gleichen Mengen DMSO behandelt (B). Die Extrakte wurden einerseits in einem
15%igen SDS-Gel aufgetrennt und mit Coomassie geférbt (links) und andererseits einer Western-Blot-Analyse
unter Verwendung des spezifischen a-mMnSOD-Antikdérper P118 A7 unterzogen. Eine etwa 50 kDa grofRe Dop-
pelbande, die nur in Anwesenheit von EGS auftaucht, ist durch einen roten Pfeil markiert.

2.6  Expression der putativen mitochondrialen MnSOD im Zeitverlauf

Um zu testen, ob die mitochondriale MnSOD im Wachstumsverlauf einer A. fumigatus-Kultur
unterschiedlich stark gebildet wird, wurden die unter Punkt 2.8 erwahnten Proteinextrakte ei-
ner Zeitreihe durch eine Western-Blot-Analyse auf das Vorhandensein der mMnSOD untersucht.
Der spezifische a-mMnSOD-Antikorper P118 A7 erkannte in jeder der getesteten Proben ein
Protein passender Grofde. Die Signalstirke verdnderte sich dabei bei den Proben der Wachs-
tumszeiten von 16, 20, 24 und 28 h nicht. In den Proteinextrakten der beiden spaten Zeitpunkte,
namlich 48 und 60 h, schien sich die Intensitat des Signals etwas zusteigern, obwohl die aufge-
tragene Proteinmenge dieser beiden Proben deutlich niedriger war als die der restlichen Pro-

ben, wie mit Coomassie gefarbte SDS-Gele zeigten.
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Abb. 56: Expression der mMnSOD in A. fumigatus in Abhéngigkeit der Wachstumszeit

Nach einem Wachstum von 16 h, 20 h, 24 h, 40 h und 60 h wurde das Myzel geerntet und zu Proteinextrakten
verarbeitet. Diese wurden einerseits in einem 15%igen SDS-Gele aufgetrennt und mit Coomassie geférbt (links)
und andererseits fur Western-Blot-Analysen (rechts) unter Verwendung des spezifischen oa-mMnSOD-
Antikorpers P118 A7 eingesetzt.

2.7  Expression der putativen mitochondrialen MnSOD in Abhidngigkeit der

Animpfdichte

Desweiteren sollte untersucht werden, ob die Expression der mitochondrialen MnSOD von der
verwendeten Animpfmenge der Sporen abhédngt. Dafiir wurden alle Kulturen zum gleichen Zeit-
punkt (nach 16 h) geerntet, aber jede Kultur mit einer anderen Sporenkonzentration beimpft.
Dabei entsprachen die verwendeten Sporenkonzentrationen einem Zehntel, einem Fiinftel, der
Ein-, der Vier- und der Zehnfachen Sporenmenge, die im vorherigen Versuch verwendet worden
war. Fiir den Versuch wurden die unter Punkt 2.8 beschriebenen Proteinextrakte mit der Stan-
dard-N-Quelle Ammonium einer Western-Blot-Analyse mit dem spezifischen o-mMnSOD-
Antikorper P118 A7 unterzogen. Abb. 57 zeigt, dass die mMnSOD in allen getesteten Proteinex-
trakten in vergleichbaren Mengen durch den Antikérper nachgewiesen wurde. Die Expression

der mMnSOD hangt somit nicht von der Kulturdichte ab.

1:1/10
1 2 3 4 5
2:1/5
25 kDa
20 kDa - -- 3: 1
4: 4x
5:10x

Abb. 57: Die Expression der mMnSOD in Abhangigkeit der zum Animpfen verwendeten Sporenmenge

Je 20 ml AMM, das 20 mM Ammonium als N-Quelle enthielt, wurde mit unterschiedlichen Mengen A. fumiga-
tus ATCC 46645-Sporen beimpft. Dabei wurde ein Zehntel (1), ein Funftel (2), die einfache (3), die vierfache (4)
und die zehnfache (5) Sporenmenge des vorherigen Versuchs verwendet. Die Kulturen wurden nach 16 h geern-
tet und das entstandene Myzel zu Proteinextrakten verarbeitet. Die Extrakte wurden einerseits in einem 15%igen
SDS-Gel aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt (links) und andererseits einer Western-Blot-Analyse mit dem
spezifischen a-mMnSOD-Antikdrper P118 A7 unterzogen.
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2.8  Bildung der mitochondrialen MnSOD und Aspf6 in Anwesenheit von

oxidativem Stress

Als Enzyme, die Superoxidanionen entgiften, stellen MnSODs wichtige Schutzmechanismen der
Zellen gegniiber oxidativem Stress dar. Mit diesen Versuchen sollte gezeigt werden, ob die Bil-
dung einer oder beider von uns untersuchten MnSODs aus A. fumigatus in Folge von oxidativem

Stress verandert wird.

2.8.1  Bildung der putativen mitochondrialen MnSOD und Aspf6 in Anwesenheit von

Menadion

Fiir diesen Versuch wurden die unter Punkt 2.10.2 beschriebenen Proteinextrakte verwendet.
Bereits vorinkubiertes Myzel wurde fiir 1,5 h mit verschiedenen Konzentrationen (2,5 mM, 10
mM und 40 mM) des Redox-cycling-agent Menadion, das zur Bildung von Superoxidanionen
fithrt, versetzt. Der Kontrollkultur wurde dagegen nur Wasser zugesetzt. Die Proteinextrakte
wurden einerseits in SDS-Gelen aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt und andererseits fiir
Western-Blot-Analysen mit dem spezifischen a-mMnSOD-Antikérper P118 A7 oder dem spezifi-
schen aAspf6-Antikorper B12 eingesetzt. Die putative cytosolische MnSOD (Aspf6) war bei jeder
getesteten Kondition gleich deutlich nachweisbar (Abb. 58 A). Die mitochondriale MnSOD zeigte
in diesem Versuchsansatz in Anwesenheit der héchsten Menadion-Konzentration einen geringen
Anstieg der Expression (Abb. 58 B). Auf einer Membran, die mit beiden Antikérpern behandelt
wurde, ist deutlich zu sehen, dass von den Antikérpern zwei unterschiedliche Proteine erkannt

werden.

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3

4
3 Aspf 6
so I ~=2---JF =22t

A B C mMnSOD
1: Kontrolle 3: 10 mM Menadion
2: 2,5 mM Menadion 4: 40 mM Menadion

Abb. 58: Bildung von Aspf 6 und mMnSOD in Antwort auf verschiedene Menadion-Konzentrationen

Frisches Myzel von A. fumigatus wurde mit 0 (1), 2,5 mM (2), 10 mM (3) oder 40 mM (4) Menadion fiir 1,5 h
versetzt. Die aus dem Myzel hergestellten Proteinextrakte wurden entweder in einem 15%igen SDS-Gel aufge-
trennt (ganz links) oder fur Western-Blot-Analysen eingesetzt. Dabei wurde zum einen der spezifischen aAspf6-
Antikorper B12 (A) verwendet und zum anderen der spezifische a-mMnSOD-Antikdrper P118 A7 (B) einge-
setzt. Desweiteren wurde die unter B verwendete Membran zusétzlich noch mit dem spezifischen aAspfo6-
Antikoérper B12 inkubiert (C). Die Lokalisation von Aspf6 und der mMnSOD auf der Membran ist mit roten
Pfeilen markiert.
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2.8.2  Bildung der mitochondrialen MnSOD und Aspf6 in Anwesenheit von H20;

MnSODs entgiften Superoxidanionen und produzieren dabei H,0; und O,. Mit dem folgenden
Versuch sollte getestet werden, ob hohe Mengen an H;0; die Expression bzw. die Stabilitit der
mitochondrialen MnSOD und von Aspf6 beeinflufien. Dafiir wurden bereits vorhandene Protein-
extrakte genutzt, deren Herstellung unter Punkt 2.10.2 ndher beschrieben ist. Vorinkubiertes
Myzel wurde fiir 1,5 h mit verschiedenen H,0;-Konzentrationen (0 mM, 30 mM, 125 mM, 500
mM) versetzt. Der Kontrollkultur wurden nur entsprechende Mengen Wasser zugegeben. Nach
der Ernte wurde das Myzel zu Proteinextrakten verarbeitet und in einem SDS-Gel aufgetrennt.
Hierbei fiel auf, dass es in Anwesenheit der beiden hochsten H;0;-Konzentrationen zu einer
deutlichen Abnahme des Gesamtproteingehalts der Extrakte kam. Western-Blot-Analysen der
Proteinextrakte mit dem spezifischen a-mMnSOD-Antikérper P118 A7 und dem spezifischen
aAspf6-Antikorper B12 zeigten folgendes: Die detektierte Menge an Aspf6 veranderte sich in
Abhéangigkeit der verschiedenen H;0,-Konzentrationen nur leicht. Die mittlere und die héchste
H,0,-Konzentration fiihrte je zu einer leichten Verminderung des Signals. Die mitochondriale
MnSOD war dagegen nur in Anwesenheit der geringsten H,0,-Konzentration deutlich nachweis-
bar. Dabei war die Intensitat des Signals im Vergleich zur Kontrolle schon hier stark veringert. In
Anwesenheit der mittleren H;0;-Konzentration konnte die mMnSOD kaum mehr nachgewiesen

werden und in Anwesenheit der hochsten Konzentration gar nicht mehr.

1 2 3 4
Aspf 6
25 kDa — 7
20 kDa ™\

mMnSOD

1: Kontrolle 3:125 mM H,0,
2:30 mM H,0, 4:500 mM H,0,

Abb. 59: Bildung von Aspfé und mMnSOD in Antwort auf verschiedene H,O,-Konzentrationen

A. fumigatus wurde fiir 1,5 h mit 0 (1), 30 mM (2), 125 mM (3) oder 500 mM (4) H,O, versetzt. Die hergestell-
ten Proteinextrakte wurden entweder in einem 15%igen SDS-Gel aufgetrennt und mit Coomassie geféarbt oder
fur Western-Blot-Analysen eingesetzt. Dabei wurde zunéchst der spezifische a-mMnSOD-Antikorper P118 A7
verwendet. Nach der Entwicklung wurde die Membran nochmals mit einem weiteren Antikorper, ndmlich
aAspf6 B12, inkubiert. Die Lokalisation der beiden Proteine auf der Membran ist mit roten Pfeilen markiert.
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3. Untersuchungen zum anaeroben Wachstum von A. fumigatus

Paralell zu den beiden anderen Aspekten dieser Arbeit wurde ein dritter Themenkomplex bear-
beitet. Dieser Teil beschéftigt sich mit der Frage, ob A. fumigatus in der Lage ist, in sauerstoffar-
men oder freien Umgebungen zu wachsen. Zudem sollte die Rolle der Atmung wahrend der Aus-
keimung geklart werden. Fiir andere filamentése Pilze wurde bereits beschrieben, dass sie in
anaeroben Umgebungen Ammonium fermentieren konnen (Takasaki et al., 2004). Gerade fiir
einen pathogenen Organismus wie A. fumigatus ware eine Anpassung an sauerstofflimitierende
Bedingungen von grofdem Vorteil und kdnnte dem Organismus neue Nischen im Wirt eroffnen.

Bisher ist dieser Aspekt in A. fumigatus nicht untersucht worden.

3.1 Rolle der Atmung wahrend der Auskeimung

3.1.1 Rolle der Proteinbiosynthese wiahrend der Auskeimung von A. fumigatus

Zundchst sollte die Rolle der Proteinbiosynthese wahrend der frithen Phase der Auskeimung
geklart werden. In A. nidulans war bereits gezeigt worden, dass hohe Konzentrationen
(2 mg/ml) eines Inhibitors der Proteinbiosynthese (Cycloheximid) die Auskeimung und selbst
das Anschwellen der Sporen verhindern. In diesem Versuch wurden folgende drei Entwick-
lungszustinde des Pilzes unterschieden: Ruhende Sporen, angeschwollene Sporen und auskei-
mende Sporen (genaueres siehe Material und Methoden). Sporen (1x107/ml) von A. fumigatus
wurden in 20 ml YG~Medium in Anwesenheit von 50 pg/ml, 100 pg/ml oder 2 mg/ml
Cycloheximid fiir 9 h bei 37° C inkubiert. Nach dieser Zeitspanne waren in der unbehandelten
Kontrolle kaum mehr ruhende Sporen zu finden. Uber 80% waren bereits ausgekeimt und die
restlichen Sporen angeschwollen. Die hochste Konzentration des Inhibitors war tatsachlich in
der Lage, die Auskeimung der Sporen vollstandig zu blockieren. Lediglich ein geringer Prozent-
satz der Sporen war noch in der Lage anzuschwellen. Die beiden niedrigeren Cycloheximid-
Konzentrationen konnten nur die Bildung von Keimschlduchen verhindern, nicht aber das An-
schwellen der Sporen. Wurden die mit Cycloheximid behandelten Sporen gewaschen und in fri-
sches Medium tiberfiihrt, konnten sie auskeimen und normal weiterwachsen. Das bedeutet, dass

die verwendeten Konzentrationen des Inhibitors nicht toxisch waren.
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Abb. 60: Einfluss von Cycloheximid auf die Auskeimung von A. fumigatus

Die Sporen wurden fir 9 h in YG+Medium bei 37° C inkubiert. Anschlieend wurde mikroskopisch die relative
Héaufigkeit der folgenden Morphotypen bestimmt: Ruhende Sporen (dunkle Balken), angeschwollene Sporen
(graue Balken) und Keimlinge (schwarze Balken). Der Inhibitor wurde in drei verschiedenen Konzentrationen
verwendet. Das Experiment wurde in dreifacher Ausfiihrung durchgefiihrt, die Standardabweichungen sind an-
gegeben (modifiziert nach Taubitz et al., 2007).

3.1.2  Aktivierung der Mitochondrien wahrend der Auskeimung

In einem nachsten Schritt folgte die Untersuchung von auskeimenden Sporen auf das Vorhan-
densein von aktiven Mitochondrien. Dafiir wurde ein Fluoreszenzfarbstoff verwendet, der nur in
aktiven Mitochondrien zuriickgehalten und aktiviert wird, namlich Mitotracker red CM HZ2X-ROS.
Tatsachlich konnten auf diese Weise aktive Mitochondrien sowohl in angeschwollenen Sporen
als auch in Keimlingen mikroskopisch dargestellt werden. Um die respiratorische Aktivitat wah-
rend der Auskeimung direkt nachzuweisen, wurde die Sauerstoffkonzentration von auskeimen-
den Pilzkulturen in dicht verschlossenen Erlenmayerkolben gemessen. Wie in Abb. 60 zu sehen
ist, nimmt der Sauerstoffgehalt der Kulturen nach einer Inkubationszeit von etwa 200 min signi-
fikant ab. Zu diesem Zeitpunkt sind angschwollene Konidien der dominierende Morphotyp. Nach
einer Inkubation von etwa 7 h ist der Sauerstoffgehalt innerhalb der Erlenmayerkolben kaum
mehr detektierbar. Die Ergebnisse beider Versuche deuten auf eine friithe Aktivierung der At-

mungskette wahrend der Auskeimung hin.
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Abb. 61: Atmung von A. fumigatus wéhrend der frihen Auskeimungsphase

A: Sporen wurden in YG¢ bei 37° C inkubiert und aktive Mitochondrien wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff
,Mitotracker red CM H2X-ROS* angefirbt. Der Balken entspricht einer GroBe von 5 pm. Der Pfeil markiert ein
angeschwollenes Konidium. B: Bestimmung der Sauerstoffkonzentration in 30 ml Kutluren, die 10® Sporen
enthielten. Die Quadrate stehen dabei fur in Wasser inkubierte Sporen, die Rauten fur in YGs kultivierte Sporen
(modifiziert nach Taubitz et al., 2007).

