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I. EINLEITUNG

Schitzungen besagen, dass es ca. 1,5 Millionen Pilzspezies auf dieser Erde gibt
(HAWKSWORTH, 2001). Nur einige wenige davon sind auch als
Krankheitserreger bekannt. Prinzipiell handelt es sich bei den meisten dieser Pilze
um opportunistische Erreger. Das heiflt der Erreger nutzt eine bereits vorliegende
Abwehrschwiche des Erkrankten aus und es kommt zu oft schweren Infektionen.
Bei einem Gesunden werden die Schimmelpilze dagegen schnell vom

Immunsystem eliminiert.

Die invasiven Mykosen sind in der Humanmedizin besonders gefiirchtet. Sie
stellen ein grofBes Gesundheitsrisiko dar und gehen mit hohen Mortalitdtsraten
einher. Die Inzidenz dieser Infektionen nimmt stetig zu, da sich die Risikogruppen
erweitern. Besonders gefdhrdet fiir eine invasive Mykose sind Patienten nach
Organ- oder Stammzelltransplantationen, Krebspatienten, Patienten die eine
immunsuppressive Therapie erhalten, AIDS-Patienten, Frithchen oder auch
Patienten, die sich einer grofen Operation unterziehen miissen (NUCCI &

MARR, 2005).

Zu den Erregern invasiver Mykosen zdhlen zum einen Hefen mit den hdufigsten
Vertretern Candida spp. und Cryptococcus spp., zum anderen konnen auch
filamentose Pilze die Ursache sein (ENOCH et al., 2006). Zu den klinisch
relevanten filamentdsen Pilzen gehoren Aspergillus spp., Fusarium spp.,
Scedosporium spp., Penicillium spp. und die Zygomyceten (MARR et al., 2002).
Als héufigster Erreger invasiver Schimmelpilzmykosen gilt Aspergillus,
insbesondere A. fumigatus (ENOCH et al., 2006). Beim zweithdufigsten Erreger
handelt es sich um Fusarium, wobei die klinisch relevantesten Fusarium Spezies
dem F. solani-Komplex, dem F. oxysporum-Komplex und dem Giberella
fujikuroi-Komplex angehéren (DIGNANI & ANAISSIE, 2004; NUCCI &
ANAISSIE, 2007).

Die Therapie invasiver Schimmelpilzmykosen stellt die Medizin immer noch vor
grole Herausforderungen. Dem Kliniker stehen fiir die Behandlung im
Wesentlichen nur drei Klassen von Antimykotika zur Verfligung: Polyene, Azole

und Echinocandine. Durch die geringe Vielfalt an Medikamenten kommt es
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jedoch immer héufiger zur Ausbildung von Resistenzen (ENOCH et al., 2006).
Zudem weisen die verschiedenen Schimmelpilze teilweise sehr unterschiedliche
Sensitivititen gegeniiber den vorhandenen Antimykotika auf. Wéhrend
Echinocandine beispielsweise auf Aspergillus spp. fungistatisch wirken, weisen
sie in klinisch relevanten Konzentrationen keine Aktivitit gegeniiber Fusarium
spp. auf (DENNING, 2003). Deshalb ist der Bedarf fiir neue Therapieansitze
grofl. Aufgrund der unterschiedlichen Sensitivitit gegeniiber den verschiedenen
Substanzen, ist aber auch eine genaue Identifizierung des Erregers besonders
wichtig, doch nicht immer mdéglich. Im Falle von Aspergillus- und Fusarium-
Infektionen ist die Differenzierung besonders problematisch, obwohl sie einen
erheblichen Einfluss auf die Wahl des Antimykotikums hat. In histologischen
Schnitten ist eine Differenzierung unmoglich, da Aspergillus und Fusarium eine
sehr dhnliche Morphologie aufweisen. Dazu kommt, dass die Aussagekraft einer
positiven Kultur oft fraglich ist, da sie stark davon abhingig ist, ob die Probe steril
entnommen werden konnte (OSTROSKY-ZEICHNER, 2012). Dariiber hinaus
gibt es mit dem Galaktomannan-Assay, eine bereits seit einigen Jahren eingesetzte
serologische Nachweismethode flir Aspergillus spp. In letzter Zeit hiaufen sich
aber auch da die Berichte, dass auch eine Fusarium-Infektion zu einem positiven
Testergebnis im Assay fithren kann (TORTORANO et al.,, 2012). Mit den
bisherigen diagnostischen Mitteln ist eine Unterscheidung zwischen Fusarium-
und Aspergillus-Infektionen somit oft nicht moglich und die Entwicklung
spezifischerer Nachweismethoden fiir diese Schimmelpilze ist daher von groBer

Bedeutung.

Diese Arbeit hatte zwei Ziele. Zum einen sollten Antikorper gegen Nicht-
Aspergillus-Schimmelpilze hergestellt werden, um mit deren Hilfe neue
diagnostische Nachweismethoden zu entwickeln. Ein Hauptaugenmerk lag dabei
auf einer Methode fiir die Differenzierung von durch Aspergillus und Fusarium
ausgelosten invasiven Schimmelpilzmykosen mithilfe spezifischer Antikorper. Im
zweiten Teil lag der Fokus auf der Therapie invasiver Schimmelpilzmykosen.
Dabei sollte untersucht werden, ob Substanzen, die den Pilz-spezifischen High
Osmolarity Glycerol (HOG) Signalweg aktivieren, prinzipiell flir eine antifungale

Therapie geeignet sind.
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I1. LITERATURUBERSICHT

1. Aspergillus fumigatus

1.1 Taxonomie und Bedeutung

A. fumigatus wurde erstmals 1863 vom deutschen Arzt und Botaniker J. B. Georg
W. Fresenius beschrieben (SCHMIDT, 1998). Der Name ,,fumigatus® stammt
vom lateinischen Wort fumus und bedeutet Rauch. Damit wird sowohl auf die
durch das enthaltende Melanin rauchgriine Farbe der Sporen angespielt als auch
auf die rauchartige Verbreitung der Sporen durch die Luft. A. fumigatus zdhlt wie
alle Pilze zu den Eukaryonten. Diese zeichnen sich im Gegensatz zu den
Prokaryonten durch das Vorhandensein eines Zellkerns aus. A. fumigatus gehorte
lange zu den sogenannten fungi imperfecti, bei denen keine sexuelle Form
bekannt ist. Erst 2009 konnten O‘Gorman et al. diese fir A. fumigatus
nachweisen. Die entsprechende teleomorphe Form wurde Neosartorya fumigatus
genannt (O'GORMAN et al., 2009). Die Gattung Aspergillus, die auch als
GielBkannenschimmel bezeichnet wird, besteht aus ca. 200 Arten, von denen
einige auch eine wichtige Rolle in der Lebensmittel- und Pharmaindustrie spielen.
A. terreus wird beispielsweise fiir die Produktion des cholesterinsenkenden
Medikaments Lovastatin verwendet und 4. oryzae hilft bei der Fermentation von
Sojabohnen und Reis zu Sojasauce und Sake. In der Landwirtschaft wiederum gilt
Aspergillus section flavi als gefiirchteter Erntekontaminant. Er produziert das
hoch toxische Aflatoxin, das sowohl kanzerogene als auch immunsupprimierende
Eigenschaften besitzt. Die Aufnahme des Toxins durch kontaminiertes Getreide
kann zu schwerer Krankheit oder sogar zum Tod fiihren (DAGENAIS &
KELLER, 2009).

1.2 Lebenszyklus und Habitat von A. fumigatus

Der Lebenszyklus von A4. fumigatus beginnt mit der Verbreitung von Sporen
durch die Luft. Die asexuellen Sporen, auch Konidien genannt, sind 2-3um grof3
und beinhalten grole Mengen an Trehalose, die es Thnen ermdglicht, flir lange
Zeit in der Umwelt zu iiberdauern (NI & YU, 2007). Die Konidienoberfliche ist
von einer ,,Rodlet-Layer® umgeben, einer Hiille aus hydrophoben Proteinen.

Diese schiitzt die Sporen zum einen vor schddlichen Umwelteinfliissen, zum



II. Literaturiibersicht 4

anderen aber auch vor einer Erkennung durch Makrophagen (AIMANIANDA et
al., 2009). Treffen die Sporen auf eine Oberfldche, lagern sie sich dieser an und
beginnen abhédngig von verschiedenen Umweltbedingungen wie z.B. Temperatur,
Feuchtigkeit oder pH-Wert mit der Keimung. Zunidchst kommt es zur Spaltung
von Trehalosepolymeren und deren Umwandlung in Glyzerin, wodurch sich der
osmotische Druck im Inneren der Sporen erhoht, Wasser einstromt und die Sporen
schlieBlich auf das 3-4-fache ihrer Gro3e anschwellen (D'ENFERT, 1997). Nach
wenigen Stunden bilden sich Keimschlduche, die nach und nach zu einer Hyphe
heranwachsen (ROHDE et al., 2002). Hyphen haben einen Durchmesser von 2-
4um und sind durch Septen in einzelne Kompartimente unterteilt. Die Septen
besitzen Poren durch die ein Austausch von Zytoplasma moglich wird. Die
Hyphenzellwand besteht groBtenteils aus den Polysacchariden B-1,3-D-Glucan, B-
1,6-D-Glucan, Galaktomannan und Chitin (BERNARD & LATGE, 2001). Die
Hyphen verzweigen sich anschlieend und bilden miteinander ein dichtes Myzel.
Bei Luftkontakt kommt es zur Sporulation. Dabei wichst aus einer Fullzelle eine
Art Stiel, auch Konidiophor genannt, empor. Die diesem aufgelagerten
Flaschenzellen, auch Phialiden genannt, schniiren wiederum die Konidien in

Ketten ab. Nach Freisetzung dieser Sporen kann der Zyklus von vorne beginnen.

Konidien

Konidiophore

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Morphologie von A. fumigatus
Nach Schwienbacher (SCHWIENBACHER, 2005)

Aspergillus erndhrt sich ausschlieBlich heterotroph d.h. er bezieht seine Nahrstoffe
aus der Zersetzung organischer Substanz im Erdboden. Deshalb spielt er auch eine
wichtige Rolle fiir das Recycling von Kohlenstoff und Stickstoff in der Umwelt.
A.  fumigatus bendtigt aerobe Wachstumsbedingungen und bevorzugt

vergleichsweise hohe Temperaturen. Bei Temperaturen von bis zu 55 °C kann
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Wachstum beobachtet werden und er iiberlebt selbst Temperaturen von bis zu 70

°C. Seine bevorzugte Wachstumstemperatur liegt aber bei 37 °C (LATGE, 1999).

1.3 Bedeutung in der Humanmedizin

Jeder Mensch atmet tdglich mehrere hundert Sporen ein. Deshalb nehmen
Infektionen meist in der Lunge ihren Ursprung (LATGE, 1999). Bei Gesunden
werden die eingeatmeten Sporen direkt durch das angeborene Immunsystem
eliminiert. Ist das Immunsystem allerdings geschwécht, kann es zu einer Infektion
kommen. Man unterscheidet bei den durch A4. fumigatus ausgelosten
Krankheitsbildern in der Humanmedizin prinzipiell zwischen der rein allergischen
Form, bei der der Wirt nicht infiziert ist, und der Infektion. Zur rein allergischen
Form kommt es durch wiederholte Exposition mit Aspergillus-Konidien und -
Antigen und meist flihrt schon eine Beseitigung der Umweltquelle zu einer
deutlichen Verbesserung der klinischen Symptomatik. Bei der Infektion
unterscheidet man invasive und nicht-invasive Formen. Zu den nicht-invasiven

Formen zédhlen die allergisch-bronchopulmonale Aspergillose (ABPA) und das

Aspergillom.
immunkompetenter keine Erkrankung Dissemination (z.B.
Mensch Gehirn, Leber, Niere)
héhlenbildende Aspergillom akute invasive Rhinositis
Lungenerkrankung
Exposition mit 4.
‘umigatus-Sporen
Jumig P Asthma und/oder ABPA Tracheobronchitis oder
cystische Fibrose obstruktive Bronchitis
immunsupprimierter invasive Aspergillose akute oder chronische
Mensch pulmonale IA

Abbildung 2: Durch A. fumigatus verursachte Krankheitsbilder
Modifiziert nach Beck (BECK, 2014)

Die ABPA stellt eine Hypersensitivitdtsreaktion auf Aspergillus-Antigene dar, die
durch eine oberflichliche Kolonisierung der Lunge mit A. fumigatus ausgelost
wird. Die Erkrankung tritt vor allem bei Patienten auf, die unter Asthma oder
cystischer Fibrose leiden. Die Prévalenz bei vorliegendem Asthma liegt in den
USA bei 1-2 % (SCHWARTZ & GREENBERGER, 1991). Bei der cystischen
Fibrose bewegt sie sich laut einer weltweiten Meta-analyse zwischen 3-25 %
(MATURU & AGARWAL, 2015). Klinisch zeigt sich die ABPA durch

bronchiales  Asthma, Thoraxschmerzen, Myalgien und H&imoptysen
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(PRZYBILLA & BACHERT, 2000). Fiir die Diagnose nutzt man die Rosenberg-
Patterson-Kriterien, die unter anderem folgendes beinhalten: Vorhandensein von
bronchialem Asthma, positive Hautreaktion auf Injektion von Aspergillus-
Antigen, erhohtes Gesamt-IgE, Eosinophilie, IgE- und IgG-Antikérper gegen
Aspergillus-Antigene, sowie zentrale Bronchiektasien (CHOTIRMALL et al.,
2013).

Beim Aspergillom hingegen handelt es sich um einen ,,Pilzball®, der sich in
bereits existierenden Kavernen der Lunge bildet. Die pulmonale Hohlenbildung
entsteht zum Beispiel durch eine Tuberkulose, Sarkoidose oder durch andere
bullése Lungenerkrankungen. Bei 10-15 % der Patienten mit hohlenbildenden
Lungenerkrankungen kommt es zur Ausbildung eines Aspergilloms (LATGE,
1999). Die Verdanderungen der Lunge sind in der Computertomographie (CT) oder
auf einer Rontgen-Thorax-Aufnahme meist gut sichtbar. Die meisten Patienten
sind asymptomatisch. Es kann aber zu lebensbedrohlichen Hdmoptysen, durch
Invasion von Hyphen in bronchiale Arterien, kommen. Therapeutisch setzt man
heutzutage neben der operativen Resektion und Behandlung mit Antimykotika
auch auf die CT-gesteuerte Instillation von beispielsweise Amphotericin B direkt
in die betroffenen pulmonalen Kavernen. Das fiihrt in manchen Fillen zu einer
kompletten Riickbildung des Pilzballs (THOMPSON & PATTERSON, 2008;
CHOTIRMALL et al., 2013).

Bei der invasiven Aspergillose (IA) unterscheidet man vier Formen (LATGE,

1999):
- Akute oder chronische invasive pulmonale Aspergillose (IPA)
- Tracheobronchitis und chronisch obstruktive Lungenerkrankung
- Akute invasive Rhinusitis
- Disseminierte IA mit Gehirn- oder anderer Organbeteiligung

Abhidngig von der Art der Immunsuppression kann es zu unterschiedlichen
Verlaufen einer invasiven Aspergillose kommen. Ist durch vorliegende
Neutropenie die Anzahl der Neutrophilen verringert, kommt es nur zu einer
geringen Entziindungsreaktion und die Pilze konnen sich nach Angioinvasion
tiber den Blutkreislauf in andere Organe ausbreiten. Bei Patienten, die aufgrund

von Kortikosteroidtherapie immunsupprimiert sind, wird dagegen das



II. Literaturiibersicht 7

Pilzwachstum durch die Rekrutierung von Neutrophilen begrenzt. Es kommt
dabei allerdings zu einer starken Entziindungsreaktion, die mit massiven
Gewebeschdden einhergeht und so auf diesem Wege zum Tod fiihren kann

(DAGENAIS & KELLER, 2009).

Immunsuppression durch Coricosteroide:

Rekrutierung von Meutrophilen, Gewebeschiden

Basalmembran T 0 Q : » »
Flimmerepithel N e ‘J . s
" v 2 -
o { e
{ e
h o,

"fﬁ 28

\-c.a o/ 0 o 2\*\..,‘:',

Sporulation Einatmen von Konidien Auskeimung van Konidien in
Abwesenheit ausreichender
Verteidigungsmechanismen

MNeutropenie:

Exzessives Hyphenmwachstum und
Ausbreitung des Pilzes

Abbildung 3: Entwicklung einer invasiven Aspergillose abhingig von der
Art der Imnmunsuppression

Nach Beck (BECK, 2014)

Die IPA ist die hiufigste Form der Aspergillose und trat friiher meist 10-14 Tage
nach hématopoetischer Stammzelltransplantation und bei Vorliegen einer
Granulozytopenie auf (THOMPSON & PATTERSON, 2008). Neuerdings sind
allerdings nur ein Drittel der neutropenischen Patienten betroffen, da diese
Patientengruppe durch den Einbau von HEPA-Filtern in raumlufttechnische
Anlagen inzwischen besonders gut geschiitzt ist (OREN et al., 2001). Klinisch
zeigt sich die IPA durch pleuritischen Brustschmerz, Dyspnoe, Hamoptysis,
trockenen Husten und Fieber. Die tracheobronchiale Aspergillose ist
typischerweise eine Komplikation bei AIDS-Patienten oder Patienten nach
Lungentransplantationen. Die Symptome sind mit Husten, Brustschmerz, Fieber
und Hamoptysis unspezifisch. Bei der disseminierten Form kommt es iiber das
Blut- oder Lymphsystem zur Ausbreitung des Pilzes in andere Organe, oft auch in
das Gehirn. Auch mit angemessener antifungaler Therapie liegen die

Mortalitétsraten dann bei iiber 90 % (THOMPSON & PATTERSON, 2008).

Aspergillus zahlt aulerdem zu den Mykotoxinproduzenten. Mykotoxine sind
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sekundire Stoffwechselprodukte von Pilzen, die Tieren aber auch dem Menschen
Schaden zufiigen konnen, wenn sie mit der Nahrung aufgenommen werden
(NELSON et al, 1994). A. fumigatus produziert unter anderem das
immunsuppressive Gliotoxin, welches die Immunantwort stort und das Eindringen
in das Gewebe erleichtert (FOX et al.,, 2004). Mykotoxine sind aber nicht
Gegenstand dieser Arbeit und werden deshalb nicht ausfiihrlicher behandelt.

14 Bedeutung in der Tiermedizin

Aspergillus-Spezies konnen in allen Haussdugetieren und Vogeln sowie in vielen
wilden Tieren gefunden werden. Sie verursachen neben Allergien sowohl
lokalisierte als auch systemische Aspergillosen. Bei Tieren handelt es sich meist
um eine lokale Infektion des Atmungstraktes, die sich zu einer generalisierten
Erkrankung weiterentwickeln kann. Aspergillose wird bei Tieren hauptsidchlich
durch A. fumigatus und einige wenige andere Spezies verursacht
(SEYEDMOUSAVI et al., 2015). Auch im Tierreich gilt eine eingeschrinkte
Immunantwort als ein bedeutender Risikofaktor flir die FErkrankung an
Aspergillose (YAMAUCHI et al.,, 2011). Gesunde Tiere konnen aber durch
widrige Umweltbedingungen auch betroffen sein. Zum Beispiel kdnnen sich bei
Reptilien Defizite in der Haltung wie falsche Temperatur und schlechte Erndhrung
als Stressoren auf das Immunsystem auswirken (MILLER et al., 2004). Bei
Vogeln zéhlen eine zu hohe Ammoniakkonzentration, Mykotoxinexposition sowie
falsche Fiitterung zu den umweltbedingten Belastungen (HOERR, 2010). Neben
Rasse- und Geschlechtspradispositionen, wie zum Beispiel beim Hund
(MORTELLARO et al., 1989), kann auch Tuberkulose als zugrundeliegende
Krankheit eine wichtige Rolle spielen (ZMEILI & SOUBANI, 2007). Zu den
haufigsten Formen der tierischen Aspergillose zdhlen (SEYEDMOUSAVI et al.,
2015):

- Lungeninfektionen beim Gefliigel und anderen Vogeln

- Mykotischer Abort und mykotische Mastitis bei Rindern
- Luftsackmykose beim Pferd

- Sinonasale Infektionen bei Hund und Katze

- Durch  Pneumonie  ausgeloste  disseminierte  Infektionen  in

Meeressdugetieren
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Bei den Vogeln zahlt Aspergillus zu den hiufigsten respiratorischen Pathogenen.
Diese Eigenschaft erkldrt sich durch bestimmte Charakteristika von Seiten des
Wirtes aber auch des Pilzes. Die Anatomie des Atmungstraktes der Vogel,
bestehend aus einem Lungen-Luftsacksystem, das wie ein Blasebalg funktioniert,
begiinstigt durch den erzeugten Luftstrom die Verteilung der Sporen. Auch haben
Vogel wenig residente Makrophagen und fast keine mukozilidre Clearance, was
thre Immunantwort gegeniiber Pilzsporen stark schwicht (BROWN et al., 1997).
Die Konidien sind wiederum sehr klein, wodurch sie physikalische Barrieren
besser liberwinden konnen und was ihnen ein tiefes Eindringen in den
Atmungstrakt ermdglicht (KWON-CHUNG & SUGUI, 2013). Prinzipiell sind
alle Vogel empfinglich flir eine Aspergillose, ob wildlebend oder in
Gefangenschaft (ARNE et al., 2011). In der Landwirtschaft, beispielsweise in der
Truthahnproduktion, kann Aspergillose zu enormen 6konomischen Verlusten mit
einer Sterblichkeit zwischen 4,5 und 90 % fiihren (SEYEDMOUSAVI et al.,
2015). Man unterscheidet drei Krankheitsformen bei Vogeln: die akute
Aspergillose, die chronische Aspergillose und die Mykotoxikose. Von der akuten
Aspergillose als Folge der Inhalation sehr groBer Mengen an Sporen sind vor
allem junge Vogel betroffen und sie geht mit einer hohen Morbiditdt und
Mortalitét einher. Klinische Verdnderungen sind hierbei u.a. Anorexie, Lethargie,
respiratorische Symptome, Polydipsie/Polyurie und plotzliche Todesfille.
Aullerdem gibt es die chronische Aspergillose ausgelost durch
Immunsuppression. Diese tritt eher sporadisch bei élteren Vogeln auf und die
vorherrschenden Krankheitsanzeichen sind Aktivitats- und Gewichtsverlust,
Dyspnoe nach Anstrengung und manchmal auch Ataxie oder Opisthothonus, falls
das Nervensystem betroffen ist (SEYEDMOUSAVI et al., 2015). Die dritte
Krankheitsform ist die Mykotoxikose. Aspergillus produziert verschiedene
Mykotoxine wie zum Beispiel das Gliotoxin, das das Immunsystem schwicht,
oder auch Aflatoxin, das als Ausloser der ,, Turkey-X-disease gilt (BRADBURN
et al., 1994; RICHARD et al.,, 1996). Im Jahre 1960 hat letzteres zu einer
tiermedizinischen Krise in Grofbritannien gefiihrt, der tausende Truthdhne nach

Infektion durch kontaminiertes Futter zum Opfer fielen (COLE, 1986).

Bei den Wiederkduern spielen der mykotische Abort und Euterentziindungen,
ausgelost durch 4. fumigatus, die grofite Rolle (SEYEDMOUSAVI et al., 2015).