3.1.3  Auskeimung und Hyphenwachstum im anaeroben Millieu

Um zu analysieren, ob Sauerstoff fiir die Auskeimung der Sporen und das Wachstum von Hyphen
notig ist, wurden Sporen von A. fumigatus mittig auf Sabouraud- und Schaedler-Agarplatten ge-
tupft und bei 37° C fiir zwei Tage sowohl unter aeroben als auch unter anaeroben Bedingungen
inkubiert. Im Aeroben hatte sich unter diesen Bedingungen ein Myzel gebildet, wahrend unter
anaeroben Bedingungen kein Wachstum stattgefunden hatte. Das bedeutet, dass die Auskei-
mung im Anaeroben verhindert wird. Nun sollte getestet werden, ob das Hyphenwachstum von
einer anaeroben Umgebung weniger beeinflusst wird. Daflir wurden Platten fiir zwei Tage bei
37° C im Aeroben inkubiert. Anschlieffend wurden die Rinder der gewachsenen Kolonien mar-
kiert, um weiteres Wachstum sichtbar machen zu konnen und die Platten wurden entweder im
Aeroben oder im Anaeroben fiir weitere zwei Tage inkubiert. Unter anaeroben Bedingungen
wurde ein weiteres Wachstum komplett verhindert, unter aeroben Bedingungen dagegen hatte
sich der Durchmesser des Pilzmyzels deutlich vergrofiert. Das Wachstum von A. fumigatus
scheint also unter diesen Bedingungen vollstindig von der Anwesenheit von Sauerstoff abzu-

hangen.

111



ERGEBNISSE

Um den Einfluf} von Anoxia auf den Auskeimungsprozess genauer zu beobachten wurde YG¢-
Medium mit ruhenden Sporen angeimpft und fiir 70 h bei 37° C im Anaeroben oder im Aeroben
inkubiert. Die entstandenen Morphotypen wurden dann mikroskopisch untersucht. Im Aeroben
war der Pilz innerhalb dieser Zeitspanne in der Lage, Hyphen und Conidophoren zu bilden. Nach
der Inkubation im Anaeroben waren die Sporen optisch nicht von den ruhenden Sporen des
Kontrollpraparats zu unterscheiden. Daraus lasst sich schliefden, dass die Abwesenheit von Sau-

erstoff unter diesen Versuchsbedingungen selbst das Anschwellen der Sporen verhindert.

A anaerobe aerobe

- ° q

aerobe

Abb. 62: Inkubation unter anaeroben Bedingungen

A: Sporen wurden punktformig auf Sabouraud-Platten (hell) und Schaedler-Platten (dunkel) aufgebracht und
sowohl unter anaeroben als auch unter aeroben Bedingungen fiir zwei Tage inkubiert (obere Reihe). Aerob
inkubierte Platten wurden fir weitere zwei Tage im Aeroben oder im Anaeroben weiterinkubiert (untere Reihe).
B: Sporen wurden in YG#Medium fir 70 h entweder in Anwesenheit (+ O,) oder in Abwesenheit (- O,) von
Sauerstoff inkubiert, unter dem Mikroskop photographiert und mit ruhenden Sporen (RC) verglichen (modifi-
ziert nach Taubitz et al., 2007).

3.1.4  Auskeimung und Wachstum im anaeroben Millieu in Anwesenheit von Nitrat

und Ethanol.

Wie bereits erwahnt, ist A. nidulans in der Lage in einer anaeroben Umgebung in Anwesenheit
von Nitrat und Ethanol zu wachsen (Takasaki et al, 2004). Um zu testen, ob A. fumigatus auch
tiber diese Fahigkeit verfiigt, wurden Sabouraud-Agarplatten mit 10 mM Natriumnitrat und
300 mM Ethanol supplementiert, mit A. fumigatus inokkuliert und fiir finf Tage bei 37° C
inkubiert. Platten, die im Aeroben kultiviert worden waren, zeigten ein deutliches
Hyphenwachstum. Dagegen wurde auf Platten, die im Anaeroben kultiviert worden waren, kein
Myzel gebildet (Daten nicht gezeigt). A. fumigatus ist also im Gegensatz zu A. nidulans nicht in

der Lage, in Anwesenheit von Nitrat oder Ethanol in einer anaeroben Umgebung zu wachsen.
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3.2  Sporen konnen unter einem Deckglaschen auch im anaeroben Topf aus-

keimen

In anderem Zusammenhang war aufgefallen, dass Sporen im anaeroben Topf auskeimen konn-
ten, wenn sie in einem Gefaf mit fliissigem Medium unter ein Deckgldschen zum Liegen kamen.
Nun sollte diese Beobachtung genauer untersucht werden. Dafiir wurde eine sterile Zellkultur-
schale aus Plastik mit 24 Vertiefungen verwendet. Je vier dieser Vertiefungen wurden entweder
mit 1 ml RPMI + 25 mM HEPES oder 1 ml YG¢ befiillt. In die Halfte der Vertiefungen wurden etwa
5x106 Sporen/ml pipettiert. In die vier restlichen Vertiefungen wurden Glasdeckglaschen gelegt,
auf denen zuvor mit Hilfe des Zellklebers ,Celltak” mittig eine kleine Menge Sporen fixiert wor-
den war. Dabei wurde darauf geachtet, dass die aufgeklebten Sporen auf der Unterseite des
Deckglaschens zum Liegen kamen. Somit befanden sich die Sporen wahrend des Versuchs zwi-
schen dem Deckglas und dem Boden des Gefifdes. Die Zellkulturschale wurde anschlief3end in
einem ,anaeroben Topf" fiir sechs Tage inkubiert. Sofort nach dem Offnen des Topfes wurden
die Sporen fixiert, mikroskopisch (Axiovert 25; Zeiss) ausgewertet und mit einer Digitalkamera
(Power Shot A6; Canon) photographiert. Sporen, die ohne Deckglaschen inkubiert worden wa-
ren, entwickelten sich nicht weiter. Dagegen bildeten die Sporen, die unter das Deckglas geklebt
worden waren, in allen Fallen zum Teil lange Hyphen. Unter bestimmten Umstdnden kénnen

Sporen also im ,,anaeroben Topf“ auskeimen.

- Deckglaschen + Deckglaschen

oL = <%
\"_‘
Sy
{

Abb. 63: Untersuchung des Entwicklungsverhaltens von Sporen von A. fumigatus ATCC 46645 im anae-
roben Topf

Sporen wurden entweder in RPMI oder YGs-Medium in einem anaeroben Topf fir sechs Tage inkubiert. Sie
waren entweder frei ins Medium Uberfihrt worden oder zuvor mittig auf einem Deckgldschen mit Hilfe des
Zellklebers ,,Cell Tak™“ fixiert worden. AnschlieBend wurden die Deckgldser mit den Sporen nach unten in das
Medium Uberfiihrt. Nach der Inkubation wurden die Praparate fixiert und mikroskopisch analysiert.
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D. Diskussion

1. Das NrpA-Protein aus A. fumigatus

1.1  NrpA, ein hyphenspezifisches Protein

Den Hauptaspekt dieser Arbeit stellte die Untersuchung des zu CipC homologen Proteins aus
A. fumigatus (AFUA_5G09330) dar. Dabei handelt es sich um ein Protein, dessen Funktion zu
Beginn dieser Arbeit unbekannt war und das in C. neoformans als Virulenz-assozierter Faktor
identifiziert wurde (Steen et al, 2003). Im Verlauf der Arbeit erfolgte eine Umbenennung des

Proteins in NrpA (Nitrogen Regulated Protein A).

Der Leserahmen des auf dem Chromosom 5 kodierten nrpA-Gens wird von zwei Introns unter-
brochen. Fiir den kodierenden Bereich ergibt sich dadurch eine Gréf3e von 393 Bp. Abbildung 64
A zeigt eine schematische Darstellung des Gens, wahrend im Teil B der Abbildung die umgeben-
de Genomregion des sequenzierten Stammes Af293 dargestellt ist. Im Genom von A. fumigatus
ATCC 46645 konnte 273 Bp stromabwarts von nrpA ein verkiirztes Transposon identifiziert
werden, das im sequenzierten Referenzstamm Af293 nicht vorhanden ist. Bei dem hier gefunde-
nen mobilen genetischen Element handelt es sich um einen Teilbereich des Tafl Transposons
(Monroy und Sheppard, 2005). Aufgrund der Verkiirzung hat dieses genetische Element seine
Mobilitat verloren und kann deswegen zur Unterscheidung verschiedener A. fumigatus-Stimme

herangezogen werden.
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Abb. 64: Genetische Organisation und Umgebung von AFUA 5G09320

A zeigt die genetische Organisation von AFUA_5G09320. Kodierende Bereiche sind in Rot dargestellt, wahrend
den Leserahmen unterbrechende Introns als schwarze Linien eingezeichnet sind. Ein GréRenstandard ist angege-
ben. Unter B ist die genetische Umgebung von AFUA 5G09320 (in rot) gezeigt. Dabei sind stromauf- und
stromabwaérts gelegene offene Leserahmen in blau dargestellt. Die genetische Orientierung ist jeweils durch
blaue Pfeile markiert. Ein GréRenstandard ist angegeben.
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In den zunichst durchgefiihrten Sequenzanalysen lief3en sich auch unter Verwendung verschie-
dener Computerprogramme keine funktionellen Doménen innerhalb der Sequenz von NrpA
identifizieren. Die Vorhersage einer mdglichen biologischen Funktion des Proteins konnte somit
nicht gemacht werden. Weitere Sequenzanalysen zeigten, dass zu CipC homologe Proteine aus-
schliefdlich in Pilzen zu finden sind. Wahrend sie in den meisten filamentdsen Pilzen vorkom-
men, sind sie in Hefen jedoch weniger verbreitet. Mitunter lassen sich im Genom eines Pilzes
auch mehrere homologe Gene dieser Familie finden. Verschiedene Lokalisationsvorhersagen
lieferten unterschiedliche Ergebnisse. NrpA konnte demnach entweder als zytosolisches Protein

vorliegen oder als Protein, das zwischen Zytosol und Kern pendelt.

1.2  Grundlegende Erkenntnisse zur NrpA-Bildung

Um die genauere Untersuchung von NrpA zu ermdglichen, wurden zundchst monoklonale Anti-
korper gegen das Protein hergestellt, deren Spezifitiat gezeigt werden konnte. Die schon vor Be-
ginn dieser Arbeit in 2D-Gel-Elektrophorese-Studien beobachtete Hyphen-spezifische Expressi-
on von NrpA (Schwienbacher, 2005) wurde durch Western-Blot-Analysen bestatigt. Doch eine
Untersuchung, die sich mit der Zusammensetzung der Sporenhiille des A. fumigatus-Stammes
D141 beschiftigte (Asif et al, 2006), gelangte zu einem anderen Ergebnis. Hier wurde ein zu
CipC homologes Protein (NrpA) auf der Oberfliche der Konidien gefunden. Das Fehlen einer N-
terminalen Signalsequenz spricht zunachst gegen einen Transport von NrpA auf die Oberflache
der Sporen. Es gibt in Pilzen jedoch sogenannte ,Moonlighting“-Proteine, die ohne N-terminale
Signalsequenzen die pilzliche Oberflache erreichen (Gancedo und Flores, 2008). Durch FACS-
Analysen der Sporen von A. fumigatus D141 und A. fumigatus ATCC 46645 sollten zum einen
stammspezifische Expressionsunterschiede ausgeschlossen werden, zum anderen sollte das
Ergebnis der Western-Blots durch eine unabhdngige Methode bestitigt werden, denn es war
unklar, ob durch die angewendeten Standard-Proteinpraparationsmethoden Membranproteine
in ausreichender Menge isoliert werden konnten. Die FACS-Versuche zeigten eindeutig, dass
NrpA weder auf der Sporenoberfliche des Stammes D141 noch des Stammes ATCC 46645 loka-
lisiert ist. Durch die Verwendung von zwei unterschiedlichen Antikérpern konnte auch weitge-
hend ausgeschlossen werden, dass ein negatives Ergebnis auf ein moglicherweise unzugangli-
ches Erkennungs-Epitop zuriickzufiihren ist. Nun blieb nur noch die Moglichkeit, dass das NrpA-
Protein auf der Oberflache der Konidien durch die hydrophobe Schicht, die die ruhenden Sporen
ummantelt, verdeckt wird. Durch weitere FACS-Versuche mit einer Aspergillus-Mutante (4rodA),
die diese hydrophobe Schicht nicht bilden kann, konnte auch diese These ausgeschlossen wer-

den. Damit wurde eindeutig gezeigt, dass es sich bei NrpA um ein hyphenspezifisches Protein
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handelt. Die Ergebnisse von Asif und seinen Kollegen konnen moglicherweise dadurch erklart
werden, dass sich das mengenméafiig sehr dominante Hyphenprotein NrpA nach der Lyse der

Hyphen an der Oberflache der Konidien angelagert hat.

Laut einer Lokalisationsvorhersage handelt es sich bei NrpA mit einer hohen Wahrscheinlichkeit
um ein zytosolisches Protein. Bislang gab es aber in der Literatur keine experimentellen Daten,
die dies bestdtigen. Eine differentielle Zentrifugation lieferte erste Hinweise darauf, dass das
Protein tatsdchlich im Zytosol vorliegt. Selbst nach einem Zentrifugationsschritt bei 43500 g
verblieb NrpA im Uberstand. Dieser sollte nur noch Fragmente der Plasmamembran und des
endoplasmatischen Retikulums sowie kleine Vesikel, Mikrosomen, Ribosomen und Makromole-
kiile enthalten (Koolmann und R6hm, 2002). Damit konnte also eine Lokalisation des Proteins in
grofderen Zellkompartimenten ausgeschlossen werden. Durch einen A. fumigatus-Stamm, der
NrpA als Fusionsprotein mit GFP bildet, konnte die zytosolische Lokalisation des Proteins unab-
hangig bestatigt werden. Das Fusionsprotein zeigte normalerweise innerhalb der Hyphen eine
gleichmafiige Verteilung. Haufig konnte beobachtet werden, dass das Protein bestimmte Zellor-
ganellen ausspart. Mit hoher Wahrscheinlichkeit handelt es sich hierbei um die Zellvakuolen. Fiir
das Lokalisationsverhalten des Proteins spielte es keine Rolle, in welchem Medium die Hyphen
gewachsen waren. Auch in verschiedenen Stammen, die die nrpA-gfp-Fusion unter unterschied-
lich langen nrpA-Promotorregionen exprimierten, ergab sich fiir das Fusionsprotein kein veran-
dertes Lokalisationsverhalten. Somit konnte eine zytosolische Lokalisation des Proteins experi-
mentell bestatigt werden. Bislang gibt es in der Literatur keine experimentellen Hinweise auf

eine zytosolische Lokalisation des Proteins.

Gelfiltrationsanalysen konnten zunachst nicht eindeutig klaren, ob NrpA als Monomer oder Di-
mer vorliegt oder mit einem anderen kleinen Protein interagiert. Erst Crosslinking-Studien zeig-
ten den monomeren Aufbau des Proteins eindeutig. Dabei wurde durch die Verwendung einer
positiven Kontrolle die Funktionalitidt der verwendeten Crosslinker nachgewiesen. Auféerdem
konnte ausgeschlossen werden, dass ein negatives Ergebnis auf ein moglicherweise unzugingli-
ches Erkennungs-Epitop zuriickzufiihren ist, da der Versuch mit zwei unterschiedlichen aNrpA-

Antikorpern durchgefiihrt wurde.

1.3 NrpA wird in Abhdngigkeit der N-Quelle gebildet

Ein zu cipC homologes Gen wird in F. fujikuroi in Anwesenheit der N-Quellen Ammonium und
Glutamin exprimiert, wihrend es bei Wachstum in Gegenwart von Glutamat nicht exprimiert

wird (Teichert et al, 2006). Diese auf Northern-Blots basierenden Daten konnten in dieser Ar-
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beit flir A. fumigatus auf Proteinebene bestitigt werden. Weiterfithrende Untersuchungen zeig-
ten, dass die Bildung des NrpA-Proteins auch in Antwort auf andere N-Quellen differentiell rea-
giert. Nitrat und Harnstoff fiihrten dabei zu keiner, Tryptophan zu einer sehr geringen, Valin zu
einer schwachen und Asparagin und Asparaginsdure zu einer moderaten Bildung des NrpA-
Proteins. Wachstum auf Vollmedium fiihrte zu grofden Mengen an NrpA. Die Bildung von NrpA
ist in A. fumigatus somit eindeutig von der N-Quelle abhangig. Diese Erkenntnisse fiihrten zur
Umbenennung des Proteins in NrpA (Nitrogen regulated protein A). Eine von A. fumigatus sekre-
tierte Glutaminase ist bei Wachstum in Collagen-Medium bereits beschrieben worden (Leonie
Heesemann, personliche Mitteilung). Die Vermutung, dass A. fumigatus die N-Quelle Glutamin
durch eine ins Medium sekretierte Glutaminase in Ammonium und Glutamat spaltet und diese
Produkte anschlieflend getrennt aufnimmt, konnte nicht bestitigt werden. Somit scheint die
Aufnahme von Glutamin in ungespaltener Form stattzufinden. Die These hitte eine Erklarung
fiir die Beobachtung sein konnen, dass der Pilz in Anwesenheit der N-Quelle Ammonium mehr

NrpA bildet als in Anwesenheit von Glutamin.