A. fumigatus gilt als haufiger Kontaminant in Heu und Silage, wodurch es auch
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zur Aufnahme von Sporen durch Wiederkduer kommen kann (COLE et al., 1977).
Prinzipiell gelten gesunde Kiihe als resistent gegeniiber opportunistischen
Infektionen. In der frithen Laktation sind sie fiir diese aber empfianglicher
(PUNTENNEY et al., 2003). Die Inzidenz der durch 4. fumigatus ausgeldsten
mykotischen Mastitis bei Kiihen steigt insgesamt an, aber ein noch grdéBeres
Problem stellt sie in der kleinen Wiederkduerpopulation dar. So wird z.B. bei
Milchschafen von  Féllen von  Aspergillus-Mastitis  aufgrund  von
Antibiotikabehandlung ante partum berichtet (SEYEDMOUSAVI et al., 2015).
Zum Abort kommt es meist durch eine Infektion mit A. fumigatus im dritten
Trimester der Triachtigkeit (KNUDTSON & KIRKBRIDE, 1992). Thm gehen
keine klinischen Verdnderungen voran, allerdings wird hdufig im Nachhinein eine
Plazentaretention beobachtet. Die Prognose fiir die ndchste Trichtigkeit ist

allerdings gut.

In Pferden verursacht Aspergillus in erster Linie Luftsackentziindungen und
Pneumonien. Es handelt sich dabei um lebensbedrohliche Infektionen mit einer
Priavalenz zwischen 0,5 und 17 % in Europa (SEYEDMOUSAVI et al., 2015).
Dabei gelten Enteritis, Antibiotikagabe {iber einen langen Zeitraum,
Immunsuppression  sowie  Endokrinopathien und/oder Neoplasien als
priadisponierend (HATTEL et al, 1991; CARRASCO et al, 1996).
Lungenaspergillose zeigt sich klinisch durch eine relativ milde Symptomatik
bestehend aus Tachypnoe, Lungengerduschen und Fieber (JOHNSON et al.,
1999). Die Luftsackmykose verlduft dagegen komplett asymptomatisch solange
keine Gefdle oder Nerven betroffen sind. Sollte aber die Arteria carotis interna
und/oder externa oder die Arteria maxillaris betroffen sein, kommt es zu
plotzlicher Epistaxis, an der 34-60 % der Tiere innerhalb von wenigen Tagen
versterben (LANE, 1989). Dringt der Pilz in Nervengewebe ein, leiden die Pferde
zudem oft unter Dysphagie einhergehend mit Nasenausfluss, Kehlkopfpfeifen,
Fazialisparese oder auch Horner-Syndrom. Fiir die genaue Diagnostik fiihrt man
eine Endoskopie durch, bei der man deutlich abgesetzte, gelblich-brdaunliche,
nekrotische Beldge erkennen kann, die sich typischerweise am dorsalen Teil der
medialen Luftsackabteilung befinden. Neben den Luftsackmykosen spielen beim
Pferd auch die durch Aspergillus spp. ausgelosten Keratomykosen
(Hornhautentziindung durch Pilzinfektion) eine relativ grole Rolle (BLOMME et
al., 1998).
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Bei Hund und Katze ist die sinonasale Mykose die haufigste Aspergillus-
Infektion. Beim Hund ist sie sogar die zweithdufigste Ursache fiir Nasenausfluss
iiberhaupt (SEYEDMOUSAVI et al., 2015). Besonders meso- oder doliocephale
Hunderassen wie der Deutsche Schéiferhund oder Rottweiler sind davon betroffen
(SHARMAN & MANSFIELD, 2012). Die Tiere leiden unter Schmerzen am
Nasenriicken, Ulzeration am Nasenspiegel und Nasenausfluss
(SEYEDMOUSAVI et al., 2015). Bei Katzen gibt es noch die Sonderform der
sinoorbitalen  Aspergillose, die sich aus der sinonasalen Infektion
weiterentwickelt. Diese Form nimmt immer mehr zu, wahrscheinlich aufgrund
von virusinduzierter Immunschwiche, und wird am haufigsten durch A. felis
verursacht. Die Prognose fiir Katzen mit sinoorbitaler Infektion ist schlecht

(BARRS & TALBOT, 2014).

In Meeressdugern gilt die Aspergillose als selten. Es wird aber dennoch immer
héufiger davon berichtet (DAGLEISH et al., 2008). Es kann sich sowohl um eine
Primédrinfektion als auch eine Sekundirinfektion als Folge von chronischen
Erkrankungen handeln. Prinzipiell ist sie indikativ fiir eine Immunschwéche. Bei
Walen wurde bereits von Féllen von Lungenaspergillose berichtet, die am
haufigsten durch A. fumigatus verursacht wurde (SEYEDMOUSAVI et al., 2015).
Neben der Lunge konnen aber auch andere Organe wie das Gehirn oder die

Muskulatur befallen werden (DAGLEISH et al., 2008; ABDO et al., 2012).
2. Fusarium Spezies

2.1 Taxonomie und Bedeutung

Die Gattung Fusarium zéhlt wie auch die Gattung Aspergillus zur Abteilung der
Ascomyceten und wurde erstmals 1809 von Link unter dem Namen Fusisporium
beschrieben (LINK, 1809). Der Name leitet sich vom lateinischen Wort fusus, auf
Deutsch Spindel, ab und beschreibt die spindelartige Form der Sporen. Die
teleomorphen Formen (sexuell reproduktive Formen) werden groBtenteils der
Gattung Gibberella zugeordnet. Alle heute relevanten taxonomischen Systeme
basieren auf der Arbeit von Wollenweber und Reinking (WOLLENWEBER &
REINKING, 1935). Diese teilen in ithrem Werk ,,Die Fusarien” von 1935 65
Spezies in 16 Sektionen ein, die wiederum 55 Varietiten und 22 Formen
enthielten (NELSON et al., 1994). Die Einteilung in Sektionen wird flir Gattungen

mit einer groen Anzahl von Spezies genutzt, um diese anhand &hnlicher
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morphologischer Charakteristika gruppieren zu konnen. Die Klassifizierung
erfolgt auch heute noch groBtenteils anhand der Morphologie, wobei dies oft als
wenig zuverldssig kritisiert wird. Das taxonomische System von Gerlach und
Nirenberg (1982) hat die Anzahl von Sektionen beibehalten, wohingegen Nelson
et al. (1983) ein einfacheres Klassifizierungssystem mit nur 12 Sektionen

vorgeschlagen haben (MORETTI, 2009).

Die Gattung Fusarium beinhaltet einige der fiir die Landwirtschaft und den
Gartenbau O0konomisch wichtigsten Pflanzenpathogene. Durch sie verursachte
Krankheiten (z. B. Kopf- und Knollenfdule des Weizen, Fusarium-Welke der
Bananen) verursachen weltweit enorme wirtschaftliche Verluste in der
Landwirtschaft und haben dadurch eine grofe ©6konomische Bedeutung
(SUMMERELL et al., 2010). Einige Arten haben auBlerdem die Fihigkeit
Mykotoxine zu produzieren und stellen somit eine Gefahr fiir Mensch und Tier
dar (NUCCI & ANAISSIE, 2007). Des Weiteren treten immer haufiger pathogene
Fusarium-Spezies auf, die opportunistische Infektionen beim Menschen

verursachen (MUHAMMED et al., 2011).

2.2 Lebenszyklus und Habitat

Pilze der Gattung Fusarium sind im Boden weit verbreitet und man findet sie auf
Pflanzenteilen oder anderen organischen Substraten. Sie kommen in tropischen
und gemiBigten Klimazonen vor, kdnnen aber auch in der Wiiste oder alpinen
bzw. arktischen Gegenden iiberleben. Des Weiteren treten sie gehduft in
fruchtbaren Boden und im Weideland auf, allerdings nur selten im Waldboden.
Durch ihre hdufige Assoziation mit Wurzeln von Pflanzen bezeichnet man ihre
Lebensweise auch als saprophytir bzw. parasitir. Fusarien kdnnen sich mittels
ithrer Sporen in der Atmosphire verbreiten (NELSON et al., 1994) und Wind und
Regen spielen fiir die Verbreitung iiber weite Entfernungen eine wichtige Rolle
(OOKA & KOMMEDAHL, 1977). Es gibt drei verschiedene Konidienformen bei
Fusarien, wobei nicht alle Spezies alle drei Formen bilden konnen:
Makrokonidien, Mikrokonidien und Chlamydosporen. Die Makrokonidien sind
septiert und kdnnen aus Mono- oder Polyphialiden im Luftmyzel entstehen, aber
auch aus Sporodochia (MORETTI, 2009). Die Mikrokonidien koénnen in ihrer
GroBBe stark variieren. Sie sind meist ellipsoid und haben kein oder nur ein
Septum. Die Chlamydosporen stellen wiederum die Uberdauerungsform dar

(OHARA et al.,, 2004). Sie haben eine dickere Zellwand und einen hohen
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Fettgehalt und konnen sich in der Mitte oder am Ende einer Hyphe bilden
(MORETTI, 2009). Wenn die Sporen auf geeignetes Substrat treffen, kann man
bereits nach 2 h ein Anschwellen beobachten. Nach 8 h entstehen Keimschldauche
und nach 24 h ist ein dichtes Myzel vorhanden (SEONG et al., 2008). Ein
wesentlicher Unterschied zu Aspergillus ist die Fahigkeit, auch in infiziertem
Gewebe Sporen zu bilden. Dies wurde 1955 von Wolf zum ersten Mal beobachtet.
Dieser nahm damals félschlicherweise an, dass Fusarium 1in zwel
morphologischen Formen vorkommt. Eine myzelartige Form, die sich sowohl in
festem als auch fliissigem Kulturmedium bildet, und eine hefeartige Form, die
sich nur in Flissigmedium zeigt (LOCKWOOD & CRESCENCIO, 2016). Es
handelte sich bei letzterer aber um Konidien. Fusarium spp. besitzt hyaline,
septierte Hyphen mit einem Durchmesser von 3-8 um, die sich in spitzem bis

rechtem Winkel verzweigen (DIGNANI & ANAISSIE, 2004).
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Abbildung 4: Diagramm der Konidienformen von Fusarium spp.
Modifiziert nach de Hoog (DE HOOG et al., 2000)

2.3 Bedeutung in der Humanmedizin
Fusarium-Infektionen des Menschen konnen in drei groe Gruppen eingeteilt

werden (NELSON et al., 1994):
- Fremdkorper-assoziierte Fusarium-Infektionen
- Isolierte Organinfektionen

- Disseminierte Multiorganinfektionen
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Der Immunstatus des Patienten spielt dabei eine groe Rolle. Bei
immunkompetenten Patienten kommt es nur zu oberflichlichen oder lokal
invasiven Infektionen, bei Immunsupprimierten konnen lokal invasive aber auch
disseminierte Infektionen auftreten. Bei vorliegender Immunsuppression geht die
disseminierte Infektion mit einer hohen Mortalitdtsrate einher. Beispielsweise
liegt bei Empfingern von Stammzellspenden die Uberlebensrate 90 Tage nach der
Diagnose einer Fusariosis bei nur 13 % (MUHAMMED et al.,, 2011). Die
Infektion erfolgt entweder durch Inhalation der Sporen oder durch Traumata oder
Verbrennungen der Haut. Auch {iber eine gastrointestinale Infektion durch den
Verzehr von infiziertem Getreide wird immer wieder spekuliert, doch bisher

konnte sie nicht nachgewiesen werden (NELSON et al., 1994).

oberfliichliche Infektion

immunkompetenter
Mensch
Exposition mit lokal invasive Infektion
Fusarium-Sporen
immunsupprimierter
Mensch

disseminierte Infektion

Abbildung 5: Durch Fusarium spp. verursachte Krankheitsbilder im
Menschen

Zu den Fremdkorper-assoziierten Infektionen zdhlen die mykotische Keratitis
durch mangelnde Kontaktlinsenpflege, die Peritonitis durch Peritonealdialyse oder
die Katheter-assoziierte Mykose. Alle drei zeichnen sich dadurch aus, dass sie
nicht invasiv sind, dass bei den Patienten keine Neutropenie vorliegt und dass sehr
gute Heilungschancen nach Entfernung des infizierten Fremdkorpers und lokaler

Therapie bestehen.

Die isolierten Organinfektionen durch Fusarium spp. konnen vielfiltige
Erscheinungsbilder haben. Sie reichen von Onychomykosen, iiber Fusarium-
Keratitis bis hin zu Hautinfektionen. Onychomykosen verlaufen meist

asymptomatisch, sollten aber als Ausgangspunkt disseminierter Infektionen in
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Betracht gezogen werden (DIGNANI & ANAISSIE, 2004). Zu einer Fusarium-
Keratitis kann es durch korneale Traumata z.B. durch das Eindringen von
Pflanzenteilen oder Erde kommen. Pridispositionen wie eine allergische
Konjunktivitis, Gebrauch von hydrophilen Kontaktlinsen oder topische
Anwendung von Kortikosteroiden oder Antibiotika begiinstigen eine Infektion.
Zudem sind primére und sekunddre Hautinfektionen moglich, indem Fusarium-
Spezies direkt in Hautstrukturen eindringen oder aber es zur Entstehung eines
sekundédren Infektionsherdes durch eine Verbreitung mit dem Blutkreislauf
kommt. Auch hier spielen neben einer initialen Kolonisierung pradisponierende
Faktoren, wie hohe Feuchtigkeit, Traumata, Immunsuppression und
Verbrennungen, eine wichtige Rolle. Seltenere Organmanifestationen sind Otitis,
Knochen- oder Gelenksinfektionen, intranasale Infektionen, Pneumonie und

Gehirnabszess (NELSON et al., 1994).

Disseminierte Multiorganinfektionen treten hauptsidchlich nach intensiver
Chemotherapie oder nach Knochenmarkstransplantationen auf (NELSON et al.,
1994). Sie zeigen sich oft durch persistierendes Fieber, welches durch Antibiotika
oder Antimykotika nicht beseitigt werden kann. Man geht davon aus, dass die
Patienten in den meisten Fillen bereits vor der Einweisung in das Krankenhaus
vom Pilz kolonisiert waren und es dann durch die darauffolgende
Immunsuppression und Neutropenie zur disseminierten Infektion kommt. Aber
auch nosokomiale Ubertragungen oder Topfpflanzen als potentielle
Infektionsquelle werden diskutiert. Prinzipiell kann jedes Organ von der Infektion
betroffen sein. Am héiufigsten handelt es sich aber um Hautinfektionen (70-90 %),
gefolgt von Infektionen der Lunge und/oder der Nebenhohlen (70-80 %). Wenn
die Lunge involviert ist, leiden die Patienten unter pleuritischen Brustschmerzen,
Fieber, Husten und Hémoptysis, also einer dhnlichen Symptomatik wie auch bei
der pulmonalen Aspergillose (DIGNANI & ANAISSIE, 2004). Deshalb fillt die
Unterscheidung zwischen Aspergillose und Fusariose oft schwer. Der Verdacht
auf Fusariose kann sich durch Hautldsionen sowie durch die Isolation des Pilzes
aus Blutkulturen erhirten. Fiir eine Heilung ist es wichtig, die Neutropenie sowie
die dieser zugrundeliegende Krankheit unter Kontrolle zu bekommen (NELSON
et al., 1994).

Auch Fusarium zdhlt zu den Mykotoxinproduzenten und bei Aufnahme von

Fusarientoxinen durch kontaminierte Lebensmitteln kann es zum Beispiel zur
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alimentdren toxischen Aleukie (ATA) beim Menschen kommen (NELSON et al.,
1994). Die ATA fiihrt zur Verminderung der Leukozytenanzahl im Blutplasma,
Schiadigung des Knochenmarkes, Nekrosen der Haut und trat u.a. zum Ende des
zweiten Weltkrieges in Russland wegen des Verzehrs von iiberwintertem Getreide

auf (NELSON et al., 1994).

24 Bedeutung in der Tiermedizin

In der Tiermedizin sind Infektionen durch Fusarium eher die Seltenheit und es
gibt nur wenige Fallberichte. Man geht davon aus, dass es, wie beim Menschen
auch, nur bei vorliegender Immundefizienz (SUGAHARA et al., 2014) oder nach
Trauma (VASCELLARI et al., 2011) zu schweren Infektionen kommen kann.

Beim Hund wurde von Meningoencephalitis (EVANS et al., 2004), Pyelonephritis
(DAY & HOLT, 1994), Dermatomykose (KANO et al., 2011), disseminierter
Infektion mit Haut- und Nierenlokalisation (KANO et al., 2002) und
Onychomykose (NAMITOME et al., 2011) berichtet. Im Falle der Onychomykose
und der Pyelonephritis war keine vorliegende Immunschwéche bekannt. Das
deckt sich auch mit den Erfahrungen bei Onychomykosen des Menschen, bei
denen auch Gesunde von lokalen Infektionen betroffen sein konnen. In den
anderen Fillen gab es eine vorherige immunsuppressive Therapie (KANO et al.,
2002; KANO et al., 2011) oder es handelte sich bei dem Patienten um einen
deutschen Schiferhund (EVANS et al., 2004). Fiir diese Rasse ist bekannt, dass
eine gewisse Prddisposition fiir die Entwicklung von disseminierten Mykosen
(z.B. der Aspergillose) besteht, da sie unter einem angeborenen IgA-Antikorper-
Defizit leiden, der sie empfindlicher gegeniiber opportunistischen Infektionen

macht (EVANS et al., 2004).

Auch bei der Katze sind Félle invasiver Fusariose beschrieben worden. Sugahara
et al. berichten von einer Katze, die unter einer durch F. proliferatum ausgeldsten
granulomatdsen Pododermatitis der Zehen litt (SUGAHARA et al., 2014) und
Vascellari et al. von einer Katze mit pyogranulomatdser Rhinosinusitis
(VASCELLARI et al., 2011). Bei beiden Féllen ist weder eine vorangegangene
Verabreichung von Glukokortikoiden bekannt, noch konnte eine durch felines
Leukdmievirus (FeLV) oder felines Immundefizienz-Virus (FIV) ausgeloste
Immunschwiche nachgewiesen werden. Bei der Katze mit Rhinosinusitis konnte

sich aber eventuell eine vorausgegangene Infektion mit felinem
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Rhinotracheitisvirus oder felinem Calicivirus pradisponierend ausgewirkt haben,
da dadurch die lokale Immunitét der Mukosa geschwicht wird (VASCELLARI et
al., 2011).

Bei Pferden werden vor allem zwei durch Fusarium ausgeloste Krankheiten
beschrieben: die Keratomykose und die Equine Leukoenzephalomalzie. Die
Keratomykose wird in den meisten Fillen entweder durch Aspergillus spp. oder
Fusarium spp. verursacht (ANDREW et al., 1998) und sie entsteht durch
Inokulation von Pilzmaterial nach Traumata (BRADFORD et al., 2012). Die
Equine Leukoenzephalomalazie wird im Zusammenhang mit dem Verzehr von
mit Fusarium, insbesondere F. verticilloides und F. proliferatum, kontaminiertem
Mais ausgelost (NELSON et al.,, 1994). Diese beiden Fusarium Spezies
produzieren die Mykotoxine Fumonisin B1 and B2. Die Krankheitserscheinungen
treten plotzlich auf wund sind charakteristisch fiir GroBhirn- oder
Stammbhirnldsionen, was sich auch mit den histologischen Befunden deckt (RIET-
CORREA et al., 2013). Die betroffenen Pferde sind u.a. apathisch, ataktisch,
schlifrig, lassen ihre Zunge héngen, zeigen zielloses Kreisen und Probleme beim
Riickwirtsrichten (NELSON et al., 1994) und sterben meist innerhalb von 6- 24 h
(RIET-CORREA et al., 2013).

Auch Wiederkéduer sind empfanglich fiir Fusarium-Toxine. Der Verzehr von mit
F. solani infizierten SiiBkartoffelknollen in Brasilien und Uruguay fiihrte
beispielsweise zum akuten Respiratory-Distress-Syndrome. Es handelt sich dabei
aber nicht um eine klassische Mykotoxikose, da das Toxin nicht durch den Pilz
direkt sondern durch die infizierten Knollen produziert wird (RIET-CORREA et
al., 2013). Die Klinik =zeigt sich durch Dyspnoe, Husten, vermehrte
Speichelproduktion und dilatierte Nasenlocher. Oft sterben die Tiere nach ca. 3-5
Tagen. Des Weiteren berichteten Elligott et al. von einem seltenen Fall einer
durch Fusarium ausgeldsten Keratomykose in einer Holstein Kuh (ELLIGOTT et
al., 20006).

Beim Schwein sind keine Fallberichte zu Fusarium-Infektionen bekannt.
Allerdings sind Schweine sehr empfindlich gegeniliber dem Toxin Zearalenon, das
durch F. graminearum gebildet wird und nach Verzehr von kontaminiertem
Getreide Hyperostrogenismus verursacht. Dieses Toxin wirkt vor allem auf
Genitalien und Reproduktionsorgane. Junge Sauen zeigen nach Exposition ein

Anschwellen der Vulva sowie der Milchdriisen, was in ernsten Fillen bis hin zum
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vaginalem oder rektalen Prolaps fithren kann. Zuchtsauen haben oft einen
verlingerten Ostrus, minnliche Jungtiere leiden unter Feminisierung und
ausgewachsene Eber haben eine verminderte Libido. Auch sind Unfruchtbarkeit,
verringerte WurfgroBe und schwache Ferkel weitere Anzeichen des

Hyperostrogenismus (NELSON et al., 1994).

Schon bei Aspergillus wurde auf mogliche Pilzinfektionen von Meeressdugern
hingewiesen und auch bei Fusarium gibt es Berichte iiber beispielsweise
mykotische Dermatitis bei Walen (FRASCA et al., 1996) sowie auch einen
Bericht iiber einen Tiimmler mit einer durch F. oxysporum ausgelosten ZNS-
Erkrankung. Dieser Delphin verstarb sehr plotzlich und in der pathologischen
Untersuchung fand man Hamorrhagien im rechten GroBhirn, Kleinhirn und im
rechten Auge. Histopathologisch handelte es sich um eine akute nekrotisierende
Meningoenzephalitis mit intraldsionalen Pilzhyphen (STAGGS et al., 2010). Wie
es zur Infektion kam, ist in diesem Fall vollig ungeklért, wahrend bei den Féllen
von mykotischer Dermatitis die Tiere zuvor besonderen Stressituationen wie

Stranden oder Transport ausgesetzt waren (FRASCA et al., 1996).

3. Methoden fiir die Diagnostik invasiver Aspergillosen und

Fusariosen in der Humanmedizin

Eine frithe Diagnose invasiver Schimmelpilzmykosen ist ausschlaggebend fiir die
Einleitung der richtigen Therapie und somit fiir die Verbesserung der
Uberlebenschancen. Eine Verzogerung kann zum Voranschreiten der Erkrankung
filhren, so dass eine antimykotische Therapie erfolglos bleibt oder der Patient
noch vor Einleitung therapeutische Mallnahmen verstirbt (OSTROSKY-
ZEICHNER, 2012). Die Diagnose invasiver Schimmelpilzmykosen im Menschen
basiert laut internationaler Richtlinien auf Klinik, Kultur, Histologie und
Serologie, sowie den Ergebnissen bildgebender und molekularbiologischer
Methoden (DE PAUW & PICAZO, 2008). All diese Methoden besitzen jedoch
Vor- und Nachteile.

Die klinischen Verdnderungen sind im Falle der invasiven Aspergillose sehr
unspezifisch, leidet der Patient unter Neutropenie kann persistierendes Fieber
sogar der einzige Hinweis auf eine Schimmelpilzinfektion sein (SHERIF &
SEGAL, 2010). Im Falle der Fusariose sind Hautldsionen ein typisches klinisches
Merkmal (NUCCI & ANAISSIE, 2007). Ansonsten ldsst sich die klinische
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Symptomatik der invasiven Fusariose aber kaum von der der Aspergillose

abgrenzen.