Das NrpA-Protein wird in Anwesenheit einer N-Quelle, die die Bildung des Proteins induziert,
auch dann gebildet, wenn zusatzlich eine normalerweise die Proteinbildung unterdriickende N-
Quelle vorhanden ist. Damit dominiert die positive Regulation der Proteinbildung tiber die nega-
tive. Daraus kann man schlussfolgern, dass das Protein auch in Anwesenheit normalerweise
unterdriickender Signale scheinbar keine negativen Auswirkungen auf den Pilz hat. Desweiteren
zeigte sich, dass die gebildete Menge des NrpA-Proteins von der Inkubationszeit der Kultur ab-
hingt. Eine Verlangerung der Inkubationszeit fiihrte dabei zu gréfieren Mengen des NrpA-
Proteins. In diesem Versuch konnten die Proteinextrakte der Kulturen, die nach 48 und 60 Stun-
den geerntet worden waren, fiir die Analysen nicht verwendet werden, da die Proteinkonzentra-
tionen zu gering waren. Der Grund hierfiir konnte sein, dass sich die Pilzkultur zu diesem Zeit-
punkt bereits in der Absterbephase befunden hat und es zum Abbau des Myzels kam. Die Ver-
mutung wird durch eine Feuchtgewichtsbestimmung gestiitzt, die eine deutliche Abnahme des
Feuchtgewichts zu diesen beiden Zeitpunkten zeigt. Doch auch die Menge der zum Animpfen
verwendeten Sporen wirkte sich auf die Bildung des NrpA-Proteins aus. Hohere Sporenmengen
fithrten zu einer vermehrten Bildung. In beiden Versuchen wird also bei héheren Kulturdichten,
die entweder durch langere Wachstumszeiten und oder durch hohere Animpfdichten verursacht
wurden, mehr NrpA gebildet. In Versuchen, in denen A. fumigatus Glutamin als C- und N-Quelle
nutzen musste, wurde kein NrpA gebildet. Auch unter diesen Versuchsbedingungen waren die
Kulturdichten im Vergleich zu Kulturen, die in Standardmedien gewachsen waren, relativ nied-
rig. Neben der Kulturdichte scheint auch ein komplexeres und reichhaltigeres Medium die NrpA-

Bildung zu fordern. Dafiir spricht, dass in einem Vollmedium meist noch mehr NrpA gebildet
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wird, als in einem Minimalmedium. Somit kénnte NrpA eine mogliche Funktion als Speicherpro-
tein haben und A. fumigatus in Anwesenheit von Mangelbedingungen zum Uberleben verhelfen.
Wahrend eines dreistiindigen C- oder N-Mangels verringerte sich die NrpA-Menge allerdings
nicht. Dies spricht also eher gegen die Funktion als Speicherprotein. Die Kultur des Pilzes unter
Mangelbedingungen konnte nicht fiir einen ldngeren Zeitraum erfolgen, da der Aufschluss des

Myzels sonst nicht mehr moglich war.

Wird Pilzmyzel in Medium angezogen, das die Bildung von NrpA foérdert, und anschliefiend in
Medium umgesetzt, welches die Bildung eigentlich unterdriickt, kann erst nach sechs Stunden
ein leichter Riickgang der Proteinmenge beobachtet werden. Auch in der umgekehrten Ver-
suchsvariante dauerte es sechs Stunden, bis das Protein in geringen Mengen nachgewiesen wer-
den konnte. Der Anpassungszeitraum erscheint relativ langsam. Somit wird eine tragende Rolle
fiir NrpA bei der metabolischen Anpassung des Pilzes an die induzierende N-Quelle sowie deren
Abbau unwahrscheinlicher. In Anwesenheit einer nicht induzierenden N-Quelle scheint NrpA
wieder keine negativen Auswirkungen auf den Pilz zu haben, da auch hier der Abbau oder die

Ausverdiinnung des Proteins eher langsam ablaufen.

Die Deletion der Glutamin-Synthetase fiihrt in F. fujikuroi zu einer geringeren Expression eines
zu cipC homologen Gens (Teichert et. al, 2004). Dieser Effekt konnte durch die externe Gabe von
Glutamin nicht ausgeglichen werden. Auch eine Inhibierung der Glutaminsynthetase durch den
spezifischen Inhibitor MSX fiihrte zu einer deutlich geringeren cipC-Expression. Diese Beobach-
tung konnte in A. fumigatus auf Proteinebene bestitigt werden. Auch hier verursacht MSX in
Anwesenheit der N-Quelle Glutamin eine deutlich verringerte Bildung von NrpA. Dieses Ergebnis
erscheint widerspriichlich. Einerseits wird NrpA in Anwesenheit von Glutamin gebildet und in
Anwesenheit von Glutamat nicht gebildet. Andererseits scheint die Bildung von der Aktivitit der
Glutamin-Synthetase abzuhdngen. Dieses Enzym iibertragt Ammonium auf Glutamat und fiihrt
zur Bildung von Glutamin. Gerade in Anwesenheit der N-Quelle Glutamat sollte das Enzym also
sehr aktiv sein, wihrend in Anwesenheit von Glutamin nur eine geringe Aktivitdt zu erwarten
ist. Eine Erklarung hierfiir kdnnte sein, dass die Bindung von MSX an die Glutamin-Synthetase
die Interaktion des Enzyms mit einem anderen Protein stort und dadurch die Regulation von
nrpA beeinflusst. Schon vor langerem konnte gezeigt werden, dass die Glutamin-Synthetase in
Bacillus subtilis (Wray et al, 2001) und in N. crassa (Dunn-Colemann und Garrett, 1980, 1981)
als wichtiger Genregulator in Abhéngigkeit der N-Quelle dient. Auch die oben genannte Studie in
F. fujikuroi kommt zu der Schlussfolgerung, dass die Glutamin-Synthetase eine bedeutende Rolle
in der N-Metabolit-Repression spielt. Eine Regulation von nrpA in Abhéngigkeit der Glutamin-
Synthetase scheint somit nicht unwahrscheinlich. Allerdings kann auch nicht ausgeschlossen

werden, dass es sich bei der Beobachtung um einen sekundéaren Effekt handelt.
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Desweiteren konnte in F. fujikuroi von der gleichen Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass eine
Inhibierung der TOR-Kinase durch Rapamycin zu einer verstirkten Expression eines zu cipC
homologen Gens fiihrt (Teichert et al,, 2006). Bei den TOR-Kinasen handelt es sich um stark kon-
servierte Serin/Threonin-Kinasen, die sowohl in Hefen als auch in Sdugern eine Schliisselrolle in
der nihrstoffabhidngigen-Signaltransduktion spielen (Cutler et al, 1999). In filamentésen Pilzen
scheint es im Gegensatz zu den Hefen nur ein homologes Protein zu geben, welches bisher nicht
ausgiebig untersucht wurde. In Saccharomyces cerevisiae fithrt sowohl ein N-Mangel als auch die
Inhibierung der TOR-Kinasen zur Expression von Genen, die unter der N-Katabolit-Repression
stehen (Beck und Hall, 1999). Eine Inhibierung der TOR-Kinase spiegelt der Zelle also eine N-
Mangelsituation vor. In F. fujikuroi scheint cipC bei einem N-Mangel verstarkt gebildet zu wer-
den. Der selbe Effekt wurde auch in einem anderen Pilz, ndmlich Ustilago maydis, beobachtet.
Dieses Ergebnis wird allerdings nur als unpublizierte Daten in einer anderen Studie erwdhnt
(Bohmer et al, 2007). In A. fumigatus konnte auf Proteinebene kein durch die Inhibierung von
TOR verursachter Effekt auf die gebildete NrpA-Menge nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis
spricht also dafiir, dass NrpA in A. fumigatus wahrend eines N-Mangels keine Rolle spielt. Dies
steht in Ubereinstimmung mit der Beobachtung, dass auch ein dreistiindiger N- oder C-Mangel
die Menge des gebildeten NrpA-Proteins nicht beeinflusst. Somit scheint sich A. fumigatus in

diesem Aspekt von F. fujikuroi und U. maydis zu unterscheiden.

Alle in dieser Arbeit hergestellten A. fumigatus-Reporterstaimme, die gfp, lacZ, oder eine nrpA-
gfp-Fusion unter dem nrpA-Promotor exprimieren, zeigen eine Auffélligkeit: Der Promotor ver-
ursacht auch unter normalerweise reprimierenden Wachstumsbedingungen die Bildung von
NrpA. Somit konnte die N-abhdngige Regulation des nrpA-Gens mithilfe dieser Stimme nicht
gezeigt werden. Auch die Verwendung einer langeren Promotorregion fiihrte nicht zum wildty-
pischen Regulationsverhalten. In den GFP-Reporter-Stimmen wird NrpA-GFP auch innerhalb
der Konidien gebildet, die, wie eindeutig gezeigt wurde, das Protein normalerweise nicht enthal-
ten. Somit ist fiir die negative Regulation der Genaktivitdt von nrpA der gewahlte Promotorbe-
reich von 1016 bzw. 1576 Bp nicht ausreichend. Ob die Wahl einer noch ldngeren Promotorregi-
on die negative Genregulation wiederherstellen kdnnte, wurde nicht iiberpriift. Die Lange der
hier gewdhlten Promotorregionen hatte zur vollstidndigen Regulation anderer Gene aus A. fumi-
gatus geniigt. So wird z. B. die Regulation des Isocitratlyase-Gens aus A. fumigatus durch eine
942 Bp grofde Promotorregion gesteuert (Ebel et al, 2006). Die Notwendigkeit von langen Pro-
motorregionen scheint in filamentosen Pilzen vorzukommen. In A. nidulans wurde z. B. gezeigt,
dass die Transkription des Isopenicillin-N-Synthase-Gens durch eine 2005 Bp grofde Promotor-
region reguliert wird (Perez-Esteban et al, 1993). Auffélligerweise befindet sich flussaufwarts

des nrpA-Gens ein grofier intergenischer Bereich (siehe Abb. 63 B). Ob dies im Zusammenhang
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mit der negativen Regulation von nrpA steht bleibt spekulativ. Die Versuche zeigen aber deut-
lich, dass sich der nrpA-Promotor sehr gut als Expressionspromotor einsetzen lasst. Er fiihrt zu
einem starken Expressionslevel und dadurch zu hohen Proteinkonzentrationen. Desweiteren
besitzt er sowohl in Sporen als auch in Hyphen eine Aktivitiat. Der Promotor ist von daher sicher

auch fiir andere Experimente etwa fiir Proteiniiberexpressionen geeignet.

1.4  NrpA als stressinduziertes Protein

Zu CipC und somit auch zu NrpA homologe Proteine werden in der Literatur oftmals als stress-
induzierte Proteine bezeichnet. Grund hierfiir ist wohl, dass das CipC-Protein aus A. nidulans als
Concanamycin-A-induziertes Protein beschrieben worden ist (Melin et al, 2002). Unter Ver-
wendung der als wirksam beschriebenen Antibiotikumkonzentration (20 pg/ml) konnte in
A. fumigatus allerdings keine verstarkte Bildung des Proteins nachgewiesen werden. Auch meh-
rere Versuchsvarianten wie die Verwendung unterschiedlicher Kulturmedien oder verdnderte
Inkubationszeiten fiihrten dabei zu dem selben Ergebnis. Auch unabhéingige Versuche mit einem
A. fumigatus-Stamm, der neben dem nativen NrpA ein NrpA-GFP-Fusionsprotein bildet, zeigten
keine durch Concanamycin A verstirkte NrpA-Bildung. Normalerweise war im Mikroskop op-
tisch kein Unterschied der NrpA-GFP-Menge in den Hyphen in An- oder Abwesenheit von
Concanamycin A auszumachen. Der in einem Versuch entstandene optische Eindruck einer et-
was verstarkten NrpA-GFP-Bildung in Anwesenheit von Concanamycin A konnte in Western-
Blot-Analysen eindeutig wiederlegt werden. Weiterhin zeigte die Untersuchung des NrpA-GFP-
Stammes, dass das Antibiotikum auch zu keinem verdndertem Lokalisationsverhalten von NrpA
fiihrt. Das Protein blieb weiterhin gleichmafig in den Hyphen verteilt. Bei Concanamycin A han-
delt es sich um ein Plecomacrolid-Antibiotikum, das die Aktivitiat von vakuoldren ATPasen durch
Bindung an den V,-Komplex hemmt (Huss et al, 2002). In filamentdsen Pilzen fiihrt die Inhibie-
rung der V-ATPase zu einem auffilligen Wachstumsverhalten, ndmlich zur Bildung von kurzen,
dicklichen und stark verzweigten Hyphen (Bowman et al, 1997). Durch die Beobachtung des
beschriebenen Wachstumsphanotyps, konnte die biologische Aktivitdt von Concanamycin A in
A. fumigatus nachgewiesen werden. Der Name CipC steht in A. nidulans fiir Concanamycin A in-
duziertes Protein C (CipC). Nachdem hier eindeutig gezeigt werden konnte, dass das homologe
Protein aus A. fumigatus durch Concanamycin A nicht induziert wird, wurde das Protein auf-

grund vorher beschriebener Ergebnisse in NrpA (Nitrogen regulated Protein A) umbenannt.

Desweiteren wurde die Auswirkung von osmotischem Stress auf die Bildung des NrpA-Proteins
untersucht. Dabei zeigte sich, dass NaCl in den verwendeten Konzentrationen (250 mM, 500 mM

und 750 mM) keine Auswirkung auf die Bildung des NrpA-Proteins hatte. Die Salzkonzentratio-

120



DISKUSSION

nen waren so gewahlt, dass der Pilz unter starkem osmotischem Stress stand. Dies zeigte sich
vor allem dadurch, dass das Wachstum des Myzels in Anwesenheit der hoheren NaCl-
Konzentrationen deutlich beeintrachtigt war. Auch eine A. fumigatus-AakuBAnrpA-Mutante zeig-
te bei Tiipfeltests in Anwesenheit eines NaCl-Konzentrationsgradienten kein verandertes
Wachstumsverhalten. Somit konnte gezeigt werden, dass das NrpA-Protein bei osmotischem

Stress keine Rolle spielt.