Die Kultur ist eine sehr wichtige Methode zur Speziesidentifizierung und auch
ausschlagegebend fiir einen darauffolgenden Resistenztest (HOPE et al., 2005).
Allerdings ist ihre diagnostische Aussagekraft stark davon abhéngig, ob die Probe
steril entnommen wurde. Eine positive Kultur von einer nicht-steril entnommenen
Probe ist kein Beweis, da es sich um eine normale Kolonisierung bzw. um eine
Kontamination handeln kann (OSTROSKY-ZEICHNER, 2012). Allerdings steigt
die Aussagekraft einer positiven Kultur mit dem Grad der Immunsuppression des
Patienten. Im Falle von Aspergillus sind Blutkulturen fast immer negativ
(OSTROSKY-ZEICHNER, 2012), wohingegen bei Fusarium die Isolation des
Erregers aus dem Blut héaufiger gelingt (NELSON et al., 1994). Auch
Bronchoalveolarfliissigkeit oder Biopsiematerial kann zur Anzucht des Erregers

verwendet werden. Insgesamt ist die Kultur aber zeitintensiv und wenig sensitiv

(HOPE et al., 2005).

Die Histologie ist eine gute Nachweismethode fiir Pilzbefall, doch auch sie bringt
Nachteile mit sich. Schon allein die Biopsie ist fiir die meisten Patienten sehr
riskant, da viele von ihnen aufgrund der vorliegenden Neutropenie meist auch
thrombozytopenisch sind und deshalb das Risiko fiir Blutungen nach dem Eingriff
besonders hoch ist. Zudem weisen Aspergillus und Fusarium in der Histologie
eine sehr dhnliche Morphologie auf. Beide besitzen schmale, septierte Hyphen,
die sich im 45 °-Winkel verzweigen. Eine genaue Differenzierung zum Beispiel
anhand der typischen Periodic Acid Schiff Reaktion oder Grocottfarbung ist
deshalb unmoglich (NUCCI & ANAISSIE, 2007).

Die serologische Diagnostik spielt im Falle von Aspergillus- Infektionen bereits
eine grofle Rolle. Allerdings beschriankt sie sich auf den Antigennachweis, da der
Nachweis pilzspezifischer Antikdrper aufgrund der Immunsuppression der
meisten Patienten eher ungeeignet ist (THOMPSON & PATTERSON, 2008). Fiir
den diagnostischen Antigennachweis werden die Zellwandpolysaccharide B-1,3-
Glucan und Galaktomannan genutzt. Die Myzelzellwand von A. fumigatus besteht
hauptsdchlich aus drei Polysacchariden: B-1,3-Glucan, Chitin und
Galaktomannan. Wobei sich das Grundgeriist aus f-1,3-Glucan und Chitin
zusammensetzt, mit welchem Seitenketten bestehend aus Galaktomannan und

linearem B-1,3/1,4-Glucan verbunden sind (LATGE et al., 2005). Galaktomannan
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ist wiederum aus linearem a-1,2/1,6-Mannan mit kurzen B-1,5-Galaktofuranose-

Seitenketten aufgebaut (LATGE et al., 1994).

g,
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Grundgertist: # Seitenketten:
O =p(1.3)/(1.6)-Glukan H @ =p(1.3)/(1,4)-Glukan

[0 =cChitin 2 A =Mannose

@ = Galaktofuranose

Abbildung 6: Polysaccharidgeriist der Zellwand von A. fumigatus
Nach Heesemann (HEESEMANN, 2010)

Galaktomannan und B-1,3-D-Glucan sind nicht nur Bestandteile der Zellwand,
sondern werden wéhrend des Wachstums auch von Aspergillus freigesetzt. Sie
konnen schon Tage vor dem Auftreten klinischer Symptome in verschiedenen
Korperfliissigkeiten des Patienten wie Blut, BAL-Flissigkeit oder Liquor
nachgewiesen werden (MARR et al, 2004). Fiir den Nachweis des
Galaktomannans steht ein kommerziell erhidltlicher Galaktomannan-Assay
(Platelia™ Aspergillus Galactomannan EIA) zur Verfiigung. Dabei handelt es
sich um einen Sandwich-ELISA, bei dem der monoklonale Rattenantikdrper EB-
A2 an die B-1,5-verkniipften Galaktofuranose-Seitenketten des Galaktomannans
bindet. Generell zeigt er eine hohe Sensitivitit und Spezifitit fiir die IA. Zu
falsch-negativen Ergebnissen kann es jedoch durch vorherige antifungale
Therapie kommen. Falsch-positive Ergebnisse konnen z.B. aufgrund einer -
Lactam-Antibiose oder durch Kreuzreaktivitit mit anderen Erregern invasiver
Mykosen (Penicillium marneffei, Blastomyces dermatitidis, Histoplasma
capsulatum) auftreten (OSTROSKY-ZEICHNER, 2012). In den letzten Jahren
wurde zudem mehrfach beobachtet, dass der Galaktomannan-Assay auch bei
vorliegender invasiver Fusariose ein falsch-positives Ergebnis zeigt, obwohl er
eigentlich gerade bei der Differenzierung zwischen Aspergillose und Fusariose

von Vorteil sein sollte (NUCCI et al.,, 2014). Der zweite in der Diagnostik
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eingesetzte serologische Test weist B-1,3-Glucan nach. B-1,3-Glucan ist im
Gegensatz zu Galaktomannan ein Zellwandbestandteil vieler Pilze, allerdings ist
bekannt, dass Mucor- und Cryptococcus-Spezies kein B-1,3-Glucan bilden. Somit
weist ein positives Testergebnis nur eine invasive Mykose nach, ohne dass eine
genauere Spezifizierung vorgenommen werden kann (OSTROSKY-ZEICHNER,
2012). Allerdings sollte bei nachgewiesener Schimmelpilzinfektion mit positivem
B-1,3-Glucan-Assay und negativem Galaktomanannachweis eine Fusariose

definitiv in Betracht gezogen werden (MUHAMMED et al., 2011).

Die Computertomographie (CT) ist ein wichtiges Instrument zur frithzeitigen
Diagnose einer pulmonalen Infektion im immunsupprimierten Patienten. Ein
deutlicher Hinweis auf eine invasive Mykose sind das sogenannte Halo-Zeichen
bzw. das umgekehrte Halo-Zeichen. Unter dem Halo-Zeichen versteht man die
milchglasartige Triibung um einen noduldren Herd. Das umgekehrte Halo-
Zeichen wird wiederum als fokale rundliche milchglasartige Struktur umgeben
von einem konsolidierten sichelformigen bis vollstindigen Ring beschrieben
(GEORGIADOU et al., 2011). Am héufigsten werden diese Anzeichen im CT-
Scan einer pulmonalen Aspergillose oder Mucormycose zugeschrieben, aber sie
konnen auch auf andere Infektionen oder auch z.B. neoplastische Verdnderungen
hinweisen. Insgesamt gilt die Computertomographie als eine sehr sensitive, aber
nicht sehr spezifische Methode (VAN DIEPENINGEN et al., 2015). Interessant
ist, dass bei Fusariose dieses Halo-Zeichen bisher nicht beschrieben wurde,
allerdings sieht man auch hier Verdnderungen wie Knoten oder Massen im CT-

Scan (MAROM et al., 2008).

Molekularmethoden, wie die PCR, zur Detektion von Aspergillus DNA-
Fragmenten sind dank ihrer hohen Sensitivitdt und ihrer Schnelligkeit ein
vielversprechendes Werkzeug. Die PCR bietet auch die Moglichkeit zur
Speziesidentifizierung, wodurch wiederum Hinweise auf Resistenzen moglich
sind (OSTROSKY-ZEICHNER, 2012). Ein groBes Problem stellt aber die
mangelnde Standardisierung der PCR-Protokolle dar, was zu inhomogenen
Untersuchungsergebnissen der jeweiligen Labors fiihrt und die Vergleichbarkeit
von Untersuchungsergebnissen erschwert (TUON, 2007). Durch ihre hohe
Sensitivitét ist auch das Risiko fiir falsch-positive Ergebnisse sehr hoch, zumal
man durch die PCR nur schwer zwischen Kolonisierung und Krankheit

unterscheiden kann (OSTROSKY-ZEICHNER, 2012). Trotzdem kann sie schon
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jetzt als zusdtzlicher Test eine gute Ergénzung des Spektrums diagnostischer
Methoden bieten. Auch fiir Fusarium wurde eine PCR entwickelt. Sie nutzt die
ITS- Sequenz zwischen 18S rDNA und 28S rDNA oder andere gut konservierte
Sequenzen (MUHAMMED et al., 2011). Wenn verfiigbar wird die PCR-Technik
zur Bestétigung der Diagnose empfohlen (VAN DIEPENINGEN et al., 2015).

Insgesamt ist es mit den bisherigen diagnostischen Maoglichkeiten oft nicht
moglich zwischen einer Fusarium- und einer Aspergillus-Infektion zu
unterscheiden. Da dies aber aufgrund von unterschiedlichen Sensitivititen
gegeniiber den vorhandenen Antimykotika einen erheblichen Einfluss auf die
Wahl der Therapie hat, herrscht ein groBer Bedarf fiir die Entwicklung neuer

Fusarium- und Aspergillus-spezifischer Nachweisverfahren.
4. Antifungale Therapie invasiver Schimmelpilzmykosen

4.1 Aktueller Stand der antifungalen Therapie

Bei Verdacht auf Aspergillose oder Fusariose sollte mit der Behandlung sofort
begonnen werden, um ein Fortschreiten der Krankheit wéhrend der teilweise
langwierigen Diagnostik zu verhindern (SALES MDA, 2009). Lange war
Amphotericin B das antifungale Medikament der Wahl bei invasiver Aspergillose.
Es zéhlt zu den Polyenen und fiihrt durch Bindung an Ergosterol zur Bildung von
Ionenkandlen in der Zellmembran des Pilzes. Dadurch erhoht sich die
Permeabilitit und es kommt schlieBlich zum Zelltod (THOMPSON &
PATTERSON, 2008). Fast alle Aspergillus-Isolate sind empfindlich gegeniiber
Amphotericin B, nur A. terreus, der nach A. fumigatus als zweithdufigster
Krankheitserreger innerhalb der Gattung Aspergillus gilt, ist resistent (HACHEM
et al., 2004). Renale Toxizitét ist aber als Nebenwirkung bei fast 30% der mit
Amphotericin B behandelten Patienten beschriecben (THOMPSON &
PATTERSON, 2008). Deswegen wurden neue auf Lipiden basierende
Amphotericin-B-Zubereitungen entwickelt, die aber in hoheren Dosen verabreicht
werden miissen als das urspriingliche Préparat, um denselben Effekt zu erreichen
(ZMEILI & SOUBANI, 2007). Eine neuere Produktklasse mit Wirkung gegen
Aspergillose sind die Triazole z.B. Voriconazol, Itraconazol und Posaconazol. Sie
blockieren die Ergosterolsynthese durch Inhibition des Cytochrom P450 Enzyms,
wodurch wiederum das Wachstum gehemmt wird und es in der Folge zum Zelltod

des Pilzes kommt (THOMPSON & PATTERSON, 2008). Azole wirken aber auch
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auf das humane P450 Enzym und konnen so zu hepatischen Nebenwirkungen
filhren. Voriconazol gilt heutzutage als empfohlenes Ersttherapeutikum fiir die
meisten Patienten mit invasiver Aspergillose, da diese besser darauf ansprechen
als auf Amphotericin B und somit die Uberlebenschancen verbessert werden. Eine
neue Klasse von Therapeutika stellen die Echinocandine mit Caspofungin,
Micafungin und Anidulafungin dar. Sie inhibieren die B-1,3-D-Glucan-Synthese
und wirken auf 4. fumigatus fungistatisch (THOMPSON & PATTERSON, 2008).
B-1,3-D-Glucan ist ein wichtiger Zellwandbestandteil vieler Pilze. Gerade bei
Patienten mit einer Resistenz gegeniiber Standardantimykotika oder beim
Auftreten von starken Nebenwirkungen, sind Echinocandine eine gute Option.
Auch wird oft bei refraktorischer IPA iiber eine Kombinationstherapie von
Echinocandinen mit anderen Therapeutika nachgedacht, da Echinocandine die
Zellwand attackieren und nicht wie die anderen Therapeutika die Zellmembran.
Aufgrund der Kombination von Therapeutika mit unterschiedlichen Zielstrukturen
ist zu erwarten, dass eine effizientere Bekdmpfung des Pilzes stattfindet. Es gibt
iiber ein solches Vorgehen allerdings noch nicht gentigend prospektive Studien.
In-vitro-Daten und einzelne Fallberichte sehen aber vielversprechend aus
(ZMEILI & SOUBANI, 2007). Fusarium Spezies zeigen keine in-vitro-
Sensitivitdt gegeniiber Echinocandinen und zdhlen zu den Antimykotika-
resistentesten Pilzen iiberhaupt (DIGNANI & ANAISSIE, 2004). Hochdosiertes
liposomales Amphotericin B ist eines der Antimykotika, das bei der Therapie der
Fusariose angewendet werden. Generell hat aber auch Voriconazol sowohl eine
in-vitro als auch in-vivo-Aktivitdit gegen Fusarium und ist zusammen mit
Posaconazol von der Food and Drug Administration (FDA) fiir die salvage
therapy der Fusariose zugelassen (MUHAMMED et al, 2011). Da die
Behandlung der Neutropenie eine zentrale Rolle fiir das Uberleben bei einer
Fusariose spielt, kann das Immunsystem zum Beispiel auch mit G-CSF
(granulocyte colony stimulating factor), GM-CSF (granulocyte macrophage
colony stimulating factor) oder Granulozyten-Transfusionen gestdrkt werden
(ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 2008; MUHAMMED et al., 2011). In einer
Studie von Horn et al. lag die Uberlebensrate bei Fusariose nach 90 Tagen bei 44
%, was eine deutliche Verbesserung zu vorangegangenen Studien aus dem Jahr
2003 darstellt (HORN et al., 2014). Die Autoren gehen davon aus, dass dies an
der Vertfiigbarkeit der Triazole liegt. Auch bei der Behandlung der Fusariose wird

teilweise auf eine Kombinationstherapie, zum Beispiel von Voriconazol und
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Amphotericin B, gesetzt (HORN et al., 2014).

Zusammenfassend ldsst sich aber sagen, dass die Moglichkeiten einer
antifungalen Therapie durch die geringe Anzahl an Therapeutika stark
eingeschrinkt sind. Des Weiteren traten in den letzten Jahren vermehrt
Resistenzen auf. Es ist bekannt, dass der lang anhaltende Gebrauch
antimikrobieller Substanzen zur Selektion resistenter Klone fiihren kann. Im Falle
der Azole kann sowohl der extensive Gebrauch dieser Substanzklasse in der
Landwirtschaft als auch die prophylaktische Behandlung von Hochrisikopatienten
zur Resistenzbildung beitragen (AZEVEDO et al., 2015). AuBlerdem fiihrt der
prophylatktische Einsatz auch zu einer Zunahme von Infektionen durch Nicht-
Aspergillus-Schimmelpilze (NUCCI & MARR, 2005). Der Bedarf fiir neue

Strategien beziiglich antifungaler Therapie steigt deshalb dramatisch an.

Produktklasse Vetreter Wirkmechanismus Wirkung Sensitivitit | Sensitivitit
Aspergillus | Fusarium
Polyene liposomales Bindung an fungizid Alle bis auf | sensitiv
Amphotericin B Ergosterol, A. terreus
Zellpermeabilitdt sensitiv
erhoht
Triazole Voriconazol Blockade des fungizid sensitiv sensitiv
Itraconazol Cytochrom P450
Posaconazol Enzyms
Echinocandine | Caspofungin Inhibition der B- fungistatisch | sensitiv resistent
Micafungin 1,3-Glucan-
Anidulafungin Synthese

Abbildung 7: Ubersicht klinisch relevanter Antimykotika und ihre Wirkung
auf Aspergillus und Fusarium spp.

4.2 Der HOG-Signalweg als mogliches Ziel fiir neue Therapieansitze

Um sich im Korper des Menschen verbreiten zu konnen, muss der Pilz sich den
verschiedensten Umweltbedingungen anpassen konnen. Dafiir muss er in der Lage
sein, Signale aus seiner Umwelt zu registrieren und vor allem auch darauf zu

reagieren. Es gibt dabei verschiedene Signalkaskaden, die der Stresswahrnehmung
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dienen (BAHN et al., 2007). Eine davon ist der sogenannte High Osmolarity
Glycerol- (HOG) Signalweg. Der HOG-Signalweg wurde durch seine zentrale
Rolle im Wasserhaushalt von Saccharomyces cerevisiae entdeckt und ist fiir die
Aufrechterhaltung des Wassergleichgewichts unter hyper- und hypoosmotischen
Bedingungen verantwortlich (BAHN, 2008). Er besteht mit dem

Zweikomponentensystem und dem MAPK (mitogen-activated protein kinase)-

A

Stress
(z.B. osmotischer Stress, Fludioxonil)

|

Modul aus zwei Stufen.

sensor
kinase

HPt protein

Zweikomponentenystem

response
regulator

MAPKKK

MAPK Modul

MAPKK

MAPK

Abbildung 8: Der HOG-Signalweg von A. fumigatus

Modifiziert nach Bahn (BAHN et al., 2007), HPt Protein= histidine-containing phosphotransfer
protein, MAPK= Mitogen-aktivierte Protein Kinase, MAPKK= Mitogen-aktivierte Protein Kinase
Kinase, MAPKKK= Mitogen-aktivierte Protein Kinase Kinase Kinase
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Stresssignale werden zunidchst durch die Sensor Kinase, eine Histidin Kinase
(HK) namens TcsC, wahrgenommen, welche darauthin autophosphoryliert wird
und danach wiederum das Ypdl Phosphotransfer-Protein (HPt) phosphoryliert.
Dieses transferiert den Phosphatrest anschlieBend auf zwei Response Regulatoren.
Ssk1 aktiviert daraufthin tiber das MAPK-Modul die MAPK SakA, welche in den
Zellkern transloziert und dort zur Expression von Genen zur Stressbekdmpfung
fiihrt (BAHN, 2008). Der zweite response regulator namens Skn7 kann als
Transkriptionsfaktor bei Aktivierung direkt auf die Genexpression einwirken
(VARGAS-PEREZ et al., 2007). Zu den moglichen Auslosern bzw. Stressoren
zdhlen zum Beispiel hohe Temperaturen, oxidativer Stress, UV-Licht und
osmotische Druckverdnderungen, die auch namensgebend sind (BAHN et al.,
2007). Es gibt Substanzen, die den HOG-Signalweg aktivieren kdnnen und den
Pilz durch die Verschiebung des osmotischen Gleichgewichts schidigen. Unter
ihrem Einfluss kommt es in einem feuchten Milieu zum Einstrom von Wasser,
weshalb der Pilz anschwillt und am Ende sogar platzen kann (OKADA et al.,
2005). In der Landwirtschaft werden Substanzen mit diesem Wirkmechanismus
bereits gegen verschiedene Pflanzenpathogene erfolgreich eingesetzt (OKADA et
al., 2005). Zweikomponentensignalwege existieren nur in Prokaryonten, Pflanzen
und niederen Eukaryonten, aber nicht in Sdugetierzellen, weshalb bei Inhibition
des Signalweges das Risiko fiir eine Toxizitdt im Menschen geringer ist. Auch
spielen sie eine wichtige Rolle fiir die Virulenz vieler Pilze (SHOR &
CHAUHAN, 2015). Zusammengefasst ldsst sich sagen, dass Zwei-Komponenten-
Signaliibertragungswege eine ideale Zielstruktur flir die Entwicklung neuer

antifungaler Therapien darstellen.

Fludioxonil und Iprodione zdhlen unter den HOG-aktivierenden Substanzen zu
den besonders interessanten Kandidaten. Bei Fludioxonil handelt es sich um ein
Phenylpyroll-Fungizid, das chemisch vom durch Pseudomonas-Spezies
produzierten Antibiotikum Pyrrolnitrin abgeleitet wurde (OKADA et al., 2005).
Iprodione zédhlt dagegen zu den Dicarboximiden besitzt aber ein &dhnliches
antifungales Spektrum und induziert dieselben morphologischen Verdnderungen
wie die Phenylpyrrolderivate. Beide werden in der Landwirtschaft bereits
grof3flichig angewendet und zum Beispiel bei der Bekdmpfung von Botrytis
cinerea, dem Verursacher der Grauschimmelfdule im Weinbau, von Monilinia

spp., dem Verursacher der Fruchtfaule bei Steinfriichten, oder von Sclerotinia spp.
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im Rapsanbau eingesetzt (FUIIMURA et al., 2000).

Mit ihrem breiten Wirkspektrum bei Pflanzenpathogenen und dem HOG-
Signalweg als Zielstruktur sind sie auch vielversprechende Kandidaten fiir die

Entwicklung neuer humanmedizinischer Antimykotika.
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Abbildung 9: Strukturformeln von Pyrrolnitrin, Fludioxonil und Iprodione
Nach Okada (OKADA et al., 2005) und Ochiai (OCHIALI et al., 2002)
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Zusammenfassung:

Aspergillus spp. und Fusarium spp. sind die zwei hdufigsten Erreger invasiver
Schimmelpilzinfektionen. Da sie unterschiedliche Sensitivititen gegeniiber den
verschiedenen Antimykotika aufweisen, ist eine Unterscheidung zwischen diesen beiden
Erregern von hohem therapeutischem Nutzen. Dies ist aber mit den momentan zur
Verfiigung stehenden diagnostischen Mitteln nicht moglich. Fiir die Diagnose invasiver
Pilzinfektionen spielt der Nachweis von Kohlenhydratantigenen eine grofe Rolle.
Galaktomannan ist ein wichtiger Zellwandbestandteil von Aspergillus spp. und besteht
zum groflen Teil aus Galaktofuranose-Einheiten. Dieses Kohlenhydratantigen wird bei
Aspergillus-Infektionen bereits zum diagnostischen Nachweis genutzt. Wir konnten
zeigen, dass auch Fusarium spp. dieses Antigen auf der Oberfldche tragen, wenn auch in
deutlich geringeren Mengen als Aspergillus spp.. Durch den AB135-8-Antikorper
konnten wir auflerdem ein zweites Galaktofuranose-haltiges Fusarium-Antigen
identifizieren, welches in groBlen Mengen auf der Oberfliche der Hyphen und im
Kulturiiberstand von Fusarium spp. vorkommt, in Aspergillus spp. dagegen wiederum
nur in sehr geringen Mengen vorhanden ist. Mit dem AB135-8-Antikorper sowie einem
Aspergillus-Galaktomannan-Antikérper ~ konnten ~ wir  eine Methode zur
immunhistologischen Differenzierung einer Fusarium- und Aspergillus-Infektion
entwickeln. Des Weiteren stellt das Antigen eine vielversprechende Zielstruktur fiir die

Entwicklung eines Fusarium-spezifischen serologischen Tests dar.
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Detection of carbohydrate antigens is an important means for diagnosis of invasive fungal infections. For
diagnosis of systemic Aspergillus infections, galactomannan is commonly used, the core antigenic struc-
ture of which consists of chains of several galactofuranose moieties. In this study, we provide evidence that
Fusarium produces at least two distinct galactofuranose antigens: Smaller amounts of galactomannan
and larger quantities of a novel antigen recognized by the monoclonal antibody AB135-8. In A. fumiga-
tus, only minor amounts of the AB135-8 antigen are found in supernatants and in the apical regions of
hyphae. A galactofuranose-deficient A. fumigatus mutant lacks the AB135-8 antigen, which strongly sug-
gests that galactofuranose is an essential constituent of this antigen. Using a combination of AB135-8 and
a galactomannan-specific antibody, we were able to unambiguously differentiate A. fumigatus and Fusar-
ium hyphae in immunohistology. Moreover, since Fusarium releases the AB135-8 antigen, it appears to

Fungal diagnostics

be a promising target antigen for a serological detection of Fusarium infections.