Auch der Einfluss von oxidativem Stress auf die NrpA-Bildung wurde untersucht. Hier zeigte
sich, dass erhohte interne Konzentrationen an Superoxidanionen, die durch verschiedene Kon-
zentrationen von Menadion verursacht wurden, keine Auswirkung auf die Bildung von NrpA
hatten. Die verwendete Chemikalie Menadion fiihrt in vivo zur Bildung von Superoxidanionen
(Powis, 1989). Durch eine einstufige Reduktion von Menadion durch Flavoenzyme wird das ent-
sprechende Semiquinon gebildet (Chesis et al, 1984; Nakamura und Hayashi 1994), welches
anschliefdend durch Autooxidation unter Superoxidfreisetzung wieder zu Menadion reagiert. Die
in diesem Versuch eingesetzten Menadionkonzentrationen (2,5 mM, 10 mM, 40 mM) orientier-
ten sich an einer Studie mit S. cerevisiae. Die Konzentrationen wurden so gewahlt, dass sie zu
oxidativen Schiden innerhalb der Zelle fithren und den Pilz unter enormen oxidativen Stress
setzen. Durch H,0; verursachter oxidativer Stress fiihrte zu einer Verdnderung des Molekular-
gewichts von NrpA. Die etwas vergrofierte Proteinvariante war in Anwesenheit von 30 mM H0>
sehr deutlich nachweisbar. Hohere H,0;-Konzentrationen fiithrten dazu, dass man NrpA sowie
die vergrofierte Variante kaum mehr (125 mM) bzw. nicht mehr (500 mM) nachweisen konnte.
Durch MALDI-TOF-Analysen konnte bestitigt werden, dass es sich bei dem etwas vergroflerten
Protein um NrpA handelt. Es wurden aber keine Hinweise auf eine Myrestilierung oder eine
sonstige Proteinmodifikation gefunden. Die hier verwendeten H,0,-Konzentrationen wurden so
gewdhlt, dass man von einer oxidativen Schadigung der Zelle ausgehen kann. Nachdem man
auch in den mit Coomassie gefarbten SDS-Gelen der gleichen Extrakte bei steigender H:0»-
Konzentration eine deutliche Abnahme der Proteinmenge beobachten kann, scheint es also
durch den enormen oxidativen Stress bereits zur Zerstérung des Myzels und zur Zersetzung von
Proteinen gekommen zu sein. Dafiir spricht auch die Beobachtung, dass das Myzel der Pilzkultur,
die die hochste Konzentration erhalten hatte, sehr schlecht aussah. Allerdings konnte auch nicht
ausgeschlofien werden, dass die verringerten Proteinkonzentrationen durch einen schlechteren
Aufschlufé des Myzels bedingt waren. In den mit Coomassie gefirbeten SDS-Gelen waren zwei
Proteine aufgefallen, deren Bildung sich in Anwesenheit von 30 und 125 mM H;0: deutlich ver-
starkt hatte. Da diese verstirkte Bildung moglicherweise eine Anpassung des Pilzes an die er-
hohten H:0:-Konzentrationen darstellen konnten wurden diese Proteine per MALDI-TOF-

Analyse identifiziert. Es handelt sich um eine Transaldolase (ca. 36 kDa) und eine Myo-
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Inositolphosphat-Synthase (ca. 52 kDa). Die Transaldolase ist ein Schliisselenzym des reversib-
len, nicht-oxidativen Zweigs des Pentosephosphatwegs. Dieser Zweig ist flir die Generierung von
NADPH verantwortlich, welches Glutathion in der reduzierten Form halt und Zellen dadurch vor
ROS schiitzt. Eine Untersuchung aus dem Jahr 1996 zeigt, dass die Transaldolase in humanen
Jurkat-T-Zellen die Balance zwischen den beiden Zweigen des Pentose-Phosphat-Wegs reguliert
und dadurch die Sensibilitit der Zellen gegeniiber Zelltod-Signalen beeinflusst. Eine Uberex-
pression der Transaldolase fiihrte dazu, dass die NADPH- und Glutathion-Level innerhalb der
Zelle niedrig waren und die Zellen sehr empfanglich auf Apoptose-Signale reagierten (Banki et
al, 1996). Somit deutet die Uberexpression der Transaldolase in Antwort auf hohe H:0--
Konzentrationen moglicherweise auf die bevorstehende Apoptose des Pilzes hin. Die Myo-
Inositolphosphat-Synthase katalysiert die Umwandlung von Glucose-6-Phosphat in Myo-
Inositol-1-phosphat. Es handelt sich dabei um den ersten und limitierenden Schritt der Biosyn-
these aller Inositol-haltiger Verbindungen. Inositol-Phospholipide spielen bekanntermafien eine
wichtige Rolle fiir die Membranbildung, die Biosynthese der Zellwand, fiir Signal-
Transduktionen und fiir die zelluldre Stressantwort (Loewus, 1990). Die vermehrte Bildung der
Myo-Inositolphosphat-Synthase stellt also vermutlich eine Anpassung von A. fumigatus an die

oxidative Stressbelastung dar.

In mikroskopischen Untersuchungen des Pronpa-NrpA-GFP-Stammes zeigte sich ein durch H;0;
verursachter Effekt auf die Lokalisation von NrpA-GFP. Das Fusionsprotein war zunichst
gleichméfiig innerhalb der Hyphen verteilt und formierte sich anschlief;end nach der Zugabe
von H20; in punktférmigen Strukturen, die innerhalb der Hyphen verteilt waren, sich aber nicht
innerhalb der Zellkerne befanden. Aus Zeitmangel konnten keine weiterfithrenden
Kolokalisationsstudien durchgefiihrt werden und es gibt somit keinen Hinweis darauf, in wel-
chen Zellkompartimenten sich diese punktformigen Strukturen befinden. Das NrpA-Protein
wurde in einer Lokalisationsvorhersage als zwischen Kern und Cytoplasma pendelnd gesehen.
Zumindest als Reaktion auf den oxidativen Stress bewegt sich das Fusionsprotein aber nicht in

den Kern und ist somit weder direkt noch indirekt an der Genregulation beteiligt.

Insgesamt zeigen die beiden unabhdngigen Versuche deutlich, dass H,0; einen Effekt auf das
NrpA-Protein ausiibt. Obwohl Menadion indirekt auch zu einer vermehrten Bildung von H,0;
fiihren sollte, zeigt sich hier aber kein Effekt. Dies ist dadurch erklarbar, dass der beobachtete
Einfluss von H;0; erst bei physiologisch hohen Konzentrationen zu beobachten ist, die durch die

hier verwendeten Menadionkonzentrationen wohl nicht erreicht werden.
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1.5 Charakterisierung des Phinotyps einer A. fumigatus-AnrpA-Mutante

Durch die Charakterisierung des Phinotyps einer im Rahmen dieser Arbeit hergestellten A. fu-
migatus-AnrpA-Mutante sollten Hinweise auf die biologische Funktion von NrpA erlangt werden.
Nachdem die Mutante lebensfahig war, konnte es sich bei NrpA um kein essentielles Protein
handeln. In den durchgefiihrten vergleichenden Wachstumsversuchen war zwischen der Mutan-
te und dem Wildtyp-Stamm kein Unterschied festzustellen. Dabei wurde sowohl das radiale
Wachstum des Pilzes bei unterschiedlichen Temperaturen (RT, 37° C, 46° C), als auch in Anwe-
senheit verschiedener N-Quellen (2, 20, 40 mM Ammonium-Tartrat und 0,5, 5, 50 mM Glutamat)
untersucht. Es erfolgte auch eine Untersuchung des Wachstums durch Tiipfeltests. Diese wurden
zum einen auf Gradientenagarplatten durchgefiihrt. Dabei wurden wieder verschiedene N-
Quellen (Ammonium: 20, 10, 5, 2,5 mM; Nitrat: 100, 70, 7, 0,7 mM; Glutamat: 50, 5 0.5 mM) und
osmotischer Stress (NaCl; 1M) untersucht. Zum anderen erfolgten die Tiipfeltests auf normalen
Agarplatten mit verschiedenen C- (Glukose, Glycerin, Ethanol, Saccharose, Fruktose, Sorbit, Mal-
tose, Galaktose, Mannose, Mannit, Laktose, BSA, Ammoniumacetat) oder N-Quellen (Ammonium,
Glutamat, Nitrat). Die durchgefiihrten Versuche zeigen, dass das NrpA-Protein auch in Anwesen-
heit einer N-Quelle (Ammonium), die stimulierend auf die Bildung des Proteins wirkt, nicht fiir
das Wachstum der Mutante notig ist. Folgerichtig hat die Abwesenheit des Proteins bei Wachs-
tum auf N-Quellen, die keine NrpA-Bildung bewirken, auch keinen Einfluss auf das Wachstum
der Mutante. In A. nidulans war cipC in einer Transkriptomanalyse des Wildtyps und einer creA-
Mutante bei Wachstum auf Glukose und Ethanol als Transkript aufgefallen, das in der creA Mu-
tante in Anwesenheit von Ethanol deutlich starker exprimiert wird als in den anderen Ansatzen
(Mogenson et al, 2006). Das CreA-Protein stellt den tiblichen Regulator der Kohlenstoff-
Katabolit-Repression dar. Neben cipC wurden noch 33 andere Gene in der gleichen Weise regu-
liert. Viele davon sind fiir die Biosynthese von Aminosauren wichtig. Die Gene werden also mog-
licherweise durch einen synergistischen Effekt der C-Quelle Ethanol und das Fehlens von creA
reguliert. In den Tipfeltests wurden verschiedene C-Quellen verwendet. Davon gelten einige
innerhalb der Kohlenstoff-Katabolit-Repression als starke Repressoren (Glukose, Saccharose
und Acetat), andere als mittlere Repressoren (Mannose, Maltose, Fruktose, Galactose) und wie-
der andere als Derepressoren (Glycerin, Laktose, Ethanol) (Ruijter und Visser, 1997). Weiterhin
wurde darauf geachtet, dass sowohl Mono- als auch Disaccharide, Zuckeralkohole und Alkohole
sowie andere C-Quellen im Testsystem vertreten sind. Die Ergebnisse zeigen, dass die Deletion
von nrpA in Anwesenheit eines intakten creA-Gens zu keinem verdanderten Wachstum des Pilzes
auf einer der genannten C-Quellen fiihrt. Da der in A. nidulans nachgewiesene, durch Ethanol
verursachte Effekt nur in der creA-Mutante zu beobachten war, ist auch davon auszugehen, dass

es sich hier um einen sekundaren Effekt handelt. Da osmotischer Stress auch in Western-Blot-
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Analysen keinen Einfluss auf die gebildete NrpA-Menge hatte, scheint es nicht verwunderlich,
dass sich auch in den Tiipfeltests kein verdndertes Wachstumsverhalten der Mutante gezeigt
hat. Mit diesem Versuch wurde allerdings noch deutlicher, dass NrpA fiir die Anpassung des Pil-
zes an durch NaCl verursachten osmotischen Stress unbedeutend ist. Weiterhin wurde auch
deutlich, dass das NrpA-Protein fiir das Wachstum von A. fumigatus bei hoheren Temperaturen
nicht von Bedeutung ist. In C. neoformans (Serotyp D Stamm B3501A) wurde eine um das
55fache erhdhte Expression eines zu cipC homologen Transkripts bei 37° C im Vergleich zu 25° C
nachgewiesen (Steen et al, 2002). Wie in einer weiteren Publikation der selben Arbeitsgruppe
als unpublizierte Daten erwédhnt wird, zeigte auch eine cipC-Deletionsmutante in C. neoformans
(B3501A) einen temperatursensitiven Wachstumsphanotyp (Steen et al, 2003). Hier wird aller-
dings auch erwahnt, dass die temperaturabhédngige Regulation von cipC im Serotyp-A-Stamm
nicht beobachtet werden konnte. Da in A. fumigatus eine nrpA-Deletionsmutante keinen tempe-
raturabhdngigen Phinotyp aufweist, kann davon ausgegangen werden, dass sich A. fumigatus
und C. neoformans (Serotyp D Stamm B3501A) beziiglich der temperaturabhiangigen Regulation

des zu cipC homologen Gens unterscheiden.

Da durch alle bis dahin durchgefiihrten Wachstumsversuche kein auffilliger Phanotyp der
AnrpA-Mutante charakterisiert werden konnte, wurden Phenotype Microarrays durchgefiihrt.
Aufgrund der bekannten N-abhingigen Bildung von NrpA wurde das Wachstum von Mutante
und Wildtyp in Anwesenheit 96 verschiedener N-Quellen untersucht. Weiterhin wurde auch eine
Testplatte mit unterschiedlichen pH-Werten zur Analyse verwendet, um eine mogliche Notwen-
digkeit des Proteins fiir pH-abhadngigen Stress zu untersuchen. Eine genaue Auflistung der getes-
teten Substanzen ist im Anhang zu finden. Dabei wurde ein leichter Wachstumsunterschied zwi-
schen Mutante und Wildtyp nur in Anwesenheit der N-Quelle Asparagin festgestellt. Da der Ver-
such zum einen optisch ausgewertet und zum anderen nur in einer Ausfithrung durchgefiihrt
wurde, kann das Ergebnis nur unter Vorbehalt betrachtet werden. Aus Zeitmangel konnte dieses
Ergebnis nicht in einem unabhingigen Testsystem iiberpriift werden. In Western-Blot-Analysen
war in Anwesenheit der N-Quelle Asparagin keine Auffalligkeit in Bezug auf die NrpA-Bildung

beobachtet worden.

In der A. fumigatus-AnrpA-Mutante wird die Myzel-Katalase 1, die auch als Katalase B bezeichnet
wird, im Vergleich zum Wildtypstamm in erhohtem Mafie gebildet. Das Enzym ist fiir die Um-
wandlung von Hz0: in Sauerstoff und Wasser verantwortlich und sorgt somit fiir eine Entgiftung
von H;0,. Das Fehlen von NrpA fiihrt in A. fumigatus also zu einem erhéhten Bedarf der H,0»-
Entgiftung. Erstaunlicherweise fiihrt dieser Expressionsunterschied zu keiner geringeren Sensi-
bilitat des Wildtypstammes gegeniiber H20; im Vergleich zum Mutanten-Stamm. Eine mdgliche

Erklarung hierfiir ist die Tatsache, dass A. fumigatus liber zwei Myzel-Katalasen verfiigt, deren
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Funktion sich gegenseitig ausgleicht und die sich gegenseitig in ihrer Regulation beeinflussen
konnen. A. fumigatus-Deletionsmutanten der beiden Katalase-Gene zeigten sich nicht weniger
empfindlich gegeniiber H,0, als der Wildtyp. Erst ein Doppelmutantenstamm reagierte etwas

sensitiver gegeniiber H20; (Calera et al, 1997; Paris et al., 2003).

Wie unter Punkt 3 bereits diskutiert, zeigt NrpA in Anwesenheit von H;0; ein verdndertes Lauf-
verhalten in SDS-Gelen sowie eine punktformige Lokalisation innerhalb der Hyphen. In der
AnrpA-Mutante konnte eine erhohte Katalase-1-Bildung nachgewiesen werden. Diese fiihrte
aber zu keinem Wachstumseffekt in Anwesenheit von H20; im Vergleich zum Wildtyp-Stamm.
Insgesamt deuten diese Daten daraufhin, dass NrpA mit der oxidativen Stressantwort von
A. fumigatus in Antwort auf H,0, in Zusammenhang steht. Welche Rolle dieses Protein dabei

spielt bleibt unklar.

1.6  Die Rolle von NrpA wiahrend der Virulenz

C. neoformans ist ein pathogener Pilz, der in der Lage ist, die Blut-Hirn-Schranke zu durchbre-
chen und sowohl in immunkompetenten als auch in immungeschwachten Organismen Meningi-
tis zu verursachen. In einer Studie, die die Genexpression von C. neoformans wahrend der Infek-
tion in einem Meningitis-Modell in Kaninchen analysierte, war ein zu cipC homologes Gen als das
am dritthochsten induzierte Transkript wahrend der Virulenz aufgefallen (Steen et al, 2003).
Die Arbeitsgruppe untersuchte die Genexpression von C. neoformans mit Hilfe der SAGE-Technik
(Serial Analysis of Gene Expression). Dabei werden RNA-Molekiile immobilisiert, identifiziert und
gezahlt. Diese Methode soll einen Uberblick iiber die gesamte Gen-Aktivitit einer Zelle geben
konnen. Auch in dem dimorphen Pflanzenpathogen Ustilago maydis wurde ein zu CipC homolo-
ges Protein nach dem Wechsel des Pilzes vom saprophytischen Hefezelltyp zum
pythopathogenen filamentdsen Morphotyp deutlich hochreguliert (Bohmer et al, 2007). Somit
scheint eine Beteiligung dieses Proteins wahrend der Virulenz und/oder der dimorphen Wachs-
tumsweise des Pilzes moglich. Aufgrund dieser Befunde sollte in der vorliegenden Arbeit die

mogliche Rolle von NrpA fiir die Virulenz von A. fumigatus geklart werden.

Wie bereits an friitherer Stelle erwéhnt, bilden ABPA-Patienten spezifische Antikdrper gegen
einige Hyphenproteine von A. fumigatus, die deswegen fiir die Diagnostik sehr wichtig sind
(Hemmann et al,, 1999). In sechs verschiedenen Seren von ABPA-Patienten konnten keine spezi-
fischen aNrpA-Antikorper nachgewiesen werden. Somit muss man entweder davon ausgehen,
dass das Immunsystem wahrend der Etablierung der Krankheit nicht in Kontakt mit dem

hypenspezifischen Protein kommt oder dass das Protein nicht immunstimulierend wirkt.
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Eine A. fumigatus CEA 17 AakuB AnrpA-Mutante verursachte wihrend eines Infektionsversuchs
in murinen Makrophagen keine verdnderte IL-10- oder TNFa-Ausschiittung im Vergleich zum
Wildtypstamm (A. fumigatus CEA17 AakuB pyrG+). Eine Deletion von nrpA fiihrt also zu keiner
verdnderten Stimulierung der Makrophagen. Wahrend der Inkubationszeit keimen die Sporen
aus und bilden Hyphen. Die Makrophagen reagieren darauf wahrscheinlich mit der Bildung von
ROS, diese hatten auf die Mutante anders wirken kénnen als auf den Wildtyp. Weiterhin konnte
ein Protein wie NrpA, das moglicherweise tiber die Fahigkeit verfiigt, in den Zellkern zu wan-
dern, die Genexpression beeinflussen und dadurch méglicherweise auch fiir eine Umstrukturie-

rung der Zellwand soregn, die wiederum die Zytokinantwort der Makrophagen beeinflusst.