© 2016 Elsevier GmbH. All rights reserved.

1. Introduction

Diagnostics of invasive fungal infections currently relies on
culture, histology and/or detection of circulating cell wall carbo-
hydrates (De Pauw et al., 2008). Two major antigens of filamentous
fungi are of particular importance and can be detected by sero-
logical assays: B-D-glucan and galactomannan. -D-glucan is a
major cell wall component of many fungal pathogens and a pos-
itive B-D-glucan assay is therefore not indicative for a specific
pathogen. Galactomannan is commonly used for diagnosis of inva-
sive aspergillosis, since it is only produced by certain fungal
pathogens, e.g. Aspergillus and Penicillium (Swanink et al., 1997).

Fusarium is animportant fungal pathogen in particular in plants,
but also in vetebrates. In humans, the most pathogenic species
belong to the F. solani, F. oxysporum or Gibberella fujikuroi com-
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Munich, Germany.
E-mail address: frank.ebel@lmu.de (F. Ebel).
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1438-4221/© 2016 Elsevier GmbH. All rights reserved.

plex, and from the latter, F. verticilloides and F. proliferatum are
of particular clinical importance (Nucci and Anaissie, 2007). For
an efficient therapy, it is important to accurately differentiate
Fusarium and Aspergillus, since both differ in their sensitivity to
commonly used anti-fungals (Alastruey-Izquierdo et al., 2008).
However, an unambiguous identification is hampered by a similar
hyphal morphology (Morrison, 2002) and the fact that the B-b-
glucan assay is positive for both pathogens. The galactomannan
assay (PLATELIA Aspergillus EIA) and its key component, the mon-
oclonal antibody EB-A2, were originally reported to discriminate
between Aspergillus and Fusarium (Swanink et al., 1997; Stynen
et al, 1992; Cummings et al., 2007). In recent times, Fusarium
infections with a positive galactomannan test have been reported
(Mikulska et al., 2012; Tortorano et al., 2012; Horn et al., 2014;
Kebabci et al.,, 2014; Nucci et al., 2014) and in one study, galac-
tomannan was additionally found in Fusarium culture supernatants
(Tortorano et al., 2012). This implies that the PLATELIA Aspergillus
EIA is not always able to discriminate between Aspergillus and
Fusarium infections.
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Fungal galactomannan contains galactofuranose (Galf) as a char-
acteristic constituent and the monoclonal antibody EB-A2 was
shown to recognize chains of at least four (3-1,5-linked Galf moi-
eties present in Aspergillus cell wall polysaccharides, glycoproteins
and certain glycolipids (Stynen et al., 1992; Tefsen et al., 2012).
Generation of Galf-containing structures requires synthesis and
subsequent transport of UDP-bound Galf into the Golgi apparatus
and finally incorporation of Galf into distinct glycostructures by
a panel of UDP-galactofuranosyl-transferases (Tefsen et al., 2012).
In A. fumigatus, the first step is mediated by the UDP-Galf mutase
GIfA (Schmalhorst et al., 2008), while GIfB is the UDP-Galf trans-
porter (Engel et al., 2009). Several types of Galf linkages exist in
A. fumigatus (Bahia et al., 1997), but from the corresponding UDP-
galactofuranosyl-transferases only one has been identified so far
(Komachi et al., 2013).

In this study, we were able to detect galactomannan in
supernatants of several Fusarium species, and using the novel
monoclonal antibody AB135-8 we have identified a distinct Galf-
dependent antigen of unknown structure. This new antigen is
strongly expressed by all Fusarium species tested, whereas A. fumi-
gatus hyphae produce it in only minor amounts. In combination
with a galactomannan-specific antibody, AB135-8 turned out to
be a valuable tool for the immunohistological diagnosis of mould
infections.

2. Materials and methods
2.1. Strains

The following strains were used in this study: F. oxysporum
(DSM 62316), F. solani (CBS 131394), F. dimerum (NRZ Sch63),
F. proliferatum (NRZ 2311), F. andiyazi (CBS 134430), F. gramin-
earum (strain 8/1) (Miedaner et al., 2000), A. fumigatus ATCC46645
and its GFP-expressing derivative (Meier et al.,, 2003), A. fumi-
gatus D141, AglfA mutant and the corresponding complemented
strain (Schmalhorst et al., 2008), A. niger (DSM 737), A. nidulans
(FGSC A26), A. terreus (SBUG844), Mucor circinelloides (CBS 277.49),
Lichtheimia corymbifera (ATCC 46771), Rhizopus oryzae (DSM 1185),
Scedosporium minutisporum (strain 01-0564), S. boydii (strain 01-
0715), S. aurantiacum (strain 07-0433), S. apiospermum (strain
08-0118.01), Microsporum canis (VMT 1046 ) and Trichophyton inter-
digitale (VMT 761).

2.2. Fungal cultures and isolation of conidia

For isolation of conidia, A. fumigatus was grown on AMM
(Aspergillus Minimal Medium) agar in tissue culture flasks (Sarst-
edt, Niimbrecht, Germany). Conidia were harvested using glass
beads and sterile water. For Fusarium, 100 ml of Sabouraud broth
were inoculated with 1.5 x 104 conidia. After 3 d incubation at
30°C and 140rpm, the culture was harvested by centrifugation.
Mucorales were grown on supplementary minimal medium (SUP)
agar (10g glucose, 1g NH4Cl, 0.25g MgSO4 « 7H0, 4g KH, POy,
0.9gK,HPO4, 5g yeast extract and 15g agar ad 1L). All other
fungi were grown on Sabouraud agar. Conidia were harvested
using buffer containing 0.9% NaCl and 0.001% Tween 20. Coni-
dia suspensions were passed through two layers of Miracloth
(Merck, Darmstadt, Germany) to remove larger fungal fragments
and the spore concentration was subsequently determined using a
Neubauer chamber.

2.3. Sequence analysis
Protein sequences from A. fumigatus Af293 were obtained

from the Aspergillus Genome Database (http://www.aspgd.org/
). Genome searches for Fusarium and Mucorales were performed

4
34
o
S
a 2
(o]
1
c T T T T
> 3 G
q}\)& 0\00 Q\q, 0&6‘ 0@
& 2 Qb ) O
» 'S 2 WX &
. & > O
< &
&
L
Q .
41
34
o
=
a 27
o
14
0 - T
»{,\\@ ) \.{\“ \.{SQ ,\'Z\QQ
R 2 AN
b‘% 8\4? .\*‘7’ '5&6
& Qb 4;\04
< & < .‘b S
N

Fig. 1. Detection of galactomannan in culture supernatants of Fusarium ssp. and
A. fumigatus. Cell-free supernatants were harvested after growth in Sabouraud
medium (where indicated supplemented with 3% human serum). Samples were
diluted in coating buffer (Panel A: 1:100; Panel B: as indicated). The galactomannan
content was measured using the PLATELIA Aspergillus EIA.

using the Fusarium Comparative Database at the Broad Institute
(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/fusarium-
group/MultiHome.html) and the Saccharomyces Genome Database
(http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl),  respec-
tively. Alignments were generated using ClustalW2 (http://www.
ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2).

2.4. Monoclonal antibodies

AB135-8 was identified and cloned from a pool of hybridoma
cells obtained afterimmunization of Balb/c mice with killed A. fumi-
gatus germ tubes. The immunoglobulin subclass was determined
using the Pierce Rapid Antibody Isotyping Kits (ThermoScientific,
Dreieich, Germany). Hybridoma cells were grown in Opti-MEM
medium (Life Technologies) supplemented with 5% fetal calf serum.
IgM antibodies were purified from culture supernatants using the
Pierce IgM Purification Kit (ThermoScientific) according to the
instructions of the vendor. The galactomannan-specific monoclonal
antibody EB-A2 was initially described by Stynen et al. (1992).
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Fig.2. Panels Ato D: Monoclonal antibody L10-1 recognizes A. fumigatus (panel B), but not F. oxysporum hyphae (panel D) inimmunofluorescence. A and C show corresponding
Calcofluor white stainings. Panel E: Purified L10-1 was coated on the surface of an ELISA plate, blocked and incubated with undiluted culture supernatants of A. fumigatus
and F. oxysporum as well as PBS as negative control. Plates were subsequently developed using peroxidase-labelled EB-A2 antibody.

2.5. ELISA assays

The PLATELIA Aspergillus EIA was performed according to the
instructions of the vendor (BIORAD, Marnes-la-Coquette, France).
In other ELISA assays the peroxidase-labelled antibody EB-A2 was
used as outlined in the instructions of the Aspergillus EIA. For gen-
eration of A. fumigatus supernatant (SD-Asp) 200 ml of SD medium
(Yeast Nitrogen Base 0.34/l, ammonium sulphate 1g/l, glucose
1g/l) were inoculated with 1 x 108 resting conidia of A. fumiga-
tus strain ATCC46645. For the different Fusarium strains, 100 ml
Sabouraud medium were inoculated with 1.5 x 104 conidia. After
4 days incubation at 37 °C with shaking (140 rpm, Certomat-R, B.
Braun, Melsungen, Germany) supernatants were harvested by cen-
trifugation, passed through a 0.2 wm filter and stored in aliquots
at —20°C. Samples were diluted in coating buffer (0.1 M NaHCO3,
pH10) as specified and 100 .l were added per well of the ELISA test

plates (Greiner Bio-one, Frickenhausen, Germany) and the plates
were incubated for 2 h at 37 °C. Plates were washed five times with
TBS supplemented with 0.1% Tween 20 (TBS-T). For blocking of
unspecific binding sites, plates were incubated for 1 h at 37°C with
200 pl/well of 0.1% BSA in TBS-T. Peroxidase-labelled anti mouse
IgM antibodies (Dianova, Hamburg, Germany) were used at a final
dilution of 1:2000. For washing, plates were incubated five times
with 200 wl per well TBS-T. Plates were developed using TMB sub-
strate and Stop solution (Mikrogen Diagnostik, Neuried, Germany)
and the optical density at 450 nm was determined using a Tecan
Sunrise Reader (Tecan, Mdnnedorf, Switzerland).

For antigen capture ELISA, purified antibodies (1 mg/ml) were
diluted 1:500 in coating buffer (0.1 M NaHCOs3, pH10). 100 .l of
this solution were added per well and the ELISA test plates were
incubated for 2 hat 37 °C. Plates were washed five times with 200 1
TBS-T per well. Blocking of unspecific binding sites, incubation with

Fig. 3. Monoclonal antibody AB135-8 recognizes Fusarium hyphae and macroconidia. Hyphae of F. andiyazi were grown in Sabouraud medium. After fixation, samples were
stained with calcofluor white (panels A and C) and AB135-8 (panels B and D). All panels show projections of several optical planes. Arrows in Cand D indicate AB135-8-labelled

cup-like structures connecting microconidia and hyphae.



III. Publikationen

32

384 A. Wiedemann et al. / International Journal of Medical Microbiology 306 (2016) 381-390

Fig. 4. Labelling of A. fumigatus hyphae by AB135-8 depends on galactofuranose (Galf). Hyphae of the AglfA mutant (panelsC and D), the corresponding wild type strain
D141 (panels A and B) and the complemented mutant (panels E and F) were stained with AB135-8 (panels B, D and F) and calcofluor white (panels A-E). Note that AB135-8

does not recognize hyphae of the AglfA mutant, which lacks Galf.

peroxidase-labelled EB-A2 and development were performed as
described above.

2.6. Periodate oxidation

Periodate oxidation was essentially done as described by
Thornton (2008). ELISA test plates (Greiner Bio-one) were coated
with 100 pl A. fumigatus supernatant diluted 1:100 in coating buffer
for 2 hat 37 °C. After one washing-step with 50 mM sodium acetate
buffer (pH 4.5), 100 .l of 80 mM periodate in sodium acetate buffer
were added and incubated overnight at 4°C. Controls were incu-
bated with the buffer only. The ELISA assay was performed as
described above.

2.7. Immunofluorescence

Hyphae were grown on glass cover slips in AMM or Sabouraud
medium. Aspergillus hyphae stick to the glass surface. For all
other fungi, cover slips with weakly attached hyphae were dried
overnight at 50 °C. Samples were fixed with 3.7% formaldehyde/PBS
for 5min, washed and subsequently incubated with monoclonal
antibodies L10-1 or AB135-8 in a moistened chamber for 30 min
at 37°. The cover slips were subsequently washed three times
with PBS. Suitable secondary antibodies labelled with either Cy3 or
Alexa 488 were obtained from Dianova (Hamburg, Germany). For
direct staining, purified IgM antibodies were dialyzed against PBS
and labelled using the Dylight 488 or the Dylight 550 microscale
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Fig. 5. Culture supernatants of the A. fumigatus AglfA mutant contain neither galactomannan nor the AB135-8 antigen. Cell-free culture supernatants were obtained after
growth of the A. fumigatus AglfA mutant, the corresponding parental (D141) and complemented strains in Sabouraud medium. Supernatants were coated at a dilution of 1:10
on ELISA plates and reacted in parallel experiments with AB135-8 (panel A) and L10-1 (panel B). Panel C shows a capture ELISA experiment in which AB135-8 was coated on
the ELISA plate. After incubation with the indicated fungal culture supernatants, the ELISA was developed using peroxidase-labelled EB-A2 antibody. All experiments were

performed in triplicates. Error bars are indicated.

antibody labelling kits (ThermoScientific). To stain the cell wall,
samples were incubated with 1 mg/ml Calcofluor white (Sigma-
Aldrich, Deisenhofen, Germany) for one minute at RT. All samples
were finally mounted using Vectashield Mounting Medium (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA) and analysed using a Leica SP-5
confocal laser scanning microscope (Leica Microsystems, Wetzlar,
Germany).

2.8. Infection experiments

Experiments were conducted using 7-week-old female Balb/c
mice (Charles River Laboratory, Wilmington, USA). Mice were
treated in accordance with the guidelines of the “European Conven-
tion for the Protection of Vertebrate Animals used for Experimental
and other Scientific Purposes” and the Austrian law. Animal exper-
iments were approved by the ethics committee of the Austrian
Federal Ministry of Science and Research (BMWF). Mice were fed
with normal mouse chow and water ad libitum. The mice were
infected intravenously with 4 x 10® colony forming units of either
A. fumigatus, F. solani, F. oxysporum, F. proliferatum or F. dimerum.

2.9. Processing and staining of histological samples

Organs were dissected at death, collected in 10% neutral-
buffered formalin and embedded in paraffin; to visualize fungal
elements, sections of 6 wum were stained with Grocott by routine
histological techniques for pathological analysis.

For deparaffinization, slides were washed twice in xylene, 100%
ethanol and 95% ethanol. After single washing steps in 80% ethanol,
70% ethanol and 50% ethanol, samples were finally washed another
two times in H,O. Each washing step lasted 5 min. For immunos-
taining the slides were placed in a moistened chamber and 100 .l
blocking buffer (10% goat serum in PBS) was added to each section.
The closed chamber was incubated for 1h at room temperature.
Slides were then washed three times (5 min each) in PBS. Labeled
antibodies (1 mg/ml) were added at a dilution of 1:50 in PBS and
incubated overnight at 4°C.

For indirect immunofluorescence, samples were blocked as
described above and then incubated overnight with the primary
antibody. After washing, the sample was incubated for 1 h with a
Cy3-labelled secondary antibody. Fungal elements were addition-
ally stained with Blankofluor (0.4 mg/ml for 1min). Slides were
washed three times in PBS and mounted using Vectashield Mount-
ing Medium (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Samples
were analysed using a Leica SP-5 confocal laser scanning micro-
scope (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).

3. Results

3.1. Fusarium species harbour genes that are required for
galactomannan synthesis

Galf synthesis in A. fumigatus requires the UDP-galactopyranose
mutase GIfA and the UDP-Galf transporter GIfB. Using BlastP, we
identified GIfA and GIfB homologs in F. graminearum, F. oxysporum
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Fig. 6. Double-labelling of a mixture of hyphae of A. fumigatus ATCC46645-GFP and F. proliferatum strain NRZ 2311 using L10-1 and AB135-8. GFP fluorescence of A. fumigatus
ATCC46645-GFP is shown in panels A and B. Staining with L10-1 or AB135-8 are shown in red in panels A’ and B’, respectively. Corresponding calcofluor white staining are
depicted in the overlays shown in A" and B". All micrographs are projections of several optical planes. Tips of A. fumigatus hyphae are indicated by arrows. (For interpretation
of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.).

and F. verticilloides. Fusarium usually harbours several GIfA and GIfB
homologs. Only F. graminearum (strain PH-1) possesses one GIfA
homolog (Suppl. Table S1 in the online version at DOI: 10.1016/j.
ijmm.2016.05.002). Remarkably, those proteins showing the high-
est homology to GIfA and GIfB are encoded by neighbouring genes,
whichresembles the situation for glfA and glfB in A. fumigatus. Thus,
Fusarium species have the genetic capacity to produce and transport
UDP-Galf.

3.2. Detection of galf antigen in fusarium culture supernatants

Initially galactomannan was thought not to be present in Fusar-
ium, but several infections with positive galactomannan antigen
tests have been reported in recent years, e.g. a fatal breakthrough
infection caused by F. andiyazi (Kebabci et al., 2014). Supernatants
of this clinical isolate and strains representing another four Fusar-
ium species were analysed for galactomannan. At a dilution of
1:100 galactomannan was not detectable for F. dimerum, F. solani,
F. andiyazi, F. proliferatum and F. oxysporum, whereas A. fumigatus
supernatant was strongly positive (Fig. 1A and data not shown).
However, undiluted supernatants of F. andiyazi and other Fusarium
species were clearly positive (Fig. 1B and data not shown) demon-
strating that Fusarium releases minor amounts of galactomannan
during in vitro growth. Human serum has been reported to trigger
an enhanced release of galactomannan in A. fumigatus (Bahia et al.,
1997). However, supplementation of Sabouraud medium with 3%
human serum had no positive impact on the amount of galactoman-
nan in supernatants of F. andiyazi (Fig. 1A).

We have recently raised and characterized a murine
galactomannan-specific monoclonal antibody designated L10-1
(Heesemann et al., 2011). This antibody was used for immunofluo-
rescence, since the peroxidase-labelled EB-A2 turned out to be not

suitable for this application. L10-1 stained A. fumigatus hyphae in a
homogenous fashion, but showed no reactivity with F. dimerum, F.
solani, F. andiyazi or F. oxysporum hyphae (Fig. 2A-D and data not
shown). The somehow discrepant results obtained for Fusarium
in immunofluorescence and ELISA prompted us to test whether
L10-1 is able to bind soluble galactomannan from Fusarium
culture supernatants. To this end, ELISA wells were coated with
purified L10-1, incubated with undiluted Fusarium and Aspergillus
supernatants and finally developed with peroxidase-coupled
EB-A2. Positive signals were obtained for both, A. fumigatus and F,
oxysporum supernatants (Fig. 2E) demonstrating that L10-1 is able
to bind Fusarium-derived galactomannan.

3.3. Monoclonal antibody recognizing a novel galactofuranose
antigen

In this study, we have generated a novel hybridoma, desig-
nated AB135, which was initially identified by its weak reactivity
with A. fumigatus germ tubes and hyphae. A similar pattern was
also obtained for A. nidulans, A. niger and A. terreus (data not
shown). Strikingly, AB135 showed a much stronger reactivity with
Fusarium hyphae. After cloning, the resulting monoclonal antibody
AB135-8 uniformly labelled hyphae of all five Fusarium species
tested. Macroconidia were also recognized, but the staining was
often patchy (Fig. 3B), whereas microconidia were not recognized
except for small cup-like structures at their base (Fig. 3D, arrows).

The AB135-8 antigen is not sensitive to protease K digestion
(data not shown) and AB135-8 belongs to the IgM subclass, which
suggests specificity for a carbohydrate antigen. If so, the AB135-8
antigen should be sensitive to periodate treatment. To test this, we
coated culture supernatants of F. oxysporum and A. fumigatus on
ELISA plates and treated them with periodate. Subsequent analysis
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Fig. 7. Staining of histological sections. Sections from the liver of a mouse infected with A. fumigatus (A to A”) and from the ear of a mouse infected with F. solani (B to B”): were
stained with a mixture of L10-1-DyLight550 and AB135-8-DyLight488. A and B: L10-1-DyLight550. A” and B": AB135-8-DyLight488. A’ and B': Overlays of both channels.
Note that both antibodies exclusively recognize hyphae of one fungal species. Bars in A” and B” represent 5 pum and 3 pm, respectively. Panel C to C": A section from a human
patient suffering from fusariosis was stained with AB135-8 (in red) and Blankofluor (C and C', respectively). The corresponding overlay is shown in C". (For interpretation of
the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.).

by ELISA with the different monoclonal antibodies showed that the
galactomannan antigen recognized by EB-A2 and L10-1 was com-
pletely eliminated, whereas the AB135-8 antigen was only partially
destroyed by periodate treatment (Supplementary Fig. S1 in the
online version at DOI: 10.1016/j.ijmm.2016.05.002).

In immunofluorescence, binding of AB135-8 to A. fumigatus
hyphae was weak and usually focussed to the apical region of
hyphae (Fig. 4B). No staining was observed for an A. fumigatus AglfA
mutant, which lacks galactofuranose (Fig. 4D), whereas hyphae of
the complemented strain were again recognized (Fig. 4F). These
results could either indicate that Galf is an essential part of the
AB135-8 epitope or, alternatively that the AB135-8 antigen is
anchored to the cell wall in a galactomannan-dependent manner.
To distinguish these two possibilities, we have analysed culture
supernatants of the A. fumigatus AglfA mutant and the correspond-
ing control strains. Both, galactomannan and the AB135-8 antigen
were found in supernatants of the parental and the complemented
strain, but not in those of the AglfA mutant (Fig. 5A and B, respec-
tively). This finding strongly suggests that Galf is an essential part
of the AB135-8 antigen.

We next analysed whether the AB135-8 antigen resides on the
same molecules as galactomannan. To this end, we used a capture
ELISA with AB135-8 coated on the plate and peroxidase-labelled
EB-A2 for detection. Undiluted A. fumigatus culture supernatants
gave strong signals, whereas supernatants diluted 1:100 were neg-
ative. For F. oxysporum, even undiluted culture supernatants gave
no significant signals (Fig. 5C). This suggests that in Aspergillus
supernatants the two distinct Galf antigens recognized by AB135-8
and EB-A2 exist on the same molecule, whereas in Fusarium
supernatants both antigens are apparently localized on distinct
molecules.

In the Mucorales, another important group of fungal pathogens,
galactomannan is not found in supernatants (Swanink et al., 1997;
Cummings et al., 2007). In line with these data, we found no
homologs of GIfA and GIfB in several Mucorales genomes (data not
shown) and in immunofluorescence, both AB135-8 and L10-1 did
not recognize hyphae of Mucor circinelloides, Lichtheimia corymb-
ifera and Rhizopus oryzae (data not shown). Negative results in
immunofluorescence were also obtained with different Scedospo-
rium species (data not shown). Hyphae of the dermatophytes
Microsporum canis and Trichophyton interdigitale were not recog-
nized by L10-1 (data not shown), although GIfA and GIfB homologs
exist in corresponding genomes. For both species, we observed a
staining with AB135-8 that was largely focussed on the surface
of conidial bodies form which germ tubes had already emerged
(Suppl. Fig. S2 in the online version at DOI:10.1016/j.ijmm.2016.
05.002 and data not shown).