Desweiteren sollte die Rolle von NrpA auf das Virulenzverhalten des Pilzes in einem ganzheitli-
chen System untersucht werden, das alle Phasen der Infektion und méglichen Immunantworten
abdeckt. Dafiir wurden vergleichende Virulenzversuche von Mutante und Wildtyp im Hiihner-
eimodell von Ilse Jacobsen am HKI in Jena durchgefiihrt. Dieses Modell bildet nicht nur die
metabolischen Voraussetzungen von Virulenz ab, sondern in den Eiern existiert auch ein Im-
munsystem mit Phagozyten und Zellen, die den menschlichen Granulozyten entsprechen (Jacob-
sen et al,, 2010). Auch in diesem Modell war kein Unterschied im Virulenzverhalten von Mutante

und Wildtyp zu beobachten.

Insgesamt lassen die hier durchgefiithrten Versuche vermuten, dass das NrpA-Protein fiir die
Virulenz von A. fumigatus keine Rolle spielt. Das Protein eignet sich weder als Marker fiir die
Diagnose von ABPA noch als therapeutisches Ziel, da eine Mutante lebensfahig ist, kein verrin-
gertes Wachstum zeigt und sich im Virulenzmodell nicht anders verhilt als der Wildtyp. Die
wichtige Rolle, die ein homologes Protein fiir die Virulenz von C. neoformans zu spielen scheint,
wird moglicherweise auch durch andere sekundare Faktoren verursacht. Zum einen konnten im
Virulenzmodell Stoffwechselanpassungen des Pilzes zu einer hoheren Expression des
Transkripts fiihren, zum anderen kénnten sich die Kontrollkulturen und die aus den Kaninchen
reisolierten Cryptococcen zum Erntezeitpunkt in unterschiedlichen Wachstumsphasen befunden
haben. Eine Bildung des NrpA-Proteins in Abhangigkeit der Inkubationszeit und Kulturdichte

konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden.

1.7 Ausblick

Bisher waren zu CipC/cipC homologe Proteine bzw. Gene nur in Transkriptom oder Transkripti-
onsanalysen aufgefallen. Genauere und ausfiihrlichere Untersuchungen eines homologen Prote-

ins wurden - abgesehen von dieser Arbeit — bislang nicht durchgefiihrt. Nach derzeitigem
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Kenntnisstand handelt es sich bei dem hier generierten monoklonalen Antikorper um den ersten
Antikorper, der gegen ein CipC-homologes Protein gerichtet ist. Desweiteren wurde in dieser
Arbeit zum erstenmal eine Mutante charakterisiert, die eine Deletion des zu cipC homologen
Gens nrpA tragt. Aufgrund von Zeitmangel konnten einige interessante Aspekte, wie etwa der
durch H;0; verursachte Effekt auf das NrpA-Protein, nicht mehr weiterverfolgt werden. Die hier
gewonnenen Erkenntnisse kdnnen fiir eine zukiinftige genaue Klarung der Proteinfunktion ei-
nen wichtigen Beitrag liefern. Insgesamt wurden hier wichtige grundlegende Resultate {iber die

Bedeutung des NrpA-Proteins in A. fumigatus vorgelegt.

2. Die putative mitochondriale MnSOD aus A. fumigatus

Reaktive Sauerstoff Spezies (ROS) spielen in der pilzlichen Zelle eine duale Rolle. Zu ihrer Bil-
dung fiithren zum einen viele Umweltfaktoren wie ionisierende Strahlung, UV-Licht, Tempera-
turwechsel oder mechanische Beschiadigungen der Zelle. Zum anderen entstehen sie als Neben-
produkt des aeroben Stoffwechsels. Insgesamt konnen sich in der Zelle viele verschiedene ROS
bilden, so etwa der Singulet Sauerstoff (10;), das Superoxidanion (02*), das Hydroxylradikal
(OH*), das Peroxidradikal (HO2*), das Peroxid-lon (HO2"), Wasserstoffperoxid (H202) und Stick-
stoffmonooxid (NO*). Die Hauptquelle des Superoxidanions ist die unvollstindige Reduktion von
Sauerstoff zu Wasser durch die Atmungskette (Gessler et al, 2007). Aber es kann auch durch
andere Stoffwechselvorgiange in der Zelle entstehen, beispielsweise durch die Aktivitit folgen-
der Enzyme: Xanthin-Oxidase, Monooxygenase, Lipooxygenase, Cyclooxygenase oder durch die
Autooxidation von Thiolen, Flavinen, Quinonen und Catecholaminen (Georgiou et al, 2006). Die
Schéadlichkeit der ROS fiir die Zelle und ihre Rolle wihrend des Alterns ist seit lingerem bekannt.
Doch wie man heute weif3, spielen diese eigentlich schadlichen Radikale in Zellen auch eine posi-
tive Rolle: Sie regulieren Reifung, Differenzierung, extrazelluldre Signaltransduktion, Ionen-
Transport und Immunantwort (Droge, 2002). Viele Organsimen besitzen Enzymsysteme, die
ROS gezielt bilden konnen. Fast alle multizelluldren Organismen verfligen iiber eine NADPH-
Oxidase (NOX), die Superoxidanionen produziert. Diese finden dann z. B. im respiratorischen
Burst ihre Anwendung als Abwehrstrategie. Doch auch die meisten Fruchtkérper bildenden Pil-
ze, wie etwa A. fumigatus und A. nidulans, verfiigen Uiber nox-Gene. In A. nidulans fithrt eine Inak-
tivierung von NOX zu vermehrtem Hyphenwachstum und zur Unterdriickung der asexuellen
Reproduktion (Aguirre et al, 2005). Weiterhin scheinen ROS auch die Auskeimung von Sporen
zu beeinflussen. Es ist seit langem bekannt, dass Pilzsporen nicht auskeimen, wenn sie zu diinn

oder zu dicht beimpft werden. In M. grisae konnte diese Entwicklungshemmung durch Zugabe
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von Antioxidantien (z. B. SODs und Katalasen) aufgehoben werden. Dies deutet darauf hin, dass
auskeimende Sporen ROS sekretieren und dadurch eine Selbstregulation der Auskeimung be-
wirken (Gessler et al, 2007). Desweiteren konnen ROS dem Organismus auch wichtige Dienste
im Konkurrenzkampf verschiedener Arten im gleichen Okosystem leisten. So kann sich z.B.
Talaromyces flavus durch eine von ihm sekretierte Glukose-Oxidase, die zur Bildung von H;0;
fithrt, gegen andere Organismen behaupten (Fravel und Roberts, 1991). Pilze niitzen zudem
selbstgebildete Hydoxylradikale auch beim Abbau von Cellulose und Lignin und kénnen sich
dadurch Nahrstoffquellen sichern (Tornberg und Olsson, 2002). Gerade aber in der Interaktion
pathogener Organismen mit ihren Wirten spielen ROS eine wichtige Rolle und dienen
Saugerimmunzellen als Abwehrstrategie. Doch auch der pathogene Organismus selbst nutzt
wohl zum Teil die schidliche Wirkung der ROS, um den Wirt anzugreifen. So gibt es deutliche
Hinweise, dass zumindest zu Beginn einer Infektion von M. grisae (dem Erreger des Reisbran-
des) nicht die Pflanze sondern der Pilz die einzige ROS-Quelle darstellt. Ob ROS innerhalb der
Zelle Schaden anrichten oder regulativ wirken, hangt von ihrer Konzentration ab (Gessler et al,
2007). Besonders pathogene Organismen, die zusatzlich den ROS des Wirts ausgesetzt sind oder
selbst ROS gezielt einsetzen, miissen iiber effiziente und gut regulierte Abwehrmechanismen
verfligen, um die ROS stets in den richtigen Konzentrationen zu halten. Pilze verfiigen zu diesem
Zweck iiber eine Vielzahl von Antioxidantien. Dabei handelt es sich zum einen um Enzymsyteme
wie die Superoxiddismutasen, Katalasen, Glutathionperoxidasen, Glutathionreduktasen,
Thiolperoxidasen, Thioredoxine, Glutaredoxine, Peroxyredoxine, Sulfiredoxine oder um alterna-
tive Oxidasen. Zum anderen gibt es auch nicht-enzymatische Antioxidantien wie Ascorbinsaure,

Glutathione, Metallothionine, Karotenoide und Melanine (Gessler et al.,, 2007).

Diese verschiedenen Abwehrstrategien konnen beispielsweise wahrend der Virulenz eines pa-
thogenen Organismus von groféer Wichtigkeit sein und sind zu einem grof3en Teil bis heute un-
zureichend untersucht. So sind im Genom von A. fumigatus, wie man seit Verdffentlichung der
Genomsequenz (Niermann et al, 2005) weif3, vier potentielle Superoxiddismutasen kodiert.
Zwei dieser Enzyme sind Mn-abhangig, ein drittes Cu/Zn-abhangig (EAL91677; G1:66851351)
und das vierte moglicherweise Fe-abhangig (EAL88576; GI: 66848247). Davon war bei Beginn
dieser Arbeit nur eine MnSOD genauer charakterisiert worden. Es handelt sich dabei um das
Aspergillus-Allergen Aspf6 (EAL90786; GI: 66850459) (Crameri und Blaser, 1995). Dieses Anti-
gen kann fiir diagnostische Zwecke zur Unterscheidung einer ABPA oder einer allergischen Re-
aktion herangezogen werden. Spezifische IgE-Antikoérper gegen das Allergen konnen nur in
ABPA-Patienten gefunden werden, da Aspf6 nur in den Hyphen gebildet wird (Hemmann et al,
1999; Schwienbacher et al, 2005). Im Allgemeinen wird Aspf6 in der Literatur als die

mitochondriale MnSOD von A. fumigatus bezeichnet (Rementeria et al,, 2005), obwohl es dafiir
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keine experimentellen Daten gibt. Normalerweise finden sich MnSODs im Cytosol von
Prokaryoten und in der mitochondrialen Matrix von Eukaryoten (Fridovich, 1995). In selteneren
Fallen wurden sie auch im Cytosol von Eukaryoten nachgewiesen (Kitayama und Togasaki 1995;
Lamarre et al, 2001). Nachdem im Genom von A. fumigatus noch eine weitere potentielle
MnSODs (EAL89634; GI1:66849306) kodiert ist, stellte sich die Frage, welches dieser beiden En-
zyme in der mitochondrialen Matrix lokalisiert ist. Laut einer Sequenzanalyse scheint Aspf6 iiber
kein Mitochondrien-Sortierungssignal zu verfiigen. Die zweite MnSOD dagegen enthalt wohl eine
N-terminale, 33 Aminosauren lange Signalsequenz, die wohl an der 34. Aminosdure abgeschnit-
ten wird. Die Sequenzanalysen deuten also eher darauf hin, dass es sich nicht bei Aspf6 sondern
bei der zweiten MnSOD um das mitochondriale Enzym handelt. Um diese Vorhersagen experi-
mentell zu bestatigen, wurden zuerst monoklonale Antikdrper gegen die zweite MnSOD herge-
stellt. Gegen Aspf6 waren schon zu einem friiheren Zeitpunkt monoklonale Antikdrper generiert
worden (Schwienbacher, 2005). Zunichst wurde sichergestellt, dass die neu hergestellten Anti-
korper gegen die putative MnSOD auch in Proteinextrakten von A. fumigatus spezifisch reagie-
ren. Durch die hohe Sequenzhomologie, die MnSODs im Allgemeinen untereinander aufweisen,
konnte ein Antikorper, der sein Erkennungs-Epitop in einem homologen Bereich hat, durchaus
unterschiedliche MnSODs erkennen. Ein Western-Blot, der sowohl mit dem aAspf6-Antikérper
BM1 A12 als auch mit dem a-mMnSOD Antikérper P118 A7 behandelt wurde, konnte eindeutig
zeigen, dass die beiden Antikorper jeweils spezifisch ein Protein erkennen und somit keine
Kreuzreaktion der Antikérper mit dem jeweils anderen Protein vorliegt. Mit diesen molekularen
Werkzeugen konnte nun als erstes der Frage nachgegangen werden, ob die MnSOD mit putati-
vem Mitochondrien-Sortierungssignal tatsiachlich in den Mitochondrien lokalisiert ist. Bereits in
den ersten Western-Blot-Analysen ergaben sich Hinweise auf eine mitochondriale Lokalisation.
Wiéhrend das vom aAspf6-Antikorper erkannte Protein etwa der vorhergesagten Grofle von 23,4
kDa entsprach, war die putative mitochondriale MnSOD entgegen der Erwartung nicht 25,2 kDa
grof3, sondern deutlich kleiner als Aspf6. Geht man davon aus, dass das putative Sortierungssig-
nal tatsachlich als Sortierungssignal dient und demzufolge auch abgeschnitten wird, stimmt die
tatsachlich erhaltene Grofie des Proteins wieder mit der Erwartung liberein: Die abgeschnitte-
nen 33 Aminosauren entsprechen etwa 3,7 kDa. Die putative MnSOD ware dann, nachdem das
Sortierungssignal abgeschnitten wurde, statt 25,2 kDa nur 21,5 kDa grof3. Desweiteren konnte
gezeigt werden, dass die putative mitochondriale MnSOD sowohl in Sporen- als auch in
Hyphenextrakten nachgewiesen werden kann. Fiir Aspf6 dagegen konnte die bereits friiher ge-
zeigte (Schwienbacher, 2005) differentielle hyphenspezifische Expression bestitigt werden.
Auch dieses Expressionsverhalten spricht eher fiir eine mitochondriale Lokalisation der MnSOD
mit putativer Signalsequenz als fiir Aspf6. In dieser Arbeit wurde bereits an anderer Stelle ge-

zeigt, dass die Atmung ein sehr frithes Ereignis wahrend der Auskeimung (Taubitz et al, 2005)
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darstellt. Durch die Atmungskette werden also schon zu einem frithen Zeitpunkt der Germinati-
on ROS gebildet, die entgiftet werden miissen. Somit kann man davon ausgehen, dass die
mitochondriale MnSOD bereits in den Sporen benotigt wird und auch vorhanden ist. Neben die-
sen Hinweisen sprechen auch die Ergebnisse einer differentiellen Zentrifugation fiir eine
mitochondriale Lokalisation der MnSOD mit putativer Signalsequenz. Nach einer Zentrifugation
bei 15000 g wurde das Protein durch den Antikérper im Sediment nachgewiesen. Bereits bei
diesem Zentrifugationsschritt sollten neben den Zellkernen, dem Cytoskelett, den Lysosomen
und den Peroxisomen die Mitochondrien sedimentieren (Koolman und R6hm, 2002). Im Sedi-
ment einer weiteren Zentrifugation bei 43500 g wurde das Protein nicht nachgewiesen. Entge-
gen der Erwartung wurde die putative MnSOD in beiden Uberstinden der Zentrifugationen ge-
funden. In diesen Uberstinden sollten sich folgende Zellbestandteile wiederfinden lassen:
Plasmamembranteile, Fragmente des Endoplasmatischen Retikulums, kleine Vesikel,
Mikrosomen, Ribosomen, Zytoplasma und Makromolekiile. Die Tatsache, dass ein Teil der puta-
tiven MnSOD bereits bei 15000 g sedimentierte, spricht deutlich dafiir, dass dieses Enzym in
grofieren Zellkompartimenten, wie zum Beispiel dem Mitochondrium, lokalisiert ist. Der zusatz-
liche Nachweis des Proteins in den Uberstinden lsst sich durch die Herstellungsmethode der
Proteinextrakte erkldaren. Das Myzel wurde zundchst in Anwesenheit von fliissigem Stickstoff
pulverisiert und anschliefiend in einem Schiittelhomogenisator durch Glaskugeln zertriimmert.
Bei dieser Methode wird sicherlich ein Grofdteil der Mitochondrien zerstort. Dadurch wiirde
unter anderem die putative MnSOD freigesetzt werden und somit als Makromolekiil auch nach
einer Zentrifugation bei einer hohen g-Zahl im Uberstand verbleiben. Um die tatsichliche Loka-
lisation der putativen mitochondrialen MnSOD im Mitochondrium unabhéngig zu bestatigen,
wurde die Funktionalitit des putativen Mitochondrien-Sortierungssignals nachgewiesen. Durch
die Herstellung eines A. fumigatus-Stammes, der die ersten 37 N-terminalen Aminosauren der
puativen MnSOD als Fusionsprotein mit GFP bildet, gelang ein mikroskopischer Nachweis der
Lokalisation. Im Vergleich mit einem anderen Aspergillus-Stamm, der ein hochstwahrscheinlich
cytosolisches Protein als GFP-Fusionsprotein bildet, zeigte sich eine unterschiedliche Lokalisati-
on. Das mit GFP fusionierte cytosolische Protein ist sowohl in den Sporen als auch in den Hy-
phen gleichméaf3ig verteilt. Die Fusion des GFP mit der putativen Signalsequenz dagegen fiihrt zu
einer distinkten Verteilung des Proteins innerhalb der Sporen. Es scheint in runden Strukturen
vorzuliegen, die sich innerhalb der Spore ringférmig formieren. Dieses Verteilungsmuster ent-
spricht der tatsachlichen Lokalisation der Mitochondrien innerhalb der Sporen, wie in einem
unabhéngigen Versuch durch Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffs Mitotracker red CM H2X-
ROS gezeigt wurde. In den Hyphen verursacht die Signalsequenz eine eher netzartige Lokalisati-
on des GFP. Hier zeigte sich ebenfalls im Vergleich mit einem Aspergillus-Stamm, der ein