3.4. Antibodies against galactofuranose antigens distinguish
Aspergillus and Fusarium hyphae in histological samples

Fusarium hyphae are difficult to distinguish from Aspergillus
hyphae by light microscopy due to their similar morphology. We
therefore tested the ability of L10-1 and AB135-8 to differentiate
hyphae of A. fumigatus and F. oxysporum in immunofluorescence.
To this end, hyphae of A. fumigatus expressing cytosolic GFP and
F. oxysporum were grown as a mixed culture. All hyphae were
visualized using Calcofluor white (Fig. 6A” and B"). L10-1 labelled
A. fumigatus hyphae (Fig. 6A-A”"), but showed no reactivity with
Fusarium. In contrast, AB135-8 strongly labelled Fusarium hyphae
and showed only a weak staining of A. fumigatus hyphae that was
restricted to small dot-like structures at the apical tips (Fig. 6B-B”).
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Fig. 8. Detection of galactomannan and AB135-8 antigen in culture supernatants. Cell-free supernatants of the indicated Fusarium species were coated to ELISA plates at a
dilution of 1:10. Plates were blocked and the wells were incubated with AB135-8, L10-1 or EB-A2 as indicated. Wells were developed using peroxidase-labelled anti-mouse
IgM antibodies. These experiments were performed in triplicates. Error bars are indicated.

In the next step, we covalently labelled L10-1 with DyLight550 (in
red) and AB135-8 with DyLight488 (in green). Staining of a mix-
ture of hyphae with these directly labelled antibodies also led to a
clear discrimination of A. fumigatus and F. oxysporum hyphae grown
in vitro (data not shown).

Specific antibodies are valuable tools for immunohistology. To
verify whether AB135-8 works in histology, we have analysed sam-
ples from mice infected with Fusarium spp. and A. fumigatus. After
treatment with a mixture of the two directly labelled antibodies
both pathogens could be differentiated. AB135-8 detected F. solani
hyphae (Fig. 7B”), but showed no significant reactivity with A. fumi-

gatus (Fig. 7A”), whereas L10-1 recognized A. fumigatus hyphae
(Fig.7A), but showed no binding to those of F. solani (Fig. 7B). Similar
results were obtained with tissue samples infected with F. prolifer-
atum and F. oxysporum (data not shown). We additionally stained
a histological sample derived from a human patient infected with
F. proliferatum. As shown in Fig. 7C, AB135-8 strongly decorated all
hyphal elements indicating that itis also suitable to detect Fusarium
hyphae in human samples.

Diagnostics of fungal infections largely depend on the sero-
logical detection of fungal antigens, such as B-1,3-glucan or
galactomannan. So far, a specific serological test for Fusarium is
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not available, which prompted us to explore whether the AB135-8
is released during fungal growth. We therefore analysed culture
supernatants of A. fumigatus and five Fusarium species with L10-1,
EB-A2 and AB135-8. Supernatants were coated at a dilution of
1:10 to ELISA plates. As shown in Fig. 8, AB135-8 clearly rec-
ognized supernatants of all five Fusarium species, whereas only
weak signals were obtained with A. fumigatus. EB-A2 and L10-1
showed the opposite pattern, being strongly positive for A. fumi-
gatus whereas no or only very weak signals were obtained with
Fusarium supernatants. At higher antigen dilutions L10-1 and
EB-A2 gave comparably strong positive reactions, but only with
Aspergillus, whereas AB135-8 was strongly positive with Fusarium,
but negative with Aspergillus supernatants (data not shown). This
demonstrates that the AB135-8 antigen is released by Fusarium
hyphae.

4. Discussion

Fusarium causes an emerging pathogen causing a broad
spectrum of infections in immunocompromised and immunocom-
petent individuals that are often refractory to treatment (Nucci
and Anaissie, 2007; Muhammed et al., 2011). Despite this clin-
ical relevance, neither specific antibodies nor serological assays
are available for the detection of Fusarium infections. Detection
of secreted antigens is an important tool for diagnostics of inva-
sive fungal infections (De Pauw et al., 2008). Fusarium produces
3-1,3-glucan, but detection of this antigen lacks species-specificity,
since it is produced by many fungal pathogens. Nucci and Anaissie
(2007) proposed that a positive 3-1,3-glucan assay in combination
with a negative galactomannan assay in a high-risk patient is highly
suggestive of fusariosis. This was based on studies demonstrating
that galactomannan is not produced by Fusarium (Swanink et al.,
1997; Stynen et al., 1992; Cummings et al., 2007). However several
recent reports of fusariosis patients with positive galactomannan
assays challenged this concept (Mikulska et al., 2012; Tortorano
et al,, 2012; Horn et al,, 2014; Kebabci et al., 2014; Nucci et al.,
2014). We have addressed this issue and found that Fusarium har-
bours genes that are required for production of galactofuranose,
the antigenic and fungal-specific component of galactomannan.
Moreover, we demonstrate that galactomannan is detectable in
Fusarium culture supernatants, although in quantities that are sub-
stantially lower than in A. fumigatus, thereby confirming data of
Tortorano et al. (2012). Our data imply that Fusarium can produce
galactomannan in amounts that are diagnostically relevant. Sub-
tle differences in the individual fusariosis patients may determine
whether galactomannan levels become diagnostically apparent or
not. Taken together, our and previously published data imply that
the galactomannan assay is not suitable to detect or exclude a
Fusarium infection.

In this study, we used a commercial assay based on the anti-
body EB-A2 to detect galactomannan in culture supernatants. For
immunofluorescence, we used the galactomannan-specific anti-
body L10-1 that recognizes A. fumigatus hyphae (Heesemann et al.,
2011), but showed no reactivity with several Fusarium species. The
divergent results obtained for Fusarium in ELISA and immunofluo-
rescence could reflect subtle differences in the specificities of L10-1
and EB-A2. However, both antibodies were able to cooperate in a
capture ELISA format. Thus, although L10-1 failed to stain Fusarium
hyphae, it is clearly able to detect galactomannan in Fusarium cul-
ture supernatants. Possible explanations for the negative results in
immunofluorescence are that the galactomannan antigen is buried
in deeper parts of the cell wall of mature hyphae, where it is no
longer accessible for antibodies, or that the antigen is not efficiently
anchored in the Fusarium cell wall.

We have raised a set of antibodies against A. fumigatus. One
of them, designated AB135-8, showed only weak reactivity with
Aspergillus hyphae, but a much stronger binding to Fusarium
hyphae. ELISA experiments with supernatants of A. fumigatus and
several Fusarium species revealed distinct specificities for L10-1
and AB135-8. AB135-8 showing strong reactivity with Fusarium,
but only weak reactivity with Aspergillus, whereas the pattern is
the opposite for L10-1, which allows an unambiguous differentia-
tion of both pathogens.

A carbohydrate nature of the AB135-8 antigen is already sug-
gested by the [gM subclass of the antibody and further corroborated
by the resistance of the antigen to protease treatment and its sensi-
tivity to periodate oxidation. Interestingly, galactomannan is much
more sensitive to periodate treatment than the AB135-8 antigen
demonstrating that these are similar, but distinct glycostructures.

InA. fumigatus, the AB135-8 antigen is detectable by immunoflu-
orescence and ELISA, whereas the AglfA mutant is negative in
both assays. This strongly suggests that AB135-8 recognizes a
novel Galf-containing antigen. Only limited information is avail-
able on Fusarium Galf-containing extracellular polysaccharides, but
the structures identified so far contained 1,6- or 1,2,6-linked Galf
moieties (Siddiqui and Adams, 1961; Miyazaki and Naoi, 1975;
Ahrazem et al.,, 2000) and clearly differ from the 1,5-linked Galf
chains found in A. fumigatus (Latgé et al., 1994).

There are two explanations for the differential binding of
AB135-8 and L10-1 to Aspergillus and Fusarium: The two
Galf-antigens are produced either in genus-specific amounts or
in a mutually exclusive pattern. In the latter case, weak signals
would be due to cross-reactivities. Using a capture ELISA format,
we found that Galf-antigens can be detected using a combination
of AB135-8 and EB-A2, but only in Aspergillus, not in Fusarium
supernatants. Since AB135-8, when bound to the plate, bound the
antigen, one would expect larger quantities of the AB135-8 antigen
to be captured from Fusarium than from Aspergillus supernatants.
We nevertheless obtained negative results for Fusarium suggesting
that Fusarium releases galactomannan and the AB135-8 antigen
on distinct molecules. These results furthermore demonstrate that
at least EB-A2 shows no cross-reactivity with the novel antigen
recognized by AB135-8.

In histopathology it is difficult to distinguish fungal pathogens
by their morphological characteristics. Fusarium and Aspergillus
both grow as septate and hyaline hyphae with similar branch-
ing angles and specific tools are therefore required for an
unambiguous differentiation. In a mixture of Fusarium and
Aspergillus hyphae, L10-1 exclusively recognized Aspergillus,
whereas AB135-8 strongly labelled Fusarium, but showed only a
weak staining of Aspergillus hyphae. The weak staining of distal
parts of A. fumigatus hyphae by the antibody suggests that the
AB135-8 antigen is either shielded by additional cell wall material
or is only transiently associated with the cell wall.

We have recently shown that L10-1 recognizes A. fumiga-
tus hyphae in histological samples of infected human patients
(Heesemannetal., 2011). In this study, we stained histological sam-
ples from infected mice with L10-1 and AB135-8. Both L10-1 and
AB135-8 were highly specific for Aspergillus and Fusarium hyphae,
respectively. We observed no cross-reactivity of AB135-8 with A.
fumigatus hyphae as in the mixed in vitro cultures suggesting that
the growth conditions during infection further reduce the produc-
tion of the AB135-8 antigen in Aspergillus. In samples from a human
fusariosis patient, F. proliferatum hyphae were also strongly recog-
nized by AB135-8. Thus, the combination of L10-1 and AB135-8
allows differentiation of Fusarium and Aspergillus in immunohis-
tology. The specificity of this method is further underlined by the
following findings: Mucorales and Scedosporium lack homologs of
GIfA and GIfB and their hyphae are not recognized by AB135-8 and
L10-1. Dermatophytes possess GIfA and GIfB homologs, but galac-
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tomannan from Trichophyton mentagrophytes and T. rubrum was
shown to contain no poly-Galfchains (Ikuta et al., 1997) and accord-
ingly, we observed no reactivity of L10-1 with T. mentagrophytes
and M. canis. For AB135-8 we observed a staining in immunofluo-
rescence that was largely restricted to the conidial surface of both
fungi, which again demonstrates that L10-1 and AB135-8 recognize
distinct antigens.

In conclusion, the data obtained in this study suggests that
two distinct forms of Galf antigens exist in Aspergillus and Fusar-
ium. These antigens can be detected and differentiated using the
monoclonal antibodies AB135-8 and L10-1. AB135-8 turned out
to be a valuable tool for detection of Fusarium in immunofluores-
cence and immunohistology. Since the AB135-8 antigen was also
found in culture supernatants, it represents a promising target for
a Fusarium-specific serological assay.
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Zusammenfassung:

Fir die Therapie invasiver Mykosen stehen mit den Polyenen, Azolen und
Echinocandinen nur drei Klassen von Antimykotika zur Verfiigung. Die verschiedenen
Schimmelpilze weisen sehr unterschiedliche Sensitivitdten gegeniiber den verschiedenen
Substanzen auf, auBBerdem kommt es in den letzten Jahren vermehrt zum Auftreten von
Resistenzen. Deswegen haben wir untersucht, ob Substanzen, die die TcsC Sensorkinase
des Pilz-spezifischen High Osmolarity Glycerol (HOG) Signalwegs aktivieren, fiir eine
antifungale Therapie geeignet sind. Fludioxonil und Iprodione aktivieren diesen
Signalweg und zeigten in unseren Tests eine klare antifungale Wirkung nicht nur auf
Aspergillus, sondern auch auf die klinisch relevanten Genera Lichtheimia spp., Rhizopus
spp. und Scedosporium spp.. Nur A. terreus zeigte sich resistent gegeniiber Fludioxonil
obwohl dieser Stamm sensitiv gegeniiber Iprodione war und auch die Fahigkeit besitzt
sich hyperosmotischen Bedingungen anzupassen. Aullerdem war das A. terreus tcsC Gen
dazu in der Lage eine 4. fumigatus AtcsC Mutante wieder zu komplementieren und so
auch die Sensitivitit gegeniiber Fludioxonil wieder herzustellen. Dies deutet darauthin,
dass die Resistenz von A. terreus gegeniiber Fludioxonil unabhéngig von der TcsC
Kinase ist. Die genaue Wirkung von Fludioxonil und Iprodione haben wir beispielhaft fiir
A. fumigatus untersucht und herausgefunden, dass diese Substanzen auf vielfiltigen
zellbiologischen Wegen dem Pilz Schaden zufiigen. Durch diesen Stress reagiert der Pilz
u.a. mit einer Umstrukturierung der Zellwand, die mit einer massiven Galaktomannan-
Freisetzung einhergeht. Diese induzierte Freisetzung des Galaktomannan-Antigens
konnte die Diagnostik im frithen Infektionsstadium deutlich verbessern. HOG-
aktivierende Substanzen mit ihrem Zielprotein, das in Sdugetieren nicht existiert, zeigten
sich als vielversprechende Kandidaten fiir die Entwicklung neuer Antimykotika zur

Bekdampfung von Schimmelpilzinfektionen.
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Treatment of invasive fungal infections often fails due to the limited number of therapeutic options.
In this study, we have analyzed the impact of agents activating the High Osmolarity Glycerol (HOG)
pathway on molds that cause infections in humans and livestock. We found that agents like fludioxonil
and iprodione, have a clear anti-fungal activity against pathogenic Aspergillus, Lichtheimia, Rhizopus
and Scedosporium species. Only A. terreus turned out to be resistant to fludioxonil, even though it is
sensitive to iprodione and able to adapt to hyperosmotic conditions. Moreover, the A. terreus tcsC gene
can fully complement an A. fumigatus AtcsC mutant, thereby also restoring its sensitivity to fludioxonil.
The particular phenotype of A. terreus is therefore likely to be independent of its TcsC kinase. In a second
part of this study, we further explored the impact of fludioxonil using A. fumigatus as a model organism.
When applied in concentrations of 1-2 pg/ml, fludioxonil causes an immediate growth arrest and, after
longer exposure, a quantitative killing. Hyphae respond to fludioxonil by the formation of new septa
and closure of nearly all septal pores. Mitosis occurs in all compartments and is accompanied by a re-
localization of the NimA kinase to the cytoplasm. In the swollen compartments, the massive extension
of the cell wall triggers a substantial reorganization resulting in an enhanced incorporation of chitin
and, most strikingly, a massive loss of galactomannan. Hence, HOG-activating agents have dramatic cell
biological consequences and may represent a valuable, future element in the armory that can be used to
combat mold infections.

© 2016 Elsevier GmbH. All rights reserved.

1. Introduction

of these drugs has been reported for A. fumigatus (Azevedo et al.,
2015), which underlines the need to develop new approaches in

Invasive fungal infections represent a major threat for severely
immunocompromised patients and are often associated with
high mortality rates. Currently, Aspergillus fumigatus is the most
common and important pathogenic mold, but infections by non-
Aspergillus species are also increasing (Douglas et al., 2016) and
some of these pathogens are even more difficult to treat than
Aspergillus infections (Cortez et al., 2008). The spectrum of antimy-
cotic agents that are in clinical use for invasive mycoses is small and
consists essentially of polyenes, azoles and echinocandines. Azoles
are most widely used, but the development of resistance to some

* Corresponding author at: Institute for Infectious Diseases and Zoonoses, Ludwig-
Maximilians-University, Munich, Germany.
E-mail address: frank.ebel@/mu.de (F. Ebel).
! Both authors contributed equally.

anti-fungal therapy.

Anti-fungal agents are not only used in human and veterinary
medicine, but to a much larger extent in agriculture. Some of the
agents used in the field attack fungi by harnessing the so-called
High Osmolarity Glycerol (HOG) pathway (Kojima et al., 2004).
This signalling cascade normally enables fungi to thrive under
hyperosmotic conditions (Bahn, 2008). However, a pharmacolog-
ical activation of the HOG pathway, e.g. by fludioxonil, causes a
dramatic osmotic imbalance and consequently a massive influx
of water (Okada et al., 2005). The use of HOG-activating agents
therefore requires a humid environment, which limits their use in
agriculture.

In bacteria, sensing and processing of stress signals largely relies
on two-component systems that consist of a sensor histidine kinase
and a response regulator. In filamentous fungi, hybrid histidine
kinases (HHK) integrate both functions in a single polypeptide and
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A. nidulans

A. fumigatus

A. niger

30°C

A. terreus

Fig. 1. Impact of fludioxonil on the growth of different Aspergillus species. The following strains have been analyzed in this agar diffusion assay: A. fumigatus D141, A. nidulans
A26, A. niger DSM737 and A. terreus NIH 2624. 10° conidia of each strain were homogenously spread on the surface of two Sabouraud plates. Paper disks containing 10 g
fludioxonil were placed in the centre of the plates. Pictures show plates after incubation for 2 days at either 30°C or 37°C.

transfer the phosphoryl group intramolecularly from a histidine
to an aspartate residue (Shor and Chauhan, 2015). While their
primary function is adaptation to high osmotic stress, group Il
HHK have also been shown to contribute to the virulence of sev-
eral fungi (Bahn, 2008; Defosse et al., 2015). The sensing module
of group Il HHK consists of several HAMP domains (present in
Histidine kinases, Adenyl cyclases, Methyl-accepting proteins and
Phosphatases), which control the activity of the C-terminal kinase
module (Defosse et al., 2015). Remarkably, group IIl HHK are not
found in vertebrates (Shor and Chauhan, 2015), which makes them
an attractive therapeutic target.

We have recently shown that the dramatic impact of HOG-
activating agents, like fludioxonil, on A. fumigatus is mediated by the
type Il HHK TcsC (McCormick et al., 2012). In the current study we
have investigated the impact of fludioxonil on A. fumigatus in more
detail and furthermore analyzed the impact of the HOG-activating
agents fludioxonil and iprodione on other major pathogenic molds.

2. Result

Fludioxonil inhibits growth of A. nidulans and A. fumigatus
(Hagiwara et al,, 2007; McCormick et al., 2012). Using a disk-
diffusion assay we confirmed this and observed similar effects
for A. niger and A. flavus (Fig. 1 and data not shown). A. fumi-
gatus showed the highest sensitivity, whereas A. terreus strain
NIH2624 was not inhibited at all (Fig. 1). Further testing of NIH2624
and two additional A. terreus strains on plates with paper disks
containing 1, 10 and 100 p.g fludioxonil revealed that A. terreus
has a natural resistance to this agent (Suppl. Fig. SIA-C in the
online version at DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.ijmm.2016.09.
005). Nevertheless, we observed a partial growth inhibition around
fludioxonil-containing disks, but only at early time points, when
the mycelial growth was still sparse (Suppl. Fig. S1D in the online
version at DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.ijmm.2016.09.005).

Fludioxonil damages susceptible fungi by activation of a type
III HHK. In A. fumigatus this kinase is called TcsC (Afu2g03560)
and contains 6 HAMP domains. The TcsC homolog of A. terreus
in the data base (QOC9VO/ATEG_09534) contains only four HAMP
domains and lacks the C-terminal receiver domain, which repre-
sents an essential element of type Il HHKs (Suppl. Fig. S2 in the

online version at DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.ijmm.2016.09.
005). This truncation could explain the striking fludioxonil resis-
tance of A. terreus, but should also result in an inability to cope
with hyperosmotic stress. However, A. terreus grows normally on
plates containing 1.2 M sorbitol (Suppl. Fig. S3 in the online ver-
sion at DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.ijmm.2016.09.005) and in
liquid culture it was able to tolerate even higher NaCl concentra-
tions than A. fumigatus (2.5M versus 2 M, data not shown). Even
more striking, A. terreus is clearly sensitive to iprodione (Fig. 2A)
and when treated with iprodione shows the characteristic pheno-
types induced by HOG-activating agents, such as cellular swelling,
elevated numbers of nuclei and tip lysis (Fig. 2B and D). This sug-
gested that A. terreus possesses a functional TcsC protein. A closer
inspection of the A. terreus tcsC gene in the data base (supercon-
tig:CADRE:1.15:139557:141148:1) revealed that it is incomplete
and contains a stretch of nucleotides that has not been defined
yet. This prompted us to re-sequence the tcsC gene of strain NIH
2624 (accession number: HE995413). It turned out that A. terreus
TcsCis highly homologous to A. fumigatus TcsC (91.2% identity) and
contains all domains typically found in a type IIl HHK (Suppl. Fig.
S2 in the online version at DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.ijmm.
2016.09.005). When expressed in an A. fumigatus AtcsC mutant,
A. terreus tcsC allowed growth under hyperosmotic conditions and
conferred sensitivity for fludioxonil and iprodione (Fig. 3), i.e. it
fully complemented the mutant phenotype.

The sensitivity of different Aspergillus species to fludioxonil and
iprodione prompted us to extend our analysis to other pathogenic
molds. Disk diffusion assays revealed that growth of the Mucorales
species Lichtheimia corymbifera and Rhizopus oryzae is inhibited by
both agents (Fig. 4). Scedosporium minutisporum is also sensitive
to both agents, but the inhibition zone observed for fludioxonil
was strikingly larger than for any other mold tested (Fig. 4). This
high sensitivity to fludioxonil was also observed for S. prolificans, S.
aurantiacum and Pseudallescheria boydii (data not shown).

We next searched the genomes of all species tested in
Figs. 1 and 4 for TcsC homologs using BlastP. In case that a genome
sequence was not available, we analyzed a closely related species.
All these genomes contained one protein with high homology to
TcsC (Table 1). The most striking differences were observed for the
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Fig. 2. Impact of iprodione on A. terreus. Panel A shows a disk diffusion assay with A. terreus strain NIH 2624 and a disk containing 125 g iprodione. Panel B to D show A.
terreus germlings treated with 25 pg/ml iprodione for 9 h. An immunofluorescence analysis using the galactomannan-specific antibody L10-1 and a DAPI staining are shown

in C and D, respectively. Panel B shows an overlay of C, D and a bright field image.

Table 1

TesC homologous proteins in molds showing sensitivity to fludioxonil and/or iprodione. The number of HAMP domains was predicted using the SMART algorithm. The

percentage of identical amino acids to A. fumigatus TcsC was determined using MUSCLE.

Species Accession number Number of HAMP domains Number of amino acids Identity in%
Aspergillus fumigatus Afu2g03560 6 1337 100.0
Aspergillus terreus CCM66045 6 1348 91.2
Fusarium oxysporum FOXB_17386 6 1293 68.9
Lichtheimia corymbifera CDH49117 11 1681 51.2
Rhizopus irregularis ESA18659.1 9 1555 534

Mucor circinelloides HMPREF1544.08225 7 1141 549
Scedosporium apiospermum KEZ44374 6 1288 67.1

N-terminal sensing modules that, according to the SMART algo-
rithm, contained 6 to 11 HAMP domains.