mitochondriales Protein als GFP-Fusion bildet, ein dhnliches Lokalisationverhalten. Da Mito-
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chondrien in S. cerevisiae und zahlreichen filamentdsen Pilzen wie A. nidulans und N. crassa be-
kanntlich als dynamisches Netzwerk in den Hyphen vorliegen (Bereiter-Hahn und Vo6th, 1994;
Westermann und Prokisch 2002), sprechen die hier gemachten Beobachtungen fiir eine
mitochondriale Lokalisation des GFP. Das putative Mitochondrien-Sortierungssignal fiihrt also
tatsachlich zu einer mitochondrialen Lokalisation des GFP und verhilft somit der MnSOD in vivo
zum Import in die Mitochondrien-Matrix. In dieser Arbeit konnte unter Verwendung spezifi-
scher Antikorper zum ersten Mal gezeigt werden, dass in A. fumigatus tatsichlich beide im Ge-
nom kodierten MnSODs gebildet werden. Weiterhin konnte die durch Sequenzanalysen vorher-
gesagte mitochondriale Lokalisation der zweiten MnSOD experimentell bestétigt werden. Damit
handelt es sich bei dem Allergen Aspf6 anders als bisher allgemein angenommen nicht um die

mitochondriale MnSOD, sondern um ein cytosolisches Protein.

Nach Klarung der Lokalisation sollte eine Aussage iiber die Struktur der mitochondrialen
MnSOD gemacht werden. Prokaryotische MnSODs liegen normalerweise als Dimer in der Zelle
vor, wahrend die eukartyotischen MnSODs als Tetramer vorliegen (Borgstahl et al, 1992). Aus-
nahmen hiervon stellen die tetramerischen MnSODs von Thermus thermophilus und Thermus
aquaticus dar (Sato und Harris 1977; Sato und Nakazawa 1978). Von den zu diesem Zeitpunkt
genauer charakterisierten 14 MnSODs aus filamentosen Pilzen bilden zwolf ein Homotetramer
und zwei ein Homodimer (Jeong et al, 2001; Jacob et al, 2001). Von den beiden Homodimeren
ist eines ein cytoslisches Protein (Schizosaccharomyces pombe) und das andere eine
mitochondriale MnSOD (Paxillus involutus). Durch eine Strukturaufklarung konnte gezeigt wer-
den, dass auch Aspf6 aus A. fumigatus ein Homotetramer bildet (Fliickiger et al, 2002). Wie in
allen anderen bekannten rdumlichen MnSOD-Strukturen wird der Metall-Ligand von drei
Histidinen, einem Aspartat-Rest und einem Wasser-Molekiil koordiniert. Die in dieser Arbeit
erhobenen Daten sprechen dafiir, dass die mitochondriale MnSOD als Dimer in der Zelle vorliegt.
Mit Gelfiltrationsanalysen konnte auch ein Trimer nicht ausgeschlossen werden. Crosslinking-
Studien wiesen zusatzlich zum Monomer eine Doppelbande knapp unterhalb der 50-kDa-
Markerbande auf, die der Grofde nach (43 kDa) einem Dimer entspricht. Die Bildung einer Dop-
pelbande wird hochst wahrscheinlich durch eine unterschiedliche Verkniipfung der Monomere
durch den Crosslinker verursacht. Vor dem Hintergrund bekannter Daten zur Struktur
eukaryotischer MnSODS scheint es also nicht unwahrscheinlich, dass die mitochondriale MnSOD
von A. fumigatus tatsachlich als Dimer vorliegt. Die hier durchgefiihrten Versuche kénnen nicht
ganz ausschliefden, dass das Enzym als Tetramer vorliegt, das unter den gewahlten Versuchsbe-
dingungen zu zwei Dimeren zerfallt. Allerdings wurden die flir das Crosslinking verwendeten
Proteinextrakte zur Kontrolle auch mit einem anderen, nimlich gegen die ribosomalen Proteine

PO, P1 und P2 gerichteten Antikorper behandelt. In diesem Fall konnte der in der Literatur be-
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schriebene, von den drei Proteinen gebildete Komplex dargestellt werden (Santos und Ballesta,
2002). Damit konnte also die Verlasslichkeit der hier durchgefiihrten Crosslinking-Studien besta-
tigt werden. Superoxiddismutasen sind dufderst stabile Enzyme, die sogar bis zu einer Minute bei
100° C ihre Aktivitit bewahren. Auflerdem sind sie auch unempfindlich gegeniiber pH-Wert
Schwankungen (Gessler et al,, 2007). Diese Stabilitit macht ein Zerfallen des Tetramers zu zwei
Dimeren unwahrscheinlicher. Eine genaue Aussage kann hier jedoch nur eine Strukturaufkla-

rung des Enzyms liefern.

Die mitochondriale MnSOD aus S. cerevisiae spielt nachgewiesenermafien eine wichtige Rolle fiir
das Uberleben der Hefe in der stationdren Phase (Longo et al, 1999). Eine Hefe-Mutante, die
liber keine mitochondriale MnSOD verfiigt, ist sensibel gegeniiber 100% Sauerstoff, wachst
schlecht auf Ethanol und stirbt in der stationdren Phase deutlich schneller ab als der Wildtyp.
Unter aeroben Bedingungen in Anwesenheit von Glukose zeigt sie dagegen keinen auffilligen
Phanotyp. Darum sollte auch in dieser Arbeit die Rolle der mitochondrialen MnSOD von A. fumi-
gatus in der stationdren Wachstumsphase beobachtet werden. Dafiir wurden Kulturen von
A. fumigatus nach unterschiedlichen Wachstumszeitraumen (16, 20, 24, 28, 48, 60 h) zu Protein-
extrakten verarbeitet und auf das Vorhandensein der mitochondrialen MnSOD untersucht. Die
MnSOD konnte nach 16, 20, 24 und 28 Stunden deutlich in jeweils gleichen Mengen nachgewie-
sen werden. Nach 48 und 60 Stunden waren sogar noch gréfiere Mengen des Enzyms in den
Proteinextrakten vorhanden. Schon nach 28 Stunden befindet sich eine Pilzkultur, unter den
gewdahlten Versuchsbedingungen in der stationdren Phase, wie in einer Feuchtgewichtsbestim-
mung des Myzels gezeigt wurde. Nach einer Wachstumszeit von 48 und 60 Stunden nimmt das
Feuchtgewicht der Pilzkultur wieder ab, sie befindet sich also in der Absterbephase. Dies wird
auch in den mit Coomassie gefarbten SDS-Gelen der Proben deutlich. Die Extrakte dieser spaten
Zeitpunkte enthalten deutlich geringere Proteinkonzentrationen als die fritheren Werte. Dies
spricht zusatzlich dafiir, dass bereits eine Zersetzung der Hyphen begonnen hat. Die Tatsache,
dass die mitochondriale MnSOD zu diesen spaten Zeitpunkten in verstarktem Mafde nachgewie-
sen wird, spricht dafiir, dass das Enzym auch in A. fumigatus wihrend der spiten stationdren
Phase und der Absterbephase eine wichtige Rolle spielt. Weiterhin deutet es auf die bekannte
Verkniipfung zwischen der Bildung von radikalen Sauerstoffspezies und der Alterung hin (Ames
et al, 1995). Diese Beobachtung wird durch eine aktuelle Untersuchung der A. fumigatus SODs
bestatigt. Die Autoren wiesen mithilfe einer Real-Time-PCR eine gesteigerte Genexpression der

mitochondrialen MnSOD zu spaten Wachstumszeitpunkten (30 h) nach (Lambou et al, 2010).

Wie bereits oben erwdhnt, kdnnen von den auskeimenden Sporen sekretierte ROS zur Autoregu-
lation der Sporenentwicklung in Abhangigkeit der Animpfdichte beitragen (Gessler et al, 2007).

In einem hier durchgefiihrten Versuch sollte geklart werden, ob die Kulturdichte auch in der

132



DISKUSSION

exponentiellen Wachstumsphase eine Auswirkung auf die Menge der mitochondrialen MnSOD
hat. Eine vermehrte Bildung des Enzyms konnte dann auf eine erhohte Konzentration des Su-
peroxidanions zuriickzufiihren sein, das durch Autoregulationsmechanismen durch den Pilz
selbst ausgeschiittet wurde. Alle fiinf zum Animpfen verwendeten Sporenkonzentrationen fiihr-
ten zur Bildung vergleichbarer Mengen der mitochondrialen MnSOD. Die Menge der gebildeten

mitochondrialen MnSOD hangt somit nicht von der Kulturdichte ab.

Die Atmungskette in den Mitochondrien stellt die Hauptquelle endogen produzierter Superoxid-
anionen dar (Droge, 2002). Obwohl dieses Radikal auch spontan zerfallen kann, spielt die
mitochondriale MnSOD bei der schnellen Katalyse des Superoxidanions zu Wassertoffperoxid
und Wasser eine essentielle Rolle und ist somit wichtigster Bestandteil der oxidativen Abwehr-
strategie der Mitochondrien. Deswegen wurde in einem néchsten Schritt untersucht, ob erhéhte
intrazelluldre Konzentrationen von Superoxidanionen eine Auswirkung auf die Bildung von
Aspf6 oder der mitochondrialen MnSOD haben. Die dazu verwendete Chemikalie Menadion fiihrt
in vivo zur Bildung von Superoxidanionen (Powis, 1989). Die Wichtigkeit der mitochondrialen
MnSOD zur Entgiftung der durch Menadion produzierten Superoxidanionen konnte bereits in
verschiedenen Pilzen gezeigt werden. Deletionsmutanten der mitochondrialen MnSOD reagier-
ten sowohl in Candida albicans (Hwang et al,, 2003) als auch in C. neoformans (Narasipura et al,
2005) sehr sensitiv gegeniiber geringen Mengen Menadion (3 pg/ml; 50 uM). In Penicillium
chrysogenum geniigten 0,5 mM Menadion, um die spezifische Aktivitit der MnSOD und
Cu,ZnSOD zu erhohen (Emri et al, 1999). Die in dieser Arbeit verwendeten Menadion-
Konzentrationen (2,5 mM, 10 mM, 40 mM) orientierten sich an einer Studie mit S. cerevisiae
(Cabiscol et al, 2000). Die hochste verwendete Menadion-Konzentration (40 mM) sollte bereits
zu oxidativen Schaden innerhalb der Zelle fithren und den Pilz unter enormen oxidativen Stress
setzen. Aspf6é wurde in Anwesenheit aller Menadion-Konzentrationen in vergleichbaren Mengen
gebildet. Die mitochondriale MnSOD dagegen zeigte einen leichten Anstieg in Anwesenheit von
40 mM Menadion. Diese nur leichte Reaktion auf hohe Menadion-Konzentrationen kénnte damit
zusammenhdngen, dass A. fumigatus vier verschiedene SODs besitzt, auf die sich die Entgiftung
des Superoxidanions verteilt. Zumindest fiir C. neoformans konnte ebenso gezeigt werden, dass
eine Deletionsmutante der Cu,ZnSOD (SOD1) sehr sensibel auf geringe Mengen Menadion rea-
giert (Narasipura et al, 2003). Damit spielen in diesem Organismus sowohl die SOD1 als auch
die SOD2 eine wichtige Rolle bei der Bekdmpfung des durch Menadion verursachten Stress. Zu-
dem ist bekannt, dass in A. fumigatus schon geringe Mengen Menadion (0,5 mM) die Expression
der mitochondrialen alternativen Oxidase (AOX) induzieren (Magnani et al, 2007). Dabei han-
delt es sich um eine Ubiquinol-Oxidase, die in den Mitochondrien von Pflanzen, einigen Pilzen

und Protisten vorkommt. Sie katalysiert eine Cyanid-resistente Reduktion von Sauerstoff zu
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Wasser. Der Elektronenfluss zweigt dabei vom klassischen Weg auf der Ebene des Ubiquinon-
Pools ab und es kommt zu einer direkten Reduktion von Sauerstoff ohne eine Translokation von
Protonen liber die innere Mitochondrienmembran. Somit arbeitet die AOX nicht energiekonser-
vierend (Vanlerberghe et al, 1997; Berthold et al, 2000). Unter bestimmten Stressbedingungen,
wie etwa oxidativem Stress, kann A. fumigatus die AOX-Expression induzieren und sowohl die
Cytochrom C Oxidase als auch die alternative Oxidase nutzen (Tudella et al, 2004). Durch die
AOX kann eine zusatzliche Bildung von ROS verhindert werden, da sie den Ubiquionon-Pool oxi-
diert halt und somit eine Autooxidation der Quinone verhindert. Dies ist zum einen wichtig,
wenn der Elektronen-Transport iiber den Cytochrom C Weg limitierend wird (Wagner und Moo-
re, 1997), und zum anderen als Antwort auf einen oxidativen Burst wahrend der Abwehr von
Saugerzellen gegen Eindringlinge (Helmerhorst et al, 2005). Die mitochondriale MnSOD von
A. fumigatus scheint also durchaus bei der Eliminierung von Superoxidanionen eine wichtige
Rolle zu spielen. Insgesamt aber ist sie in Antwort auf eine solche Stresssituation nur ein Teil der

Abwehrstrategie des Pilzes.

Die Entgiftung des Superoxidanions durch die SODs fiihrt zur Bildung von Wasserstoffperoxid.
Auch dieses Stoffwechselprodukt ist fiir die Zelle in zu hohen Konzentrationen toxisch und muss
durch Katalasen unschédlich gemacht werden. In einem weiteren Versuch wurde die Stabilitat
der beiden MnSODs von A. fumigatus in Antwort auf hohe Wasserstoffperoxidkonzentrationen
getestet. Die verwendeten Konzentrationen (30 mM, 125 mM, 500 mM) wurden dabei so ge-
wahlt, dass man von einer oxidativen Schiadigung der Zelle ausgehen kann. Bereits die mit
Coomassie gefarbten SDS-Gele zeigen eine deutliche Abnahme der Proteinmenge in Antwort auf
die steigenden Wasserstoffperoxidkonzentrationen. Der Pilz scheint also durch den erheblichen
oxidativen Stress bereits so stark beeintrachtigt zu werden, dass es zu einer Proteinzersetzung
und zu einer Zerstorung des Myzels kommt. Western-Blot-Analysen zeigten, dass Aspf6 in An-
wesenheit von Wasserstoffperoxid sehr stabil ist. Das Protein konnte auch in Anwesenheit der
hochsten Wasserstoffperoxidkonzentrationen, wenn auch etwas schwicher, nachgewiesen wer-
den. Die mitochondriale MnSOD dagegen war nur bei Verwendung der niedrigsten
Wasserstoffperoxidkonzentration in abgeschwiachter Form detektierbar. Dieses Ergebnis steht
in Einklang mit einer Studie, in der die Proteinschadigung von S. cerevisiae in Antwort auf
oxidativen Stress untersucht wurde (Cabiscol et al, 2000). Oxidativer Stress, der durch H,0;
verursacht worden war, fiihrte hier hauptsachlich zur Schadigung mitochondrialer Proteine.
Eine mdgliche Schlussfolgerung ware, dass durch eine Inaktivierung des mitochondrialen Stoff-

wechsels nicht noch zusatzliche ROS produziert werden.

Aus Zeitgriinden konnten viele interessante, die mitochondriale MnSOD betreffende Fragestel-

lungen nicht mehr bearbeitet werden. So zeigen etwa verschiedene Mutantenstudien in C. albi-
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cans (Hwang et al, 2003), dass der mitochondrialen MnSOD unter verschiedensten Stressbedin-
gungen wie erhohter Temperatur, 6% Ethanol oder hyperoxische Wachstumsbedingungen eine
wichtige Rolle zukommt. Aufierdem moduliert das Enzym die Aktivitit der AOX-Expression.
Auch in C. neoformans (Narasipura et al, 2005) spielt die mitochondriale MnSOD eine wichtige
Rolle beim Wachstum in Anwesenheit erh6hter Temperaturen oder unter Nahrstofflimitierung.
Eine Deletionsmutante der mitochondrialen MnSOD zeigte sich im Virulenzmodell aufgrund des
erschwerten Wachstums bei 37° C avirulent (Giles et al, 2005). In einer neueren Studie mit
A. fumigatus wurde nach Transkripten gesucht, die in Sporen oder Hyphen in Anwesenheit von
humanen Neutrophilen verstiarkt abgelesen werden. Dabei zeigte sich, dass unter diesen Bedin-
gungen die cytosolische MnSOD (Aspf6) induziert wurde (Sugui et al, 2008). Dieses Enzym
scheint also bei der Abwehr des oxidativen Bursts beteiligt zu sein und spielt damit moéglicher-
weise eine wichtige Rolle in der Virulenz des Pilzes. Neuste Untersuchungen aus A. fumigatus
sprechen aber gegen eine Beteiligung der beiden MnSODs und der Cu/ZnSOD bei der Abwehr
des oxidativen Bursts. Eine hergestellte Tripelmutante zeigte in dieser Studie keinen verdander-
tes Virulenzverhalten (Lambou et al, 2010). Insgesamt stellen die hier durchgefiihrten Versuche

eine Grundlage fiir weiterfithrende Arbeiten dar.

3. Die Rolle der Atmung wiahrend der Auskeimung

Die meisten Pilze sind obligat aerob oder fakultativ aerob. Generell wird davon ausgegangen,
dass die Anwesenheit von Sauerstoff fiir die Auskeimung von Sporen essentiell ist (Carlile et al.
2001). So wurde eine Abhdngigkeit der Auskeimung von einer funktionellen Atmungskette so-
wohl fiir N. crassa als auch fiir Botryodiplodia theobromae nachgewiesen (Brambl, 1975; Stade
und Brambl, 1981). Auch A. fumigatus gilt als aerober Organismus. Allerdings wurde die Rolle
von Sauerstoff bei der Auskeimung vor dieser Arbeit nicht untersucht. In seinen natiirlichen
Habitaten (wie zum Beispiel der Erde, aber auch im menschlichen Koérper) kénnen durchaus
auch sauerstofflimitierende Bedingungen auftreten, an die sich der Pilz moglicherweise ange-
passt hat. Es ware fiir einen solchen Organismus von grofiem Vorteil, auch in Umgebungen mit
geringen Sauerstoffkonzentrationen oder mit Sauerstoffmangel iiberleben oder wachsen zu
konnen. Solche Anpassungen sind bei filamentdsen Pilzen bereits beschrieben worden. So verfi-
gen etwa A. nidulans und F. oxysporum (Takasaki et al, 2004; Zhou et al, 2002) iiber die Fahig-
keit, in anaeroben Umgebungen Ammonium zu fermentieren. Dabei handelt es sich um einen
neu identifizierten metabolischen Mechanismus, bei dem die dissimilatorische Reduktion von

Nitrat zu Ammonium mit der katabolischen Oxidation des Elektronendonors Ethanol zu Acetat
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verkniipft wird (Takasaki et al., 2004). Somit gewinnt der Organismus durch Substratketten-
phosphorylierung Energie. In derselben Studie wurde ein limitiertes anaerobes Wachstum von
A. nidulans auch in Abwesenheit von Ammonium gezeigt, was darauf hindeutet, dass es in die-
sem Organismus noch weitere metabolische Varianten fiir anaerobes Wachstum geben muss.
Schon frither war gezeigt worden, dass A. nidulans, der zu der Zeit noch als obligat aerob galt,
langere Zeiten in einer anaeroben Umgebung durch die Fermentation von Pyruvat zu Ethanol
tiberdauern konnte (Lockington et al. 1997). Inzwischen ist die frither lange vorherrschende
Meinung, dass filamentose Pilze fast ausschliefdlich strikt aerob leben konnen, wiederlegt. So
wurden bis heute in filamentdsen Pilzen einige andere Stoffwechsel-Anpassungen an anaerobe
Umgebungen nachgewiesen, wie z. B. die Denitrfikation von Nitrat oder Nitrit, die Reduktion von

Stickstoffmonooxyid oder die Fermentation von Ammonium (Takaya, 2009).

Die Auskeimung ist ein Schliisselereignis im Lebenszyklus von A. fumigatus und zudem ein ent-
scheidender Schritt wahrend der Etablierung einer invasiven Aspergillose. Da die Gegebenheiten
in der Lunge einen aeroben Stoffwechsel fordern, wird davon ausgegangen, dass A. fumigatus in
der Lunge aerob wachst, obwohl dies bislang nicht untersucht wurde. Aufierdem wére es auch
vorstellbar, dass inhalierte Konidien in Makrophagen in einer Art Ruhezustand iiberleben und
anschlieféend durch die Phagozyten in andere Gewebe verbreitet werden, in denen Sauerstoff

auch limitiert sein konnte.

Im Allgemeinen wird davon ausgegangen, dass die Auskeimung von Pilzsporen stattfindet, so-
bald geeignete Nihrstoffe, Wasser und Sauerstoff vorhanden sind (Osherov und May, 2001). Die
ruhenden Sporen von A. fumigatus werden von einer hydrophoben Schicht, die hauptsachlich
aus Proteinen besteht, ummantelt (Paris et al, 2003). Diese Schicht ist auch fiir die typische mit
Zacken versehene Oberflachenstruktur der Sporen verantwortlich. In Mutanten-Stdmmen fiihrt
der Verlust dieser Schicht zu einer glatten Sporenoberflache und die Zersetzung der hydropho-
ben Schicht ist ein frither Schritt der Auskeimung und Infektion (Tronchin et al, 1995; Rohde et
al, 2002). Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass die daraus resultierenden Sporen mit glatter
Oberfliche Kohlenhydrat-Antigene der Zellwand exponieren (Luther et al, 2006). Die Verklum-
pung von auskeimenden Sporen scheint durch diese freiliegenden Kohlenhydrate verursacht zu
werden (Tronchin et al, 1995). Innerhalb der Sporen kommt es anschliefRend zur Mobilisierung
von Trehalose. Der gleichzeitige Anstieg des osmotischen Drucks innerhalb der Spore fiihrt ver-
mutlich zum Wachstum der Sporen und somit zur Bildung der angeschwollenen Sporen
(d*Enfert, 1997). Das Ziel der hier durchgefiihrten Untersuchungen war es, grundlegende Be-
diirfnisse der Auskeimung von A. fumigatus genauer zu untersuchen. Schon zu einem fritheren
Zeitpunkt wurde fiir A. nidulans gezeigt, dass eine Hemmung der Proteinbiosynthese durch

Cycloheximid die Auskeimung der Sporen vollstindig verhindert (Osherov und May, 2001).
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Durch die Verwendung verschiedener Cycloheximid-Konzentrationen konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass auch in A. fumigatus die Inhibierung der Proteinbiosynthese die Auskei-
mung verhindert. Hohe Cycloheximid-Konzentrationen verhinderten die Auskeimung vollstdn-
dig, wohingegen mittlere Konzentrationen ein Anschwellen der Sporen nicht verhindern konn-
ten. Aber auch in diesem Fall wurde die Bildung von Keimschlduchen blockiert. Daraus folgt,
dass die Proteinbiosynthese auch in A. fumigatus fiir den gesamten Auskeimungsprozess not-
wendig ist. Die hohen Konzentrationen des Inhibitors werden wohl benétigt, um die hydrophobe

Schutzschicht der ruhenden Sporen zu durchdringen.

Durch die Verwendung eines Fluoreszenzfarbstoffs, der nur aktive Mitochondrien anfarbt, konn-
ten in dieser Arbeit aktive Mitochondrien bereits in angeschwollenen Konidien nachgewiesen
werden. Dies bedeutet, dass die Aktivierung der Atmungskette wahrend der Auskeimung einen
sehr frithen Schritt darstellt. In Ubereinstimmung damit wurde ein signifikanter Verbrauch von
Sauerstoff in Pilzkulturen in YGMedium bereits vier Stunden nach dem Animpfen beobachtet.
Zu diesem Zeitpunkt stellen unter den gewdhlten Versuchsbedingungen angeschwollenen Koni-

dien den dominanten Morphotyp dar.

In Experimenten, in denen A. fumigatus unter aeroben oder anaeroben Bedingungen gewachsen
war, wurde der absolute Bedarf von Sauerstoff fiir die Auskeimung und das Hyphenwachstum
noch deutlicher. Anoxische Bedingungen verhinderten die Bildung von sichtbaren Kolonien auf
Agarplatten sowie das Wachstum von Hyphen. Konidien, die in fliissigem Medium fiir 70 Stun-
den unter anaeroben Bedingungen inkubiert wurden, blieben im ruhenden Zustand ohne anzu-
schwellen. Somit scheint also auch der Prozess des Anschwellens von Sauerstoff abhdngig zu
sein. Diese Erkenntnis spricht dafiir, dass die Sporen die Sauerstoffkonzentration ihrer Umge-
bung wahrnehmen konnen. Insgesamt wurde in diesen Versuchen kein Hinweis auf ein anaero-
bes Wachstum von A. fumigatus gefunden. Auch in Anwesenheit von Nitrat und Ethanol fand
kein anaerobes Wachstum von A. fumigatus statt. Damit scheint sich A. fumigatus in dieser Hin-
sicht von A. nidulans zu unterschieden. Es konnte gezeigt werden, dass die Atmung fiir die Aus-

keimung von A. fumigatus unter den untersuchten Bedingungen notwendig ist.

Es besteht die Moglichkeit, dass der Pilz wahrend der Virulenz hypoxischen Bedingungen ausge-
setzt ist. Bisher wurden noch keine Messungen des 02-Gehalts in Geweben mit einer A. fumiga-
tus-Infektion durchgefiihrt. Bei der Kolonisierung der Lunge durch A. fumigatus im immunge-
schwichten Patienten kommt es zur Zerstérung des Gewebes und zu erheblichen Entziindungs-
reaktionen (Inflammation). In anderen Zusammenhdngen konnte vor langerem gezeigt werden,

dass an Stellen, an denen eine Inflammation auftritt, ein niedriger Sauerstoffgehalt (Hypoxia)
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vorherrscht. Aufderdem wurde ein niedriger Sauerstoffgehalt in vielen Kompartimenten von
entzlindetem aber auch normalem Gewebe gefunden (Matherne et al, 1990; Van Belle et al,
1987; Dewhirst 1998). Die Beobachtung, dass Sporen von A. fumigatus, die unter ein Deckglas-
chen gefallen waren, in fliissigem Medium unter anaeroben Bedingungen auskeimten, blieb auch
bei Verwendung unterschiedlicher Medien (RPMI, YGr) unverandert. Allerdings sind in diesem
Versuchsansatz die Bedingungen unter dem Deckgldschen weitgehend undefiniert. So ist nicht
klar, ob die Fliissigkeitsschicht unter dem Deckglas im ,anaeroben Topf“ vollstindig anaerob
wird oder ob sie geringe Mengen an Sauerstoff enthalt. Nachdem in den zuvor durchgefiihrten
Versuchen ein anaerobes Wachstum ausgeschlossen werden konnte, ist davon auszugehen, dass
sich in der Fliissigkeitsschicht unter dem Deckgldaschen geringe Mengen Sauerstoff befinden, die
dem Pilz zum Wachstum geniigen. Diese These wird von einer Studie, die wahrend dieser Arbeit
verdffentlicht wurde, gestiitzt. Dabei konnte eine Arbeitsgruppe A. fumigatus unter hypoxischen
Bedingungen mit einem Sauerstoffanteil von nur 1% problemlos anziehen (Willger et al, 2008).
Somit muss A. fumigatus in der Lage sein, den Sauerstoffgehalt der Umgebung zu sensieren und
sich anschlieflend an diese Bedingungen anzupassen. Wie inzwischen bekannt ist, ist ein Sterol-
Regulatory Element Binding Protein (SREBP), ndmlich SrbaA, fiir die Anpassung von A. fumigatus
an einen niedrigen Sauerstoffgehalt (Hypoxia) notwendig (Willger et al, 2008). SREBPs sind
eine konservierte Familie von membrangebundenen Transkriptionsfaktoren, die zuerst als Re-
gulatoren des Lipid- und Cholesterin-Stoffwechsels in Sdugerzellen identifiziert wurden (Briggs
et al, 1993; Wang et al, 1993; Rawson, 2003; Espenshade, 2006). Vor nicht allzu langer Zeit
wurde ein SREBP in Schizosaccharomyces pombe als Regulator eines neuen Anpassungswegs an
Hypoxia gefunden. Die Autoren schlagen vor, dass SREBP und ein Sterol Cleavage Activating Pro-
tein (SCAP) die sauerstoffabhdngige Sterol-Biosynthese als Indikator fiir den Sauerstoffgehalt
kontrollieren (Hughes et al, 2005). Ein zu SREBP orthologes Protein wurde auch in C. neofor-
mans nachgewiesen. In diesem Organsimus ist der SREBP-Stoffwechselweg unabdingbar fiir die
Anpassung an hypoxische Bedingungen und die Sterol-Biosynthese. Mutanten zeigten sich sehr
sensitiv gegeniiber den antifungalen Azolen und waren nicht in der Lage, Meningoencephalitis
zu verursachen (Chang et al, 2007; Chun et al, 2007). Durch Mutantenstudien in A. fumigatus
konnte die wichtige Rolle von SREBP auch in filamentdsen Pilzen bestatigt werden (Williger et
al, 2008). Auch in diesem Organismus ist der Transkriptionsregulator fiir die Biosynthese der
Sterole und die Resistenz gegeniiber der antifungalen Stoffklasse der Azole notwendig. Daneben
ist SrbA in A. fumigatus auch fir die Zellpolaritidt und die Morphogenese der Hyphen notwendig.
Eine srbA-Deletionsmutante zeigte unter hypoxischen Bedingungen (1% 0:) im Gegensatz zum
Wildtyp kein Wachstum. Das zeigt, dass SrbA auch in A. fumigatus fiir hypoxisches Wachstum
notwendig ist. Die Avirulenz der Mutante in zwei verschiedenen Maus-Infektionsmodellen er-

klaren die Autoren durch die Unfdhigkeit der Mutante, unter hypoxischen Bedingungen zu
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wachsen. Damit wire zum ersten Mal gezeigt, dass die Anpassung an hypoxische Bedingungen
eine wichtige Virulenzanpassung fiir pathogene, filamentdse Pilze darstellt. Ein Transkriptions-
profil identifizierte 87 Gene, die durch den Verlust der SrbA-Funktion betroffen sind. Im Gegen-
satz zu S. pombe und C. neoformans wurden in dieser Studie keine Gene mit Annotation entdeckt,
die den Grund der Anpassung an die niedrigen Sauerstoffkonzentrationen in A. fumigatus erkla-
ren. Somit scheinen sich die Anpasssungsstrategien an Hypoxia von filamentdsen Pilzen und
Hefen deutlich zu unterscheiden. Das Gen mit der hochsten Verdnderung der Expression im Ver-
gleich zwischen Wildtyp und Mutante war eine Nicht-Ribosomale Peptid-Synthetase (NRPS1
oder pes1). Moglicherweise sind also die nicht identifizierten Peptide, die durch NRPS1 produ-
ziert werden, fiir die Anpassung an Hypoxia zustidndig. Schon frither war gezeigt worden, dass
NRPS1 in A. fumigatus fiir die Anpassung an oxidativen Stress noétig ist (Reeves et al, 2006). Die
SrbA-Nullmutante zeigte allerdings keine verdnderte Empfindlichkeit gegentiber oxidative
Stress (Williger et al, 2008). Auch die genaue Regulation und Aktivierung von SrbA ist bisher
noch unbekannt. Die in dieser Arbeit gemachte Beobachtung des hypoxischen Wachstums wur-

de also durch andere Studien bestatigt.
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Zusammenfassung

Vor Beginn dieser Arbeit war ein A. fumigatus-Protein (Chp: CipC homologes Protein) mit unbe-
kannter Funktion und hoher Homologie zum CipC-Protein aus A. nidulans als prominentes
hyphenspezifisches Protein identifiziert worden (Schwienbacher, 2005). Weiterhin gab es zu
diesem Zeitpunkt Hinweise, dass ein zu CipC homologes Protein in C. neoformans eine wichtige
Rolle wahrend der Virulenz spielt (Steen et al, 2003). In dieser Arbeit sollte die biologische
Funktion des pilzspezifischen Proteins genauer untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden
monoklonale Antikérper gegen Chp, mehrere Reporterstimme sowie eine Deletionsmutante

hergestellt.