In the following experiments, we used A. fumigatus as a model
organism to study the impact of fludioxonil in more detail. At

the beginning of this study, it was already known that fludioxonil
causes a massive swelling of hyphal cells, which may eventually
culminate in lysis (McCormick et al., 2012). To analyze whether
such a treatment finally results in a quantitative killing, we culti-
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AfS35
AtcsC

AtcsC+tesC,

Fig. 3. Expression of the A. terreus tcsC in an A. fumigatus AtcsC mutant. Expression of A. terreus tcsC (tcsCa, ) restored sensitivity to fludioxonil and iprodione (panels A and B,
respectively). Disks contained 5 pg fludioxonil and 125 p.g iprodione. Panel C shows a drop dilution assay on an AMM plate containing 1.2 M sorbitol. AfS35 is the parental

strain of the AtcsC mutant.
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Fig. 4. Impact of fludioxonil (5 pg per disk) and iprodione (125 pg per disk) on
growth of Lichtheimia corymbifera, Rhizopus oryzae and Scedosporium minutisporum.
Plates were incubated at 30 °C.

vated A. fumigatus in the presence of 1 wg/ml fludioxonil for several
days. To directly visualize lysis, we used a strain expressing cytoso-
lic GFP. After 72 h, most hyphal compartments were completely
lysed and the weak GFP signals found in few compartments indicate
substantial membrane damage (Fig. 5). This demonstrates that flu-
dioxonil treatment can result in a quantitative lysis of A. fumigatus
hyphae, at least under in vitro conditions.

Time lapsed microscopy revealed that the earliest response of
A. fumigatus hyphae to fludioxonil is an immediate halt of the
hyphal elongation (Fig. 6). This growth arrest clearly precedes the
swelling and lasts as long as fludioxonil is present (Fig. 6 and data

not shown). To analyze whether this growth inhibition reflects a
disorganization of the whole cellular machinery, we treated an
A. fumigatus strain in which mitochondria are labelled by tar-
geted GFP expression. After treatment with 1 ug/ml fludioxonil
for 8h, hyphae were analyzed by live cell imaging. Video S1 in
the online version at DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.ijmm.2016.
09.005 demonstrates that the dramatically swollen compartments
retained a dynamic mitochondrial network until lysis.

We have previously reported that fludioxonil triggers an
increase in the number of nuclei per compartment (McCormick
et al., 2012). To visualize nuclei in A. fumigatus, we constructed a
strain expressing a GFP fused to the C-terminal 156 amino acids of
the StuA protein (Afu2g07900). As previously described for A. nidu-
lans (Suelmann et al., 1997), this fusion protein accumulates in the
nucleus during interphase, but translocates to the cytoplasm during
mitosis (data not shown). Live cell imaging of an A. fumigatus strain
expressing GFP-StuAy;s demonstrated that early after addition of
fludioxonil, the nuclei were arranged in a regular pattern along the
central hyphal axis (data not shown), but this orderly pattern dis-
solved after 90 min ( Video S2 in the online version at DOI: http://dx.
doi.org/10.1016/j.ijmm.2016.09.005). In normal hyphae, mitosis is
tightly controlled and restricted to the apical compartments (Shen
et al,, 2014), but in fludioxonil-treated hyphae, mitosis occurred
in all compartments ( Video S2 and data not shown in the online
version at DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.ijmm.2016.09.005).

A. fumigatus hyphae treated with fludioxonil for 6 h or longer
contain increased numbers of nuclei and possess more septa than
normal. Septum formation is a tightly controlled process and linked
to mitosis. It was shown in A. nidulans that before mitosis occurs,
apical compartments transiently close their septal pores to discon-
nect themselves from the rest of the hypha. This is accompanied
by a re-localization of the kinase NimA from the septal pore to the
nuclei (Shen et al., 2014). When expressed in A. fumigatus hyphae,
NimA-GFP was found in patches in the central part of the sep-
tal cross wall (Fig. 7B). In fludioxonil-treated hyphae this distinct
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48h

72h

Fig. 5. Fludioxonil treatment leads to a quantitative lysis. A. fumigatus hyphae expressing cytosolic GFP were treated with fludioxonil (1 pg/ml) for up to 72 h. At time point
zero, all hyphae showed a strong and homogenous GFP fluorescence. After 72 h, only weak fluorescence was still detectable in few compartments. Bright field images show

the characteristic swelling and damage of hyphae due to fludioxonil treatment.

localization of NimA-GFP was no longer detectable (Fig. 7D), which
suggests that these septal pores have been closed. FRAP analysis
of an A. fumigatus strain expressing cytosolic GFP confirmed this:
After 6 h of fludioxonil treatment 24 out of 25 septa were closed,
whereas in control hyphae 21 out of 25 septa were open.

The fungal cell wall is a highly dynamic entity that responds
to different types of stress often by a structural reorganization
(Dichtl et al., 2016). The swelling induced by fludioxonil applies
a physical stress to the cell wall. To investigate the consequences,
we analyzed A. fumigatus hyphae treated with 1 pg/ml fludioxonil
for 10 h. Calcofluor white staining revealed that the chitin levels

in fludioxonil-treated hyphae are clearly higher than in the cor-
responding controls (Suppl. Fig. S4 in the online version at DOI:
http://dx.doi.org/10.1016/j.ijmm.2016.09.005). A parallel staining
for galactomannan revealed an even more striking effect: In nor-
mal hyphae, galactomannan is homogenously distributed over the
surface (Fig. 8, 0 h), but 6 h after addition of fludioxonil, only weak
galactomannan-specific signals were left and their distribution on
the hyphal surface changed to a speckled pattern (Fig. 8). At this
time, many small, galactomannan-positive spots appeared as a kind
of halo around the hyphae (Fig. 8, 6-10 h) suggesting that swollen,
fludioxonil-treated hyphae shed large quantities of their galac-
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Fig. 6. Fludioxonil induces an immediate growth arrest in A. fumigatus hyphae. The tip of a representative hypha is followed by live cell microscopy. Images were taken every
two minutes before and after addition of 1 p.g/ml fludioxonil (time point 0). Note that the hyphal growth stops immediately and remains in an arrested state until the end
of the experiment.

Fig. 7. Localisation of NimA-GFP. Fluorescence 1

crographs of conitr hae and hyph i
The corresponding bright field images are depicted in A and C. The positions of septa are indicated by arrows.

Pl

tomannan antigen. To investigate this further, we quantified the 3. Discussion

amounts of galactomannan in culture supernatants. Fig. 9 shows

that fludioxonil-treatment indeed results in an increased release The outcome of invasive fungal infections is often poor, due
of galactomannan. This shedding of galactomannan in response to to suboptimal diagnostics, limited therapeutic options, increas-
fludioxonil or iprodione is not specific for A. fumigatus, but was also ing resistance to azoles and breakthrough infections caused by
observed with other Aspergillus species including A. terreus treated intrinsically resistant fungi (Kontoyiannis and Lewis, 2014; Shor
with iprodione (Fig. 2C and data not shown). and Chauhan, 2015). New therapeutic options are therefore clearly
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Fig. 8. Fludioxonil treatment results in a loss of surface accessible galactomannan.
Hyphae of A. fumigatus were treated with fludioxonil (1 pg/ml) for the times indi-
cated. Galactomannan was subsequently stained using monoclonal antibody L10-1.
Column A shows maximum projections of confocal stacks, column B shows corre-
sponding single optical planes.
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Fig. 9. Release of galactomannan induced by fludioxonil. Hyphae of A. fumigatus
strain D141 were grown overnight at 30 °C. Three wells were treated with 2 pg/ml
fludioxonil. The supernatants of the controls were harvested at time point zero,
whereas the other supernatants were collected 24 h after addition of fludioxonil.
Standard deviations are indicated. **: p-value=0.001.

required and should ideally be safe, efficient and suitable for treat-
ment of a broad range of fungal pathogens.

Substances that activate the HOG-pathway are known for some
time, but so far their use is limited to the treatment of certain fun-
gal infections in plants. These agents target type IIl HHK, which
are found in many fungi including molds (Defosse et al., 2015).
The absence of homologous proteins in humans and other mam-
mals and the fact that biochemically diverse agents, like fludioxonil
and iprodione, activate type Il HHK, should facilitate an iden-
tification of compounds that lack severe side effects (Shor and
Chauhan, 2015). In light of the actual problems in antifungal ther-
apy, HOG-activating agents are therefore an interesting option that
is worth being considered.

The sole type 11l HHKs of A. nidulans and A. fumigatus have been
designated NikA and TcsC, respectively and deletions of the corre-
sponding genes resulted in complete resistance to fludioxonil and
iprodione (Hagiwara et al., 2007, 2013; McCormick et al., 2012).
In this study, we show that fludioxonil has a similar antifungal
effect on A. niger, A. oryzae and A. flavus, but not on A. terreus. The
striking resistance of A. terreus is of clinical importance, since A. ter-
reus is the second most relevant pathogen of the genus Aspergillus
and often shows a poor response to common antifungal therapies
(Pastor and Guarro, 2014). The data base entry of the TcsC protein
of A. terreus suggested a truncated protein, but re-sequencing of the
corresponding gene revealed a gene that is likely to encode a fully
functional type III HHK. This was corroborated by two facts: (i) A.
terreus can well adapt to high osmotic conditions and (ii) iprodi-
one treatment causes the same phenotype as in A. fumigatus. Based
on these data we assumed that the TcsC kinase of A. terreus is func-
tional and in order to test this, we expressed the A. terreus gene in an
A. fumigatus AtcsC mutant. The resulting strain regained its ability
to grow under high osmotic conditions and showed sensitivity to
iprodione and fludioxonil, a phenotype that clearly differs from the
fludioxonil resistance of the A. terreus wild type. This may be due to
the fact that A. terreus tcsC is expressed in A. fumigatus using the rel-
atively strong gpdA promoter. However, other differences between
A. terreus and A. fumigatus may exist and be responsible for the dif-
ferent sensitivity to fludioxonil, for example a reduced uptake or a
faster efflux of fludioxonil in A. terreus. In this context it is remark-
able that A. terreus showed a limited sensitivity to fludioxonil, but
only in the initial growth phase. This transient inhibition points to
an adaptation process that can result in full resistance, e.g. by the
activation of efflux pumps. The fact that iprodione inhibits growth
and causes lysis of A. terreus hyphae indicates that the resistance
mechanism operating in this organism is able to neutralize fludiox-
onil, but not iprodione. This may be due to biochemical differences
between both compounds. The sensitivity of A. terreus to iprodione
demonstrates that activation of type IIl HHK is a strategy that can,
in principle, also been employed to combat A. terreus.

Fludioxonil and/or iprodione have been shown to be active
against Neurospora crassa and Aspergillus nidulans (Ochiai et al.,
2001; Hagiwara et al., 2007) as well as plant-pathogens like Fusar-
ium oxysporum (Rispail and Di Pietro, 2010). Similar effects have
been reported for the human pathogens Candida albicans (Ochiai
et al., 2002), Cryptococcus neoformans (Kojima et al., 2006) and A.
fumigatus (McCormick et al,, 2012). Non-Aspergillus molds, like
Lichtheimia, Rhizopus, Fusarium and Scedosporium, are emerg-
ing pathogens with an increasing clinical relevance (Douglas et al.,
2016). In this study, we demonstrate that Lichtheimia, Rhizopus
and Scedosporium are also sensitive to fludioxonil and iprodione.
For all Scedosporium strains tested, fludioxonil treatment resulted
in unusually large inhibition zones. This is remarkable, since the
rare, but severe infections caused by these pathogens are particu-
larly difficult to treat. Thus, HOG-activating agents show antifungal
activity against a broad spectrum of pathogenic molds, which often
pnose a challenee for theranv.
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It has been known for some time that agents that activate
type Il HHKs cause a dramatic swelling due to a dysregula-
tion of the internal osmotic pressure (Okada et al., 2005). In A.
fumigatus, the resulting swollen compartments contain unusually
large numbers of nuclei (McCormick et al., 2010) indicating that
HOG-activating agents have an impact on several aspects of the
fungal biology. In this study, we used A. fumigatus as a model organ-
ism to further investigate the cell biological consequences of the
fludioxonil-mediated activation of TcsC. In normal hyphae, nuclei
are positioned in a regular array along the central hyphal axis, but
after fludioxonil treatment, this order becomes distorted and the
nuclei form clusters and move within the cytosol. In normal hyphae,
mitosis is restricted to the apical compartments and takes place
only if a critical volume has been reached (Fiddy and Trinci, 1976).
After fludioxonil treatment, mitosis took place in all hyphal com-
partments and this was accompanied by a closure of most septal
pores. Consistently, we found that in fludioxonil-treated hyphae,
the NimA protein is, no longer found at the septum during inter-
phase, where this kinase is normally positioned to keep the septal
pore open (Shen et al., 2014). Apparently, the tight control mech-
anisms that govern mitosis in normal hyphae no longer operate in
fludioxonil-treated cells. However, septation and mitosis are still
coupled, since mitosis was regularly followed by the formation of a
new septum leading to the highly fragmented, swollen hyphae that
are characteristically found after fludioxonil-treatment. In these
hyphae, most septal pores are closed, resulting in compartments
that are no longer controlled by mechanisms normally maintaining
a coordinated hyphal organization.

Strikingly, fludioxonil or iprodione cause an immediate growth
arrest that clearly precedes the cellular swelling and depends on
TcsC. The resulting paralyzed hyphae remain viable and show nor-
mal mitochondrial dynamics until lysis. Thus, agents that activate
TcsC have an immediate fungistatic effect. Moreover, after longer
exposure they are also able to cause a nearly complete lysis. In the
few compartments that retained their GFP fluorescence, the signals
were much weaker than in control hyphae, indicating that these
cells were also damaged. It will be interesting to test whether the
remaining swollen cells are more prone to an attack by the host
immune system.

A pharmacological activation of type IIl HHK triggers the HOG
pathway, which in turn activates enzymes that produce glycerol
and thereby increase the internal osmotic pressure. This results in
an influx of water, a cellular swelling and consequently an expan-
sion of the cell wall. Yeasts and fungi usually respond to such a
mechanical stress with an enhanced incorporation of chitin into
their cell wall (Popolo et al., 1997; Ram et al., 2004). Calcofluor
white staining of fludioxonil-treated A. fumigatus hyphae provided
evidence for such an enhanced chitin incorporation. Unexpectedly,
we also observed a simultaneous release of galactomannan. Inter-
estingly, we have recently observed a similar phenotype for an A.
fumigatus fks1 mutant lacking the major cell wall component (3-1,3
glucan (Dichtl et al., 2015). HOG-activating agents and the absence
of B-1,3 glucan both weaken the cell wall and result in frequent
lysis. In this situation, shedding of galactomannan may somehow
stabilize the expanded cell wall and thereby provide an advantage
for the fungus. Hence, our data demonstrate that activators of type
Il HHK represent an attractive therapeutic option to combat mold
infections and may also be instrumental to establish a more sensi-
tive galactomannan-based diagnostics of Aspergillus infections.

4. Material and methods
4.1. Media and strains

The following strains were used in this study: A. fumigatus
wild type strain D141, A. niger DSM 737, A. nidulans FGSC A26,

the A. terreus strains NIH2624, SBUG844 and T9 (kindly pro-
vided by Matthias Brock (Nottingham) and Cornelia Lass-Florl
(Innsbruck)), Lichtheimia corymbifera (ATCC 46771), Rhizopus
oryzae (DSM 1185), Pseudoallescheria boydii (strain 01-0715), Sce-
dosporium minutisporum (strain 01-0564), S. aurantiacum (strain
07-0433), S. apiospermum (strain 08-0118.01) and S. prolificans
(strain 95-1482/D361) (kindly provided by Kathrin Tintelnot
(Berlin) and Kerstin Voigt (Jena)).The AtcsC mutant, the parental
strain AfS35, the corresponding complemented strain and the
A. fumigatus strains expressing cytosolic GFP and GFP with a
mitochondrial targeting sequence (mitoGFP) have been described
previously (McCormick et al., 2010, 2012).

For isolation of conidia, A. fumigatus was grown on Aspergillus
Minimal Medium (AMM) agar in tissue culture flasks (Sarstedt,
Niimbrecht, Germany). Conidia were harvested using glass beads
and sterile water. All other fungi were grown on Sabouraud agar.
Conidial suspensions were passed through two layers of Miracloth
(Merck, Darmstadt, Germany) to remove debris and larger fungal
fragments and the spore concentration was determined using a
Neubauer chamber.

4.2. Sequence analysis

Sequence alignments were performed using MUSCLE
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/http://www.ebi.ac.uk/
Tools/msa/muscle/). Protein domains were predicted using SMART
(http://smart.embl-heidelberg.de/http://smart.embl-heidelberg.
de/). Localization of proteins was analyzed using WOoLF
PSORT  (http://www.genscript.com/wolf-psort.htmlhttp://www.
genscript.com/wolf-psort.html). The genome data base of
Aspergillus terreus was analyzed at http://fungi.ensembl.org/
Aspergillus_terreus/Info/Index.

4.3. Disk diffusion assay

The desired number of conidia was homogenously spread on a
Sabouraud plate on which one or more paper disks were placed
containing the indicated amounts of fludioxonil or iprodione (dis-
solved in either ethanol or DMSO). Plates were incubated at the
indicated temperature until a clear inhibition zone became visible.

4.4. Expression of the GFP fusion proteins

We used WoLF PSORT to predict the minimal C-terminal
motif of StuA (Afu2g07900) that is able to target GFP to the
nucleus. This motif was identified as the C-terminal 156 amino
acids of StuA. The corresponding fragment was amplified from
chromosomal DNA using the Q5 High Fidelity Polymerase (New
England Biolabs) and the primers GFP-StuA-FOR (GATGTCCTA-
CACCTACACCA) and GFP-StuA-REV (TCATCGACGACGAGGCAT). The
resulting blunt-end fragment was subsequently cloned into the
EcoRV site of pSK379sGFP. To generate a NimA-GFP fusion, the
nimA gene (Afu6g02670) was amplified from chromosomal DNA
of A. fumigatus strain D141 using the Q5 High Fidelity Polymerase
and the primer combination NimA-FOR (ATGGCAATTGCTTTG-
GCTGAGG) and NimA-REV (TCCCTGAAGTTTCGAATGACCT). The
resulting blunt-end fragment was subsequently cloned into the
Pmel site of pSK379sGFP. The resulting plasmids were verified by
sequencing and then used for transformation of protoplasts of A.
fumigatus strain AfS35.

4.5. Expression of the A. terreus tcsC gene in an A. fumigatus
AtcsC mutant

The tcsC gene was amplified from chromosomal DNA of
A. terreus NIH2624 using the Q5 High Fidelity Polymerase
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and the primer combination At-tcsC-FOR (ATGGCTGGCGCGGAC-
GAAACGCTCGCG) and At-tcsC-REV (TTAGCGGAAGGGGCGTGCT-
GCGTTTACCCTCT). The PCR product was then cloned into the Pmel
site of pSK379 (kindly provided by Sven Krappmann, Erlangen).
The resulting plasmid was verified by sequencing and then used
for transformation of protoplasts of A. fumigatus strain AfS35. The
chromosomal tcsC gene of the resulting strain was subsequently
deleted as described previously (McCormick et al., 2012).

4.6. Immunofluorescence and live cell imaging

Hyphae were grown on glass cover slips in AMM. Samples
were fixed with 3.7% formaldehyde/PBS for 5min, washed and
subsequently incubated with the galactomannan-specific mon-
oclonal antibody L10-1 (Heesemann et al, 2011) for 30 min at
37¢. Cover slips were then washed three times with PBS and
subsequently incubated with a Cy3-labelled anti-mouse antibody
(Dianova, Hamburg, Germany). To stain the cell wall for chitin,
samples were incubated for 1 min with 1 mg/ml Calcofluor white
(Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany) at RT. All samples were
finally mounted with medium with or without DAPI (Vector Labora-
tories, Burlingame, CA, USA). Images were taken using a Leica SP-5
confocal laser scanning microscope (Leica Microsystems, Wetzlar,
Germany).

For live cell imaging, conidia were inoculated in 8-well
ibidi-chambers or 60 p-dishes (ibidi GmbH, Martinsried, Germany)
containing AMM. Germ tubes were generated by overnight incuba-
tion at 30° C. Fungi were then further grown at 37 °C to the desired
length and samples were analyzed using a Leica SP-5 microscope
equipped with an environmental chamber adjusted to 37 °C (Leica
Microsystems). For live cell imaging, HOG-activating agents were
always dissolved in ethanol.

4.7. Fluorescence recovery after photobleaching (FRAP)

Hyphae of the AfS35 strain expressing cytosolic GFP were
grown overnight at 30 °C in 60 p-dishes (ibidi GmbH, Martinsried,
Germany). The resulting short hyphae were treated for 8 h with flu-
dioxonil (2 pg/ml). A central region in the swollen compartments
was then bleached using an excitation wave length of 488 nm until
the whole compartment completely lost its fluorescence. If neigh-
bouring compartments retained their fluorescence, the respective
septum was classified as closed; a loss of fluorescence in a neigh-
bouring compartment indicated an open septum.

4.8. Detection of galactomannan in culture supernatants

Wells of a 24 well plate containing 1 ml AMM each were inocu-
lated with 1.3 x 10° conidia of A. fumigatus strain D141 and grown
overnight at 30°C. On the next day (time point zero) three wells
were supplemented with 2 pg/ml fludioxonil and further incu-
bated for another 24 h at 37°C. Supernatants of these wells and
of three control wells (taken at time point zero) were analyzed
for galactomannan in a sandwich ELISA as described previously
(Wiedemann et al., 2016). In brief, the galactomannan-specific
monoclonal antibody L10-1 was coated to the surface of an ELISA
well (Greiner bio-one high binding plate, Frickenhausen, Germany)
and the EB-A2 conjugate from the Aspergillus Platelia Kit (BIORAD,
Marnes-la-Coquette, France) was used for detection. The statisti-
cal significance was analyzed using an unpaired Student’s t-test
(http://www.physics.csbsju.edu/cgi-bin/stats/t-test).
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IV. DISKUSSION

Im Jahr 1953 wurde das erste Mal von einem immunsupprimierten Patienten mit
invasiver Aspergillose berichtet (RANKIN, 1953). Dies traf zusammen mit der
Einfiihrung von Kortikosteroiden und cytotoxischen Chemotherapeutika in die
medizinische Praxis und auch heute gilt der medizinische Fortschritt und das sich
durch ihn erweiternde Spektrum an Patienten mit geschwichtem Immunsystem
als ein wesentlicher Grund fiir die Zunahme invasiver Mykosen (LIN et al., 2001).
Schimmelpilze werden deshalb zu den emerging pathogens gezéhlt (NUCCI &
MARR, 2005). Die Mortalitdt ist weiterhin sehr hoch und liegt in Bereichen
zwischen 50-90 % (KOUSHA et al., 2011). Zu dieser hohen Todesrate kommt es
durch Defizite sowohl in der Diagnostik als auch in der Therapie. Zum einen
fehlen sichere Tests fiir die schnelle und genaue Differenzierung von
Schimmelpilzen. Zum anderen sind nur wenige Antimykotika auf dem Markt, die
noch dazu z.T. eine sehr unterschiedliche und eingeschrinkte Wirksamkeit

gegeniiber den verschiedenen Schimmelpilzen aufweisen.

Die vorliegende Arbeit gliedert sich in zwei Teile. Im ersten Teil wurden
monoklonale Antikorper gegen Nicht-Aspergillus-Schimmelpilze hergestellt.
Dadurch konnte der AB135-8 Antikorper generiert werden, dessen Antigen eine
vielversprechende Zielstruktur fiir die Entwicklung eines Fusarium spezifischen
serologischen Assays darstellt. Im zweiten Teil wurden Substanzen, wie
Fludioxonil und Iprodione, die den HOG Signalweg aktivieren, dahingehend
untersucht, ob sie der Entwicklung neuer therapeutischer Strategien gegen

Schimmelpilzinfektionen dienen kdnnen.
1. Der AB135-8-Antikorper und sein Antigen

1.1 p-Galaktofuranose und seine Bedeutung als Antigenbestandteil

Die pilzliche Zellwand stellt ca. 20 % der Trockenmasse des Pilzes dar
(FRANCOIS, 2006). Sie spielt eine wichtige Rolle beim Wachstum und der
Zellteilung und schiitzt vor mechanischen oder physikalisch-chemischen
Einfliissen (FRANCOIS, 2006). Bei Pilzen sind drei Polysaccharide in der
Zellwand vorherrschend: Mannose (Mannan/Mannoproteine), Glukose (B-1,3/1,6-
Glukan) und N-Acetlygalactosamine (Chitin) (FRANCOIS, 2006). Bei
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Aspergillus spielt noch ein viertes Polysaccharid eine wichtige Rolle, das
Galaktomannan, das sich aus o-1,2/1,6-Mannan und kurzen f-1,5-

Galaktofuranose-Seitenketten zusammensetzt (LATGE et al., 1994).

Als Galaktofuranose (Galf) bezeichnet man die Furanoseform der Galaktose und
mit o oder B wird die Stellung der Hydroxygruppe an C1 bezeichnet. Sie
unterscheidet sich von der Pyranoseform der Galaktose (Galp), die im Gegensatz

zum Fiinfring der Furanose einen Sechsring enthilt (TEFSEN et al., 2012).

CHO
H ——OH
HO —+—H
HO——H ~— o= =~ H
H——O0H
CH,OH

Galf

Abbildung 10: Strukturformel von Galf und Galp

In wissrigen Losungen besteht ein Gleichgewicht zwischen den cyclischen Formen der Galaktose
sowie der linearen Form der Galaktose. Anhand der Pfeile sieht man, dass die Galp-Form
vorherrschend ist. Die C-Atome sind mit Nummern markiert. Modifiziert nach (TEFSEN et al.,
2012)

In Sdugetieren kommt Galaktose ausschlieBlich als Galp vor, wohingegen sie in
Mikroorganismen wie z.B. bestimmten Protozoen, Bakterien und Pilzen in beiden
Formen vorliegen kann (CHLUBNOVA et al., 2010). Galf hat in den letzten
Jahren viel Aufmerksamkeit auf sich gezogen, da es bei mehreren pathogenen
Erregern eine wichtige Rolle spielt. In Mycobacterium tuberculosis ist Galf
Bestandteil der Zellwand und dessen Synthese ist essentiell fiir das Uberleben der
Mykobakterien (RICHARDS & LOWARY, 2009). Bei Escherichia coli und
Klebsiella pneumoniae enthalten Lipopolysaccharide B-Galf~-Antigene. Aullerdem
findet sich Galf in den Glykokonjugaten des Erregers der Chagas Krankheit,
Trypanosoma cruzi (RICHARDS & LOWARY, 2009). Bei Leishmania major ist
zudem bekannt, dass Stimme, die Galf enthalten, weniger virulent sind als andere,
da Galf als immunogenes Antigen die Immunantwort verstirkt (RICHARDS &
LOWARY, 2009). Galf ist nicht nur ein wichtiger Bestandteil der Zellwand von
Aspergillus spp. sondern vieler Pilze und auch in von diesen sekretierten bzw.

freigesetzten Molekiilen vorhanden (TEFSEN et al., 2012). Prinzipiell dhneln sich
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die Polysaccharidstrukturen unter den Pilzen, sie zeigen aber auch Spezies-
spezifische Unterschiede. Alle Pilze, die der Gruppe der Pezizomycotina aus dem
Stamm der Ascomyceten angehoren, besitzen prinzipiell die fiir die Galf-Synthese
und den Transport wichtigen Gene. In vielen Pilzen konnte man Galf aber auch
direkt nachweisen, darunter auch in Basidiomyceten wie Cryptococcus

neoformans (TEFSEN et al., 2012).

Kingdom Phylum Subphylum Class Order Genus and Species
Fungi Microsporidia Taphrinomycotina T
A t Dothideomycetes yrenop! eres
scomycota Saccharomycotina Phaeosphoria nodorum

. . Penicillium marneffei
Pezizomycotina Penicillium chrysogenum
Aspergillus clavatus
Aspergillus nidulans
Aspergillus niger
Aspergillus terreus
Aspergillus flavus
Aspergillus oryzae
Talaromyees stipiatus

Eurotiales

Eurotiomycetes —|

Dikarya

Onygenal Par
Uncinocarpus reesei
Ajellomyces capsulatus
Ajellomyces dermatidis
Coccidioides immitis
Coccidioides posadasii
Trichophyton equinum
Trichophyton rubrum
Trichophyton verrucosum
Athroderma otae
Athroderma gypseum
Athroderma benhamiae
X Sclerotinia slerotiorum
Leotiomycetes —————— sotryotinafucketiana

Giberella zeae
Podosporaanserina

Sordari " Chaetomium globosum
F !
ordariomycete Sordaria macrospora

Nectria haematocoeca
Neurospora crassa
Magnaporthe grisea
Magnaporthe oryzae
Verticillium albo-atrum

- . Ustilaginomycetess —————————— Ustilagomaydis
Ustllaglnomycotlna—[Incmae cedis iaglobosa
Pucciniomycotina—! Pucciniomycetes  ——————————— puccinia graminis

Tremeliomycetes Cryptococcus neoformans
Basidiomycota—i Agaricomycotina T v Cryptococeus gattii

Lacaria bicolor
iti permiciosa

Agaricomycetes Coprinopsiscinerea

Xylobolus frustulatus
Schizophyllum commune

Abbildung 11: Vorkommen von Galf-synthetisierenden Genen im Reich der
Pilze

Die Galf-synthetisierenden Gene, glfA und gIfB, sind in den verschiedenen Pilzen entweder
benachbart (rot), liegen nahe beieinander (blau) oder sind auf den Chromosomen deutlich

voneinander entfernt (schwarz), modifiziert nach Tefsen (TEFSEN et al., 2012)

Dass Galf nicht nur Bestandteil der Zellwand von Aspergillus ist, sondern auch
wiéhrend der Infektion freigesetzt wird, macht man sich diagnostisch zu Nutze.
Mithilfe des Rattenantikorpers EB-A2 aus dem kommerziell erhiltlichen Platelia-
EIA kann man die p-1,5-verkniipften Galaktofuranose-Seitenketten des
Galaktomannans in Patienten mit IA nachweisen (MARR et al., 2004). Galf spielt
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somit bereits eine wichtige Rolle als Antigen in der serologischen Aspergillus-

Diagnostik.

Galf ist nach unseren Ergebnissen auch ein Teil des AB135-8-Antigens von
Fusarium. Den ersten Hinweis in diese Richtung gab uns die IgM-Subklasse des
AB135-8-Antikorpers, denn diese Immunglobulinklasse erkennt vorzugsweise
Zuckerantigene. Zudem ist das AB135-8-Antigen resistent gegeniiber einem
Proteinase-K-Verdau, weshalb ein Protein als zugrundeliegendes Antigen
ausgeschlossen werden konnte. Um zu untersuchen, ob es sich bei dem Antigen
um eine Polysaccharidstruktur handelt, wurden die Hyphen einer
Perjodatbehandlung unterzogen, welche die Oxidation von Zuckerstrukturen
bewirkt. Die Perjodatbehandlung konnte das AB135-8-Antigen zerstoren, was
stark in Richtung eines Kohlenhydratantigens wies. Kohlenhydratantigene
bestehen meist aus mehreren Zuckern und der essentielle Teil der Antigenstruktur
entsteht durch die unterschiedliche Zusammensetzung und die verschiedenen
Bindungstypen der Zucker miteinander. Der AB135-8 zeigt neben Fusarium auch
eine schwache Reaktivitdt mit 4. fumigatus sowohl in der Immunfluoreszenz als
auch im ELISA, diese fehlt aber bei einer 4. fumigatus Mutante, die kein Galf
enthilt. Galf muss somit ein wichtiger Bestandteil des AB135-8-Antigens sein.
Eine Analyse mit BLASTp zeigte zudem, dass Fusarium auch die fur die
Synthese und den Transport von Galf benétigten Gene besitzt (WIEDEMANN et
al., 2016). Bisher gibt es nur wenige Informationen {iber extrazelluldre
Polysaccharide von Fusarium, die Galf enthalten. Die bisher identifizierten
Strukturen enthielten 1,6- oder 1,2,6-verbundene Galf-Reste (SIDDIQUI &
ADAMS, 1961; MIYAZAKI & NAOI, 1975; AHRAZEM et al.,, 2000) und
unterscheiden sich somit vom Galaktomannan aus Aspergillus, dass sich aus 1,5-
Galf-Ketten zusammensetzt (LATGE et al., 1994). Da Galf aber auch Bestandteil
der Zellwand vieler Pilze ist, bestand das Risiko, dass der AB135-8-Antikorper
neben Aspergillus auch Reaktionen mit anderen Pilzen zeigt. Wir haben diesen
Antikorper deshalb auf verschiedenen Pilzen getestet. Pilze der Ordnung
Mucorales und der Gattung Scedosporium treten in den letzten Jahren vermehrt
als Erreger invasiver Mykosen auf. Wir konnten zeigen, dass sie weder die Gene
fiir die Synthese und den Transport von Galf besitzen, noch dass es zu einer
Kreuzreaktion mit unserem Antikérper kommt (WIEDEMANN et al., 2016).
Allerdings konnten wir eine Kreuzreaktion des AB135-8 mit dem Dermatophyt
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T. mentagrophytes feststellen. Bei diesem Dermatophyt beschrinkte sich das
Féarbemuster aber vor allem auf die Sporenoberfliche und unterscheidet sich damit
von dem fir Fusarium gefundenen, bei dem die gesamte Hyphe und die
Mikrokonidien gefarbt werden (WIEDEMANN et al., 2016). Prinzipiell decken
sich unsere Ergebnisse der Kreuzreaktivitdt mit denen von Tefsen et al. iiber das
Vorkommen von Genen fiir die Synthese und den Transport von Galf in anderen
Pilzen (TEFSEN et al., 2012). Wir konnten zeigen, dass Aspergillus und
Fusarium, aber auch Dermatophyten, wie Trichophyton spp., Galf auf ihrer
Oberfldche tragen. Die Verbreitung von Galf und die Verkniipfung der Galf-
Monomere scheinen allerdings doch bei unterschiedlichen Pilzen verschieden zu
sein. Ein solcher Unterschied kann sich auch wie im Falle von Aspergillus und
Fusarium nur in einer quantitativen Verteilung der verschiedenen Galf~Formen
wiederspiegeln, denn die von uns gezeigten Kreuzreaktionen mit Fusarium im
Aspergillus EIA und von Aspergillus mit dem AB135-8 zeigen, dass beide Galf-
Formen bei beiden Pilzen vorkommen und auch freigesetzt werden. Eine Galf-
Form scheint aber jeweils charakteristisch und vorherrschend zu sein
(WIEDEMANN et al., 2016). Deshalb eignen sich Galf-haltige Antigene bzw. die

diese erkennenden Antikorper als Werkzeug fiir die Diagnostik.

1.2 Der AB135-8-Antikorper und sein moglicher Nutzen fiir die
Diagnostik
Fusarium  verursacht ein  breites Spektrum von  Infektionen in
immunsupprimierten Patienten und bleibt aufgrund von Resistenzen oft schwer zu
behandeln (NUCCI & ANAISSIE, 2007). Des Weiteren ist die Differenzierung
zwischen Aspergillus und Fusarium aufgrund &hnlicher morphologischer
Eigenschaften und moglicher Kreuzreaktionen von Fusarium im eigentlich
Aspergillus spezifischen Platelia-EIA erschwert. Die genaue Identifizierung des
Pilzes kann aber auf die Wahl eines geeigneten Therapeutikums einen erheblichen
Einfluss haben, da sie teils sehr unterschiedliche Empfindlichkeiten gegeniiber
Antimykotika aufweisen (BOUTATI & ANAISSIE, 1997; TINTELNOT, 2013;
KEBABCI et al., 2014). Fiir Fusarium sind bislang keine spezifischen Antikorper
oder serologische Nachweismethoden verfligbar. Wir konnten zeigen, dass der
von uns hergestellte monoklonale Antikérper AB135-8 eine schwache Reaktivitit
mit Aspergillus-Hyphen besitzt, aber eine wesentlich stirkere Bindung an

Fusarium besteht. Mithilfe dieses Antikorpers und des bereits frither generierten
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L10-1-Antikorpers, der Aspergillus-Galaktomannan erkennt, besteht dadurch die
Moglichkeit in histopathologischen Schnitten zwischen einer Fusarium- oder
einer Aspergillus-Infektion zu unterscheiden (WIEDEMANN et al., 2016). Da die
Gewinnung von histopathologischem Material durch Biopsie bei den meist
schwerkranken Patienten mit einigen Risiken verbunden ist, wére es
wiinschenswert zusidtzlich einen serologischen Assay zum Nachweis einer
Fusariose zur Hand zu haben (NUCCI & ANAISSIE, 2007). Dies scheint auch
prinzipiell moglich, da das AB135-8-Antigen in Kulturiiberstainden von Fusarium
nachgewiesen werden konnte und somit davon ausgegangen werden kann, dass es
beim Wachstum des Pilzes abgegeben wird (WIEDEMANN et al., 2016). Es ist
prinzipiell von Vorteil fiir einen serologischen Assay, dass es sich bei dem
Antigen um einen Zucker und nicht um ein Protein handelt, da diese langer stabil
bleiben und auch thermotoleranter sind (HEESEMANN, 2010). Damit der
AB135-8 im Capture-ELISA sowohl als Fanger- als auch als Detektionsantikorper
eingesetzt werden kann, muss es sich um ein repetitives Antigen handeln. Wir
konnten durch verschiedene Filtrationsschritte nachweisen, dass sich das AB135-
8-Antigen in den Molekulargewichtbereichen von 10-100 kDa befindet (eigene
bisher unpublizierte Daten), was bei einem Zucker fiir ein repetitives Antigen
spricht. Wir haben deshalb den AB135-8-Antikorper mit horseradish-peroxidase
(HRP) markiert und anschlieBend erste Tests im Capture-ELISA-Format
durchgefiihrt. Mit dem AB135-8 sowohl als Capture- als auch als
Detektionsantikorper gelang es, das Antigen im Kulturiiberstand von Fusarium
nachzuweisen (eigene unpublizierte Daten). Weitere Untersuchungen vor allem
mit Blutproben von Fusarium-Patienten miissen fiir eine endgiiltige Einschidtzung
der diagnostischen Anwendbarkeit aber noch folgen. Zudem konnten wir
inzwischen noch einen weiteren Antikorper mit dhnlicher Spezifitit wie der des
AB135-8 generieren. Dies gibt uns die Mdglichkeit, unterschiedliche Antikorper
als Fianger- wund Detektionsantikdrper einzusetzen, was zu einer
Signalverbesserung fiihren konnte. Fiir Aspergillus ist bereits ein serologischer
Assay (Platelia-Aspergillus-EIA von Bio-Rad) kommerziell erhéltlich
(THORNTON, 2008). Dieser kann das Galaktomannan von Aspergillus spp. im
Blut, Liquor oder auch BAL-Fliissigkeit von Patienten nachweisen. Er zeigt eine
relativ hohe Spezifitdt und Sensitivitit (OSTROSKY-ZEICHNER, 2012). Leider
wurde trotzdem in den letzten Jahren immer wieder festgestellt, dass es im Falle

einer Fusariose zu falsch-positiven Ergebnissen kommen kann (TORTORANO et
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al., 2012). Da nicht alle Fusariosen Galaktomannan positiv sind, konnte ein
Fusarium-spezifischer ELISA eine wichtige Liicke in der Diagnostik schliefen,
da mithilfe dieser beiden ELISA zwischen einer Fusariose und einer Aspergillose
unterschieden werden konnte. Das Problem der mangelnden Differenzierbarkeit
konnte damit geldst werden. Zudem wiirde ein serologischer Assay viel schneller
zu einem Ergebnis fithren als zum Beispiel die Kultur oder die histologische
Untersuchung. Durch eine schnellere Diagnostik konnte auch die Therapie friiher

eingeleitet werden, wodurch sich die Heilungschancen verbessern wiirden.

1.3 Impfstoffentwicklung mithilfe des AB135-8-Antikorpers

Heutzutage ist man sich der medizinischen Bedrohung durch Pilze sehr bewusst.
Da die Therapiemoglichkeiten begrenzt sind und sie die Inzidenz und Letalitit der
Infektion bisher nicht in ausreichendem Male verringern kénnen, wurde das
Interesse an der Suche nach Impfungen fiir humanpathogene Pilze wiederbelebt
(CASSONE, 2008). Prinzipiell wird bei Impfungen zwischen einer passiven und
einer aktiven Immunisierung unterschieden. Bei der aktiven Immunisierung wird
dem Korper ein Antigen présentiert, worauthin es zu einer aktiven Immunantwort
kommt, die Tage bis Wochen benétigt, um sich zu entwickeln, dann aber lange
anhilt (BAXTER, 2007). Bei der passiven Immunisierung werden dem Korper
Antikorper gegen einen Erreger zugefiihrt. Sie wirkt sofort, hélt aber nur wenige
Wochen bis Monate an (BAXTER, 2007). Lange Zeit herrschte die Meinung, dass
bei den typischerweise stark immunsupprimierten Patienten, die an einer
invasiven Mykose leiden, eine protektive Antikdrperreaktion durch Impfung nicht
zu erreichen ist. Dromer et al. konnten aber schon 1987 mit ihrem in
Mausexperimenten  protektivem  monoklonalem  Antikorper gegen ein
Cryptococcus-neoformans-Polysaccharid den Grundstein fiir die Suche nach
Vakzinen gegen Pilzinfektionen legen (CASADEVALL & PIROFSKI, 2007).
Torsosantucci et al. berichteten, dass die Immunisierung von Nagern mit -1,3-
Glucan gebunden an einen Proteincarrier die Tiere vor einer Infektion mit
Candida albicans und A. fumigatus schiitzen konnte. Weiterhin konnten sie
zeigen, dass der gegen das B-1,3-Glucan-Konjugat gerichtete monoklonale I1gG-
Antikdrper 2G8 im Stande ist, eine Infektion mit C. albicans, A. fumigatus und
Cryptococcus neoformans zu verhindern (TOROSANTUCCI et al., 2005). Es gibt
allerdings Hinweise, dass die Ig-Subklasse eine wichtige Rolle spielt, denn ein

B-1,3-Glucan-spezifischer [gM mAB (1E12), der dieselbe Antigenbindungsstelle
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wie der 2G8 besall, war nicht protektiv und konnte auch pilzliches Wachstum
nicht verhindern (TOROSANTUCCI et al., 2009). Heesemann et al. haben diese
Ergebnisse insofern bestétigt, dass der von ihnen generierte Galaktomannan-IgM-
Antikorper L10, der in dieser Arbeit auch zur Differenzierung zwischen
Aspergillus spp. und Fusarium spp. genutzt wurde, sich in einem Maus-
Infektionsmodell auch als nicht-protektiv erwiesen hat (HEESEMANN et al.,
2011). Diese Hypothese wird aulerdem durch Ergebnisse von Gazendam et al.
unterstiitzt, die gezeigt haben, dass die Fc,-Rezeptorbindungsstellen fiir IgG-
Antikorper eine ausschlaggebende Rolle fiir die Protektivitdt spielen. Denn nur
eine Opsonierung durch IgG-Antikorper scheint Neutrophilen die Moglichkeit zu
bieten, A. fumigatus-Hyphen zu erkennen und das Abtdten der Hyphe einzuleiten
(GAZENDAM et al., 2016). Dies bedeutet, dass Oberflichenantigene besonders
geeignete Zielstrukturen fiir Antikorper darstellen. Der AB135-8-Antikorper
erkennt sowohl ein Oberflachenantigen als auch ein sekretiertes Antigen von
Fusarium und erfiillt somit die Voraussetzung fiir Versuche in Richtung aktiver
oder auch passiver Immunisierung (WIEDEMANN et al.,, 2016). Allerdings
gehort der ABI135-8 der IgM-Subklasse an, weshalb nach derzeitigem
Wissensstand nicht von einer Protektivitidt dieses monoklonalen Antikdrpers

ausgegangen werden kann.

Um aktiv impfen zu kénnen und eine protektive Antikorperreaktion gegen das
AB135-8-Antigen provozieren zu konnen, muss das Antigen prinzipiell noch
genauer charakterisiert und vor allem aufgereinigt werden. Nach bisherigen
Ergebnissen handelt es sich bei dem Antigen um ein Polysaccharid.
Polysaccharide eignen sich aber nur begrenzt fiir eine Immunisierung, da sie nur
eine B-Zell-Aktivierung stimulieren (JANEWAY et al.). Durch diese werden
hauptsdchlich IgM-Antikorper gebildet, die nur eine geringe Halbwertszeit
besitzen und somit auch nicht dauerhaft protektiv sind (GOLDBLATT, 2000).
Dieses Problem lésst sich durch die Entwicklung eines Konjugatimpfstoffes 16sen,
bei dem die Polysaccharide an Proteintrigermolekiile gekoppelt werden
(TOROSANTUCCI et al., 2005). Im Gegensatz zu Polysacchariden reagiert der
Korper bei Proteinantigenen mit einer starken T-Zell-Antwort und die T-Zellen
schiitten wichtige Cytokine aus. Mithilfe dieser Cytokine wird u.a. auch der
Prozess des Klassenswechsels eingeleitet, wodurch IgG-Antikérper gebildet

werden konnen, die dieselbe Spezifitit wie die urspriinglichen IgM-Antikorper



IV. Diskussion 58

besitzen (JANEWAY et al.). Die IgG-Molekiile helfen ein immunologisches
Gedéchtnis auszubilden (GOLDBLATT, 2000). Durch Kombination von
Polysaccharid mit einem Trigerprotein, konnte das Problem der mangelnden

Immunogenitit bzw. der auf [gM beschrinkten Immunantwort gelost werden.

Eine zweite Moglichkeit wire die passive Immunisierung mit dem AB135-8-
Antikorper. Immunsupprimierte Patienten mit dem Risiko der Exposition konnten
prophylaktisch behandelt werden oder die Antikorper konnten wéhrend einer
Infektion therapeutisch eingesetzt werden. Allerdings handelt es sich beim
AB135-8-Antikorper um einen IgM-Antikdrper, was die Anwendbarkeit bei der
passiven Immunissierung stark einschrankt. IgM-Antikorper sind zwar bekannt
dafiir, dass sie Clq, den Aktivator des klassischen Weges des
Komplementssystems, binden und dadurch den Kampf gegen eine Infektion
unterstlitzen konnen (KOJOUHAROVA et al., 2010). Die Komplementantwort
selbst kann filamentdse Pilze aber nicht schiddigen. Die kiirzlich publizierten
Daten von Gazendam et al. zeigen, dass der Fc,- Rezeptor essentiell fiir die
Aktivitdt von Neutrophilen ist (GAZENDAM et al., 2016). Da IgM-Molekiile mit
diesem Rezeptor nicht interagieren konnen, ist von einer geringeren Protektivitit
auszugehen. Inzwischen gébe es die Mdglichkeit dieses Problem zu umgehen. Die
Spezifitdt eines Antikorpers wird durch die complementary determining region
(CDR) bestimmt, die sich in der variable region auf dem Fab-Teil befindet
(IRANI et al., 2015).