Die erhobenen Daten zeigen, dass Chp als Monomer im Cytosol der Hyphen vorliegt. Dabei zeigte
sich eine gleichméafiige Verteilung eines GFP-Fusionsproteins innerhalb der Hyphen; nur die
Vakuolen schienen ausgespart. Die Identifikation des Proteins auf der Sporenoberfliche von
A. fumigatus (Asif et al, 2006) wurde wiederlegt und die differentielle Expression des Proteins
bestdtigt. Anders als in A. nidulans (Melin et al, 2002) wirkt das Antibiotikum Concanamycin A
auf die Bildung von Chp in A. fumigatus nicht induzierend. Da diese Tatsache sowohl fiir die Na-
mensgebung von CipC, als auch fiir die Namensgebung von Chp verantwortlich war, sollte das
A. fumigatus-Protein umbenannt werden. Die Wahl des Namens fiel auf NrpA (Nitrogen
regulated protein A), da die Bildung des Proteins von der N-Quelle abhangig ist. Die N-abhdngige
Regulation war fiir ein homologes F. fujikuroi Gen auf RNA-Ebene bereits bekannt (Teichert et
al, 2004). In der vorliegenden Arbeit konnte sie in A. fumigatus und erstmals auf Proteinebene
bestatigt werden. Desweiteren wurden auch neue N-Quellen untersucht. Dabei zeigte sich, dass
NrpA in Anwesenheit der N-Quellen Glutamat, Nitrat oder Harnstoff nicht gebildet wird, wohin-
gegen Komplexmedien sowie die N-Quellen Ammonium, Glutamin, Asparaginsadure, Asparagin,
Valin und Tryptophan zur Bildung des Proteins fiihren. In Kombination einer induzierenden und
einer unterdriickenden N-Quelle dominiert stets die induzierende. In Reporterstimmen (gfp;
lacZ) fand diese negative Regulation der Bildung von NrpA nicht statt. Das Protein wurde sowohl
in Anwesenheit einer normalerweise unterdriickenden N-Quelle, als auch in den Sporen gebil-
det. Weiterhin nimmt die gebildete Menge von NrpA sowohl bei langeren Inkubationszeiten, als
auch bei Verwendung hoherer Animpfdichten zu. Wird der Pilz zunichst mit einer die NrpA-
Bildung unterdriickenden N-Quelle angezogen und dann in Medium mit einer induzierenden N-
Quelle umgesetzt, dauert es 6 h bis eine Bildung von NrpA verzeichnet werden kann. Diese Zeit-
spanne blieb auch in einem inversen Experiment gleich. Als nachstes wurde untersucht, ob NrpA
in A. fumigatus unter Stressbedingungen von Bedeutung ist. Dabei konnte gezeigt werden, dass

sowohl osmotischer Stress, als auch oxidativer Stress, der durch Menadion verursacht wird, kei-
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ne Auswirkung auf die gebildete NrpA-Menge hat. Dagegen fiihrt durch H,0, verursachter Stress
zu einem verdnderten Laufverhalten von NrpA in SDS-Gelen. Das Protein scheint unter diesen
Umstdnden ein hoéheres Molekulargewicht zu haben. Mithilfe eines A. fumigatus-
Reporterstammes, der ein NrpA-GFP-Fusionsprotein bildet, konnte gezeigt werden, dass H0-
auch zu einer veranderten Lokalisation von NrpA fiihrt. Das sonst gleichmafdig in den Hyphen
verteilte Protein formierte sich in punktférmigen Strukturen. Auch unter Mangelbedingungen
spielt NrpA keine wichtige Rolle, denn weder ein C- noch ein N-Mangel verdndert die gebildete
Menge des Proteins. Dient die normalerweise die NrpA-Bildung induzierende N-Quelle Glutamin
als C- und N-Quelle wird NrpA nicht gebildet. Ebenso wie in F. fujikuroi (Teichert et al, 2002)
wird die Bildung des NrpA-Proteins durch MSX, einem Inhibitor der Glutaminsynthetase, fast
vollstindig inhibiert. Anders als in F. fujikuroi (Teichert et al, 2006) verursachte die Inhibierung
der TOR-Kinase durch Rapamycin keinen Effekt auf die Bildung von NrpA. Auch durch eine her-
gestellte Deletionsmutante konnte die biologische Funktion von NrpA nicht geklart werden. In
zahlreichen vergleichenden Untersuchungen verhielt sich die Mutante ebenso wie der Wildtyp.
Der einzige dokumentierte Unterschied zwischen Mutante und Wildtyp ist eine verstarkte Bil-
dung der Katalase 1 in der Deletionsmutante. Anders als angenommen spielt NrpA wahrend der
Virulenz von A. fumigatus keine Rolle. In einem Virulenzmodell in embryonierten Hithnereiern
verhielten sich Deletionsmutante und Wildtyp gleich. Auch in murinen Makrophagen fiihrten die
Deletionsmutante und der Wildtyp etwa zu vergleichbaren Mengen an ausgeschiittetem IL-10
und TNFa. Ein potentieller Nutzen von NrpA bei der Diagnose der allergischen

bronchoalveolaren Aspergillose (ABPA) konnte ebenso ausgeschlossen werden.

Neben NrpA waren im Vergleich der Proteinmuster der verschiedenen A. fumigatus-
Morphotypen auch weitere differentiell exprimierte Proteine aufgefallen. Eines davon war eine
MnSOD (Aspf6), die bis dahin auch als mitochondriale MnSOD bezeichnet wurde (Rementeria et
al, 2007). Da im Genom von A. fumigatus aber eine weitere MnSOD kodiert ist, die liber eine
putative Mitochondriensignalsequenz verfiigt, sollte in einem zweiten Teil der Arbeit die tat-
sachliche Lokalisation dieses Proteins gezeigt werden. Dafiir wurden zunichst monoklonale
Antikorper gegen das Protein hergestellt. Eine mitochondriale Lokalisation der MnSOD mit puta-
tiver Signalsequenz konnte gezeigt werden. Dabei wurden sowohl Western-Blots als auch ein
A. fumigatus-GFP-Reporterstamm verwendet. Weiterhin konnte das Protein genauer charakteri-
siert werden. Im Gegensatz zu Aspf6, das nur in den Hyphen des Pilzes zu finden ist, wurde die
mitochondriale MnSOD sowohl in den Sporen, als auch in den Hyphen nachgewiesen. Die gebil-
dete Menge des Proteins verandert sich im Zeitverlauf nicht. Lediglich zu sehr spaten Wachs-
tumszeitpunkten in der spiten stationdren Phase war ein leichter Anstieg zu beobachten. Die

gebildete Menge des Proteins hing auch nicht von der Animpfdichte der Kultur ab. Anders als
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Aspf6, das bekannterweise ein Homotetramer bildet (Fliickiger et al, 2002), scheint die
mitochondriale MnSOD als Dimer vorzuliegen. Auch in Antwort auf oxidativen Stress verhielten
sich die beiden MnSODs unterschiedlich. Menadion, das innerhalb der Zelle die Bildung von Su-
peroxidanionen bewirkt, fithrte zu einem leichten Anstieg der Proteinmenge der
mitochondrialen MnSOD, wahrend Aspf6 unverandert blieb. Als Folge von oxidativem Stress, der
durch H;0; verursacht wird, zeigte Aspf6 eine leichte Verringerung, wahrend die mitochondriale

MnSOD schnell abgebaut wird.

In einem dritten Teil dieser Arbeit wurde die Rolle der Atmung wahrend der Auskeimung von
A. fumigatus genauer untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Proteinbiosynthese fiir
den Auskeimungsprozess unbedingt notwendig ist. Desweiteren wurde mit Hilfe unterschiedli-
cher Methoden eine sehr frithe Aktivierung der Atmungskette wiahrend des Auskeimungspro-
zesses nachgewiesen. Ebenso konnte gezeigt werden, dass die Anwesenheit von Sauerstoff fiir
das Wachstum von A. fumigatus unbedingt erforderlich ist. Im anaeroben Milieu konnten die
Konidien weder anschwellen noch auskeimen. Auch bereits vorhandene Hyphen konnten unter
Abwesenheit von Sauerstoff nicht weiterwachsen. Weitere Untersuchungen zeigten, dass A. fu-
migatus anders als A. nidulans (Takasaki et al, 2004) nicht iiber die Fahigkeit verfiigt, im Anae-
roben durch eine Fermentation von Ammonium zu iiberleben. In dieser Arbeit wurde ebenso
wie in anderen aktuellen Arbeiten (Williger et al, 2008) die Fahigkeit von A. fumigatus, in

hypoxischen Umgebungen zu wachsen, nachgewiesen.
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Anhang

Phenotype Microarrays (Biolog)

PM3B MicroPlate Nitrogen Sources

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 All Al12
Negative | Ammonia Nitrite Nitrate Urea Biuret L- L- L- L- L- L-
Control Alanine | Arginine Asparagi Aspartatic Cystein Glutamic
ne Acid Acid
B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11l B12
L- Glycine L- L- L- L-Lysine L- L- L-Proline | L-Serine L- L-
Glutami- Histidin Isoleucine | Leucine Methio Phenyl- Threoni Tryptoph
ne e nine alanine ne an
C1 c2 C3 Cc4 C5 Cé c7 C8 Cc9 C10 C11 C12
L- L-Valine D- D- D- D- D- D-Serine D-Valin L- L- L-
Tyrosine Alanine Asparagin | Aspartat | Glutamic Lysine Citrulline Homose Ornithine
e ic Acid Acid rine
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12
N- N- L- Hydroxyl Methyl- N- N- Ethylami Ethanola Ethylenedi Putresci Agmatine
Acetyl- Phthaloyl- Pyroglut | amine amine Amyl- Butyl- ne mine amine ne
D,LGluta | L-Glutamic amic amine amine
mic Acid | Acid Acid
El E2 E3 E4 ES5 E6 E7 E8 E9 E10 Ell E12
Histamin | B- Tyramin | Acetamid Form- Glucurona | D,L- D- D- D- N- N-
e Phenylethyl | e e amide mide Lactam | Glucosa Galactosa | Mannosam | Acetyl- Acetyl-
amine ide mine mine ine D- D-
Glucosa | Galactosa
mine mine
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12
N- Adenine Adenosi Cytidine Cytosine | Guanine Guanos | Thymine | Thymidin | Uracil Uridine Inosine
Acetyl- ne ine e
D-
Manno-
samine
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 G11 G12
Xanthine | Xanthosine Uric Alloxan Alantoin | Parabanic D,L-a- - e-Amino- | D,L-a- o8- a-Amino-
Acid Acid Amino- | Amino- N- Amino- Amino- N-Valeric
N- N- Caproic Caprylic N- Acid
Butyric | Butyric Acid Valeric
Acid Acid Acid
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12
Ala-Asp Ala-Gln Ala-Glu Ala-Gly Ala-His Ala-Leu Ala- Gly-Asn Gly-GIn Gly-Glu Gly-Met | Met-Ala
Thr
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PM10 Microplate pH

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 All Al12
pH3.5 pH 4 pH45 | pHS pHS5.5 pH6 pH7 pH8 pH 8.5 pH9 pH9.5 pH 10
B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11 B12
pH 4.5 pH 4.5+ pH 4.5 pH45+ | pH45+ | pH45+ | pH45 pH 4.5 pH 45+ pH 4.5 pH 4.5+ L- pH 4.5
L-Alanine | +L- L- L- L- . L-Histidine | +L- Leucine
Arginin | Aspara- | Aspartic | Glutamic | *L- + Glycine Isoleuci +L-
gin Acid Acid Glutami- ne Lysine
ne
C1 c2 Cc3 C4 C5 C6 c7 c8 Cc9 C10 Cl1 C12
pH45+ | pH45+ pH 4.5 pH45+ | pH45+ | pH45+ | pH45+ pH 45+ pH4.5+ pH 4.5 pH4.5 + L- pH45+
Methion +L- L-Serine | L- L- L- L-Valine Hydroxy- +L- Homoargi- L-
ine L- Proline Threoni Tryptoph | Tyrosine L-Proline Ornithin | nine Homoser
Phenyl- ne an e ine
alanine
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12
pH45+ | pH45+ pH 4.5 pH45+ | pH45+ | pH45+ | pH45+ pH45+5- | pH45+5- | pH45 pH 45 + pH 4.5+
Anthrani | L- +L- o- a-Amino | B- v- Hydroxy Hydroxy +D,L- Trimethyla- Urea
lic Acid Norleucin Norvali | Amino- malo- Hydroxy Hydroxy Lysine Tryptophan | Diami- mine-N-
e ne N- nate Gluta- Gluta- no oxide
butyric mate mate pimelic
Acid Acid
El E2 E3 E4 ES5 E6 E7 ES8 E9 E10 E11l E12
pH 9.5 pH 9.5 + pH 9.5 pH95+ | pH95+ | pH9.5+ | pH9.5+ pH9.5+ pH9.5+ pH 9.5 pH9.5+ L- pH9.5+
L-Alanine +L- L- L- L- L- Glycine L-Histidine | +L- Leucine L-Lysine
Argini- | Asparagi | Aspartic | Glutamic | Glutami- Isoleuci
ne ne Acid Acid ne ne
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12
pH95+ | pHO9.5+ pH9.5 pH95+ | pH95+ | pH9.5+ pH9.5 + pH 9.5+ pH9.5 + pH 9.5 pH9.5 + L- pH9.5+
L- L- +L- L-Serine | L- L- L- L-Valine Hydroxy- +L- Homoargi- L-
Methion | Phenyl- Proline Threoni Tryptoph | Tyrosine L-Proline Ornithin | nine Homoser
ine alanine ne an e ine
Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 G11 G12
pH9.5+ | pH9.5+ pH 9.5 pHO95+ | pHO95+ | pH9.5+ pH 9.5+ pH9.5+5- | pH95+5- | pH95 pH9.5 + pH9.5+
Anthrani | L- +L- o- a-Amino | B- v- Hydroxy Hydroxy +D,L- Trimethyla- Urea
lic Acid Norleucin Norvali | Amino- malo- Hydroxy Hydroxy Lysine Tryptophan | Diami- mine-N-
e ne N- nate Gluta- Gluta- no oxide
butyric mate mate pimelic
Acid Acid
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12
X- X-a-D- X-B-D- | X-a-D- X-p-D- X-a-D- X-B-D- X-p-D- X-B-D- X-a-D- X-PO4 X-S04
Caprylat | Glucoside | Gluco- | Galacto- | Galacto- | Glucuro- | Glucuro- | Glucosa- Glucosa- Mannos
e side side side nide nide minide minide ide
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