VARIABLE REGION

oA
Light chain

Heavy crﬁ'

CONSTANT REGION

Abbildung 12: Struktur eines IgG-Antikorpers
Fc= Fragment crystallisable, Fab= Fragment antigen-binding, modifiziert nach Isaacs (ISAACS,
2009)

Wenn man die Aminosduresequenz der CDR kennt, kann man rekombinante

Molekiile herstellen, die neben der gewlinschten CDR auch noch eine Fc,-
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Bindungsstelle besitzen. Die Opsonierung des Pilzes mit solchen rekombinanten
Antikdrpermolekiilen, konnte dann zu einer Erkennung durch Neutrophile und

einer effizienten Bekdmpfung des Erregers fiihren.

2. Der HOG-Signalweg als Zielstruktur fiir die Entwicklung

neuer therapeutischer Strategien

2.1 Der HOG-Signalweg und die antimykotische Wirkungsweise seiner
Aktivatoren

Der HOG-Signalweg dient der Stresswahrnehmung und besteht aus einem
Zweikomponentensystem und einem MAPK-Modul (BAHN, 2008). Im
Zweikomponentensystem kommt es zunichst zur Autophosphorylierung eines
bestimmten Histidinrests der Histidin-Kinase-Doméne (HisKA domain).
AnschlieBend wird das Phosphat auf den Aspartatrest in der regulator-receiver-
Doméne (REC domain) der Histidin-Kinase (HK) iibertragen (BAHN, 2008). Die
Histidin-Kinase-Doméne und die REC-Domine bilden somit die
charakteristischen Elemente einer Hybrid-Histidin-Kinase (HHK). Eine
Besonderheit der filamentdsen Pilze besteht darin, dass hier im Gegensatz zu den
Bakterien beide Elemente auf einem Polypeptid vereint sind (SHOR &
CHAUHAN, 2015). Von der REC-Domine gelangt das Phosphat anschlieend zu
einem Histidinrest in der histidine-containing phophotransfer receiver Domine
(HPt), um schlieBlich auf einen Aspartat-Rest des response regulators (RR)
ibertragen zu werden (BAHN, 2008).

B
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HiskA domain - = REC domain

)

stress

aasedlyH

+ histidine-containing
phosphotransfer protein

Zweikomponentensystem

RR response regulator

Abbildung 13: Schematische Darstellung eines Zweikomponentensystems
Modifiziert nach McCormick (MCCORMICK, 2012)
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Zweikomponentensysteme spielen eine wichtige Rolle fiir die pilzliche
Pathogenitit, weshalb sie als Zielstruktur fiir die Entwicklung neuer
antimykotischer Therapiekonzepte groBes Interesse geweckt haben (SHOR &
CHAUHAN, 2015). Insbesondere das Histidin-Kinase-Protein steht als mogliche
Zielstruktur im Mittelpunkt des Interesses, aber auch die HPt-Doméne sowie der
RR stellen vielversprechende Ansatzpunkte dar, da auch sie in Sdugetieren nicht
vorkommen (FASSLER & WEST, 2013). Zu den HOG-aktivierenden Substanzen
zdhlen u.a. Fludioxonil, ein Phenylpyrrolderivat, und Iprodione aus der Gruppe
der Dicarboximide (FUJIMURA et al., 2000). Diese werden beide bereits als
Pflanzenschutzmittel in der Landwirtschaft eingesetzt (YANG et al., 2011).
McCormick et al. konnten zeigen, dass der antifungale Effekt dieser HOG-
aktivierenden Substanzen auf 4. fumigatus durch die HHK TcsC vermittelt wird,
da eine tcsC-Deletionsmutante resistent gegeniiber Fludioxonil und Iprodione ist
(MCCORMICK et al., 2012). Zudem zeigte diese Arbeit, dass beide Substanzen
das Wachstum von Keimlingen und Hyphen blockieren kdnnen, ohne dabei die
Auskeimung von Konidien zu verhindern (MCCORMICK et al., 2012). Ruhende
Konidien konnen sich also nicht der antifungalen Wirkung entziehen, um im
Anschluss an die Therapie doch noch auszukeimen. Wir konnten zudem zeigen,
dass der Wachstumsstop nach Fludioxonil-Zugabe sofort eintritt (siche
Publikation 2, WIEDEMANN et al.)). Fludioxonil hat somit eindeutig
fungistatische Eigenschaften. Bei der andauernden Inkubation mit Fludioxonil
kommt es zudem zu dramatischen phinotypischen Verdnderungen. Die Hyphen
schwellen stark an und der Pilz reagiert mit verstirkter Septenbildung und dem
Verschluss der Septumporen. Zusétzlich werden auch die Mitose steuernden
Kontrollmechanismen durch Fludioxonil aufgehoben und es kommt zur
Akkumulation von Zellkernen in der pilzlichen Zelle. Wird allerdings Fludioxonil
aus der Umgebung des Pilzes entfernt, stellt sich anschlieBend wieder ein
normales Wachstum ein (MCCORMICK et al., 2012). Mithilfe eines A4.fumigatus-
Stammes, der zytosolisches GFP exprimiert, konnten wir zeigen, dass es nach
72 h unter Fludioxonil-Einfluss zu einer fast alle Hyphen erfassenden Lyse
kommt. Auch die wenigen iberlebenden Kompartimente haben zu diesem
Zeitpunkt bereits eindeutig Schaden genommen, was sich in schwachen GFP
Signalen wiederspiegelt (sieche Publikation 2, WIEDEMANN et al.). Prinzipiell
kann somit von einer fungiziden Wirkung der HOG-aktivierenden Substanzen

ausgegangen werden, welche fiir ein antimykotisches Therapeutikum auch von
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Vorteil ist. Ob die starke Schiddigung der Hyphen zudem eine Bekdmpfung durch
das Immunsystem erleichtert und den Pilz angreifbarer macht, sollte in
zukiinftigen Versuchen noch gezeigt werden. Fludioxonil und Iprodione sind
biochemisch betrachtet deutlich unterschiedliche Substanzen und doch aktivieren
sie denselben Signalweg. Deshalb wird vermutet, dass es noch weitere Substanzen
mit dem gleichen Wirkmechanismus gibt, was nach dem Screening von
Substanzbibliotheken helfen sollte, eine Verbindung mit moglichst geringen
Nebenwirkungen zu identifizieren. Diese Screenings konnen durch zwei neu
entwickelte Werkzeuge vereinfacht werden. Bei dem einen handelt es sich um
einen Antikorper der Phosphohistidin erkennt und bei dem anderen um eine
fluoreszierende Sonde, die Histidinphosphorylierungen durch Histidinkinasen in
vitro nachweisen kann (SHOR & CHAUHAN, 2015). Damit ist der Grundstein
fiir effiziente Screenings nach HOG-aktivierenden Substanzen fiir den

antimykotischen Einsatz im Mensch und Tier gelegt.

2.2 Bedeutung der Entwicklung neuer therapeutischer Strategien fiir
die Behandlung von Infektionen durch Nicht-Aspergillus-
Schimmelpilze

Die Inzidenz invasiver Mykosen nimmt weltweit zu und man sagt schon jetzt,

dass genauso viele Menschen an den zehn wichtigsten invasiven Pilzkrankheiten

sterben wie an Tuberkulose oder auch Malaria (BROWN et al., 2012). Neben

Aspergillus treten in den letzten Jahren vermehrt die Nicht-Aspergillus

Schimmelpilze als Erreger invasiver Mykosen auf, die aufgrund von Resistenzen

gegeniiber den géngigen Antimykotika noch schwerer zu behandeln sind. Zu

thnen zdhlen neben Vetretern der Gattung Fusarium und Mucorales auch

Scedosporium spp. (DOUGLAS et al., 2016).

Rhizopus oryzae ist weltweit der hdufigste Erreger der Mucormykose aus der
Gruppe der Mucorales, dicht gefolgt vom Genus Lichtheimia (SCHWARTZE &
JACOBSEN, 2014). Die Mucormykose schreitet meist sehr schnell voran und die
Sterblichkeitsrate ist mit 70-100 % extrem hoch (PFALLER & DIEKEMA, 2004).
Eine Besonderheit bei den Mucorales liegt zudem darin, dass sie nicht nur als
opportunistische Erreger im Falle einer Immunschwiche auftreten, sondern auch
zu todlichen Infektionen bei deutlich immunkompetenteren Personen, wie z.B.
Diabetes-mellitus-Patienten fiihren konnen (RODEN et al.,, 2005). Die

therapeutischen Moglichkeiten sind im Falle einer Mucormykose stark
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eingeschrinkt. Da diese Pathogene nur teilweise sensitiv gegeniiber Azolen sind,
ist Amphotericin B das Mittel der Wahl (ALASTRUEY-IZQUIERDO et al.,
2010). Dariiber hinaus kann ein chirurgisches Debridement die Heilungschancen
verbessern, besonders wenn dieses vor der Ausbreitung der Infektion im Korper
geschieht (RILEY et al., 2016). Des Weiteren sollte natiirlich versucht werden,
die zugrundeliegende Erkrankung in Griff zu bekommen (ALASTRUEY-
IZQUIERDO et al., 2010). Somit wéren gerade bei der rapide verlaufenden
Mucormykose neue Therapeutika mit geringeren Nebenwirkungen und héherer

Effektivitét fiir eine Verbesserung der Heilungschancen dringend erforderlich.

Scedosporium spp. werden auch der Gruppe der emerging pathogens zugerechnet
und zu den relevantesten klinischen Vetretern zdhlen S. apiospermum und S.
prolificans (CORTEZ et al., 2008). Scedosporium verursacht ein breites Spektrum
an Infektionen. Hierzu zéhlen das Mycetom, als Folge von Traumata bei denen
Pilzsporen in die Wunde eingebracht werden, sowie disseminierte Infektionen mit
Sterblichkeitsraten von {iber 75 % bei immunsupprimierten Patienten (LOPES et
al., 2010; THORNTON et al., 2015). Zudem hat sich unter anderem beim
Tsunami 2004 gezeigt, dass Scedosporium bei Unfillen mit Beinahe-Ertrinken
auch bei immunkompetenten Opfern fatale ZNS-Infektionen und Pneumonien
durch Aspiration von kontaminiertem Wasser auslosen kann (THORNTON,
2009). Scedosporium ist resistent gegeniiber traditionellen Antimykotika, wie
beispielsweise Amphotericin B. Die neueren Triazole scheinen zusammen mit
einer chirurgischen Intervention der bisher vielversprechendste Ansatz fiir die
Therapie zu sein (CORTEZ et al., 2008; LOPES et al., 2010), aber neue

antifungale Wirkstoffe sind auch hier dringend notwenig.

Wir konnten mithilfe von Plattendiffusionstests zeigen, dass Lichtheimia und
Rhizopus als wichtige Vetreter der Mucorales, aber auch Scedosporium spp.
sensitiv  gegeniiber Fludioxonil und Iprodione sind (sieche Publikation 2,
WIEDEMANN et al.). Bei Scedosporium konnten wir sogar einen besonders
grolen Hemmbhof fiir Fludioxonil beobachten, was fiir eine besonders starke
Empfindlichkeit spricht. Deshalb vermuteten wir, dass der HOG-Signalweg auch
in diesen Pilzen vorkommt und konnten durch anschlieBende Genomanalysen
mittels BLASTp Proteine identifizieren, die sich zum TcsC in A. fumigatus
homolog verhalten. Zudem gibt es bereits Berichte, dass sich Fludioxonil und

Iprodione wirksam gegeniiber Fusarium oxysporum (RISPAIL & DI PIETRO,
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2010), Aspergillus nidulans und Neurospora crassa (OCHIAI et al., 2001;
HAGIWARA et al.,, 2007), Candida albicans (OCHIAI et al., 2002) und
Cryptococcus neoformans (KOJIMA et al., 2006) gezeigt haben. HOG-
aktivierende Substanzen scheinen also ein breites Spektrum von Pilzinfektionen
therapeutisch abdecken zu konnen und gerade im Falle der Nicht-Aspergillus-
Schimmelpilze, die oft mit den vorhandenen Antimykotika nur schwer
behandelbar sind, kdnnten sie so zu einer deutlichen Verbesserung der Therapie

fiihren.

Der nichste Schritt wiirde darin bestehen, die Wirksamkeit von Fludioxonil und
Iprodione in Infektionssystemen zu untersuchen. Wir haben aber bereits
Hinweise, dass Fludioxonil an Proteine wie z.B. Albumin bindet und dann nicht
mehr aktiv ist (personliche Mitteilung Prof. Dr. Frank Ebel). Das limitiert den
Fludioxonil-Einsatz im Infektionsmodell. Deshalb muss zunédchst nach

Substanzen mit besserer in-vivo-Eignung gesucht werden.

2.3 Der Einfluss HOG-aktivierender Substanzen auf die Diagnostik

Bei Aspergillus-Infektionen spielt der Nachweis des Zellwandpolysaccharids
Galaktomannan eine wichtige Rolle in der serologischen Diagnostik. Der
Galaktomannanachweis erfolgt mit Hilfe des monoklonalen Rattenantikorpers
EB-A2, der an die p-1,5-verkniipften Galaktofuranose-Seitenketten des
Galaktomannans bindet (STYNEN et al., 1992). Galaktomannan wird wéhrend
des Wachstums von Aspergillus freigesetzt und kann in Blut, Liquor und BAL-
Fliissigkeit nachgewiesen werden (OSTROSKY-ZEICHNER, 2012). Wir konnten
beobachten, dass es unter Fludioxonileinfluss zu strukturellen Verdnderungen in
der Zellwand von A. fumigatus kommt. Zum einen reagiert der Pilz mit einem
verstirkten Einbau von Chitin, aber auch die Galaktomannanverteilung &ndert
sich drastisch. Galaktomannan ist normalerweise gleichmiBig tiiber die
Hyphenoberfliche verteilt, aber nach Co-Inkubation mit Fludioxonil war deutlich
weniger Galaktomannan auf der Oberfliche detektierbar. Stattdessen zeigte sich
ein gesprenkeltes Muster auf den Hyphen und rund um die Hyphen gab es
Galaktomannan-positive Halobereiche (sieche Publikation 2, WIEDEMANN et
al.). Der Pilz schien das Galaktomannan unter Einwirkung von Fludioxonil
vermehrt freizusetzten. Diese Hypothese konnte auch bestétigt werden, indem wir
die Galaktomannanmenge im Kulturiiberstand mittels ELISA vor und nach

Fludioxonil-Einsatz gemessen haben und das Signal nach Fludioxonilbehandlung
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deutlich stirker war. Dieser Effekt ist nicht auf 4. fumigatus beschrinkt, sondern
konnte auch bei anderen Aspergillus-Spezies festgestellt werden. Fludioxonil ist
somit durch seinen fungiziden Effekt nicht nur therapeutisch interessant, sondern
konnte auch Vorteile fiir die Diagnostik mit sich bringen. Sowohl ein
prophylaktischer Einsatz als auch ein Einsatz bei Verdacht auf eine invasive
Mykose wire denkbar. Durch den FEinsatz konnten zum Beispiel invasive
Aspergillosen, die bis zu diesem Zeitpunkt beim Galaktomannan-Assay noch im
nicht detektierbaren Bereich lagen, durch die plotzliche und massenhafte
Freisetzung von Galaktomannan diagnostiziert werden. So konnten Aspergillus-
wirksame-Antimykotika gezielter und vor allem frilher eingesetzt werden,

wodurch sich die Uberlebenschancen des Patienten deutlich erhohen wiirden.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Die Inzidenz invasiver Mykosen nimmt weltweit zu und schon jetzt sterben
genauso viele Menschen an den zehn haufigsten invasiven Pilzkrankheiten wie an
Tuberkulose oder auch Malaria. Besonders gefdhrdet fiir eine invasive Mykose
sind Patienten nach Organ- und Stammzelltransplantationen sowie Patienten, die
unter dem Einfluss Chemotherapeutika oder Immunsuppressiva stehen, aber auch
AIDS-Patienten haben ein erhohtes Risiko zu erkranken. Als hdufigster Erreger
invasiver Schimmelpilzmykosen gilt immer noch Aspergillus, insbesondere A.
fumigatus. Die Nicht-Aspergillus-Schimmelpilze, wie Fusarium spp.,
Scedosporium spp., Penicillium spp. und verschiedene Zygomyceten, sind aber
von zunehmender Bedeutung. Die fiir invasive Mykosen typischen hohen
Mortalitdtsraten kommen durch Probleme sowohl in der Diagnostik als auch in
der Therapie zustande. Zum einen fehlen sichere und schnelle Nachweisverfahren
insbesondere fiir die Differenzierung von Schimmelpilzen. Zum anderen gibt es
nur wenige Antimykotika, gegeniiber denen die verschiedenen Pilze noch dazu
sehr unterschiedliche Sensitivititen aufweisen. Der Bedarf fiir bessere
Diagnostika zur genauen Differenzierung sowie neuen therapeutischen Strategien
ist deshalb sehr hoch. Im ersten Teil dieser Arbeit wurden AntikOrper gegen
Nicht-Aspergillus ~ Schimmelpilze  hergestellt, um neue diagnostische
Nachweismethoden zu entwickeln. Ein Ziel war es, eine Methode zu entwickeln,
um zwischen einer Aspergillus- und einer Fusarium-Infektion differenzieren zu
konnen. Dies ist bisher schwierig, da sich die beiden Pilze u.a. aufgrund ihrer
dhnlichen Morphologie in histopathologischen Schnitten oft nicht eindeutig
voneinander abgrenzen lassen. Zudem ist auch die Aussagekraft einer positiven
Kultur oft fraglich und es kann zu Kreuzreaktionen im Galaktomannan-Assay
kommen, der urspriinglich als Aspergillus-spezifisch galt. In dieser Arbeit konnte
der ABI135-8-Antikorper generiert werden, bei dem es sich um einen
monoklonalen IgM-Antikorper handelt, der ein Fusarium-Glykoantigen erkennt,
das sowohl auf der Oberfliche des Pilzes vorhanden ist als auch in dessen
Kulturiiberstand nachgewiesen werden kann. Da dieser Antikdrper in vitro auch
eine schwache Reaktion mit Aspergillus zeigte, konnten wir mithilfe einer
A. fumigatus-Mutante, die keine Galaktofuranose bilden kann, zeigen, dass es sich

bei dem ABI135-8-Antigen um ein Galaktofuranose-haltiges-Antigen handelt.



V. Zusammenfassung 66

Durch Kombination dieses Antikorpers und eines Aspergillus-spezifischen
Antikdrpers konnten wir eine Methode zur histopathologischen Unterscheidung
von Aspergillus- und Fusarium-Infektionen etablieren. Des Weiteren konnten wir
zeigen, dass das AB135-8-Antigen auch im Kulturiiberstand vorhanden ist, was
die Moglichkeit bietet, einen Sandwich-ELISA fiir den serologischen Nachweis
zu entwickeln, wodurch eine frithzeitige Diagnostik ermdglicht wiirde. Um neue
antifungale Therapiestrategien zu finden, wurde im zweiten Teil dieser Arbeit
untersucht, ob Substanzen, die den Pilz-spezifischen High-Osmolarity-Glycerol-
(HOG) Signalweg aktivieren, einen geeigneten Ansatz bieten. Der HOG-
Signalweg dient der Stresswahrnehmung des Pilzes und hilft u.a. bei der
Aufrechterhaltung des osmotischen Gleichgewichts. Fludioxonil und Iprodione
aktivieren diesen Signalweg und zeigten in unseren Tests eine klare antifungale
Wirkung nicht nur auf Aspergillus, sondern auch auf Lichtheimia, Rhizopus und
Scedosporium. Diese spielen als emerging pathogens eine immer groflere Rolle
bei invasiven Mykosen und sind aufgrund von Resistenzen gegeniiber vielen
Antimykotika noch schwerer zu behandeln als Aspergillus. Die genaue Wirkung
von Fludioxonil und Iprodione haben wir beispielhaft fiir 4. fumigatus untersucht
und herausgefunden, dass diese Substanzen zundchst zu einem sofortigen
Wachstumsstop fiihren und dass bei andauernder Exposition der grofite Teil der
Hyphen auch abgetdtet wird. Es kommt bei Fludioxonilzugabe zum Anschwellen
der Hyphen, woraufhin der Pilz mit Septenbildung und Verschluss der septalen
Poren reagiert. Aulerdem werden die Kontrollmechanismen der Mitose durch
Fludioxonil ausgeschaltet und es kommt zur Akkumulation von Zellkernen. Auf
den durch diese verschiedenen Prozesse ausgeldsten Stress reagiert der Pilz u.a.
mit einer Umstrukturierung der Zellwand, die mit einer massiven Galaktomannan-
Freisetzung einhergeht. Diese induzierte Freisetzung des Galaktomannan-
Antigens konnte die Diagnostik im frithen Infektionsstadium deutlich verbessern.
HOGe-aktivierende Substanzen zeigten sich durch ihre vielfiltige zellbiologische
Wirkungsweise und ein Zielprotein, das in S&ugetieren nicht existiert, als
vielversprechende Kandidaten fiir die Entwicklung neuer Antimykotika zur

Bekdmpfung von Schimmelpilzinfektionen.
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VI. SUMMARY

The incidence of invasive fungal diseases is increasing worldwide and there are
already as many people dying of the top ten of invasive mycoses as of
tuberculosis and malaria. Patients undergoing solid-organ or stem cell
transplantation, patients under the influence of chemo- or immunosuppressive
therapy and patients with AIDS are at high risk of developing invasive fungal
diseases. Aspergillus, especially A. fumigatus, is still the most common mold
causing invasive fungal infections, but infections caused by non-Aspergillus-
molds such as Fusarium spp., Scedosporium spp., Penicillium spp. and different
Zygomycetes are on the rise. The characteristically high mortality rates of
invasive mycoses are due to shortcomings in the fields of diagnostics and therapy.
On the one hand safe and fast methods for the detection and especially for the
differentiation of molds are missing. On the other hand not many antifungal
agents exist on the market and they also show variable efficacies against the
different fungi. Thus, the need for improved diagnostics for differentiation of
fungal pathogens as well as new antifungal strategies to combat fungal infections
is high. In the first part of this work antibodies against non-Aspergillus-molds
were generated to develop new diagnostic methods. We were in particular
interested to find a method for the differentiation between an Aspergillus and a
Fusarium infection. This still remains a problem, because both fungi have a
similar histological morphology, which makes it nearly impossible to discriminate
between the two in histology. Moreover the value of a posititve culture is
controversial and cross-reactions in the originally Aspergillus specific thought of
galactomannan assay have been reported. In this work we generated the AB135-8
antibody, a monoclonal antibody that recognizes a Fusarium glycoantigen present
on the hyphal surface but also released in the culture supernatant. This antibody
showed also a weak reactivity with 4. fumigatus in-vitro, but no reactivity with an
A. fumigatus mutant lacking galactofuranose. This strongly suggests, that
galactofuranose is an important component of the AB135-8 antigen. By using a
combination of this antibody and another Aspergillus specific antibody, we
established a method to differentiate between Aspergillus and Fusarium in
histopathological samples. Moreover we could show that the AB135-8 antigen is

present in culture supernatants, and thus could be a promising target for a
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Fusarium-specific serological assay, which would enable an earlier detection of
Fusarium infections. The second part of this work concentrated on the
development of a new antifungal strategy, particularly on the question whether
substances activating the fungal specific high osmolarity glycerol (HOG) pathway
are a means to combat invasive mycoses. In fungi, the HOG pathway plays an
important role for stress sensing and helps amongst others maintaining the
osmotic balance. Fludioxonil and Iprodione are activating this pathway and
showed in our tests antifungal effects not just on Aspergillus, but also on
Lichtheimia, Rhizopus and Scedosporium. These fungi are emerging pathogens
causing invasive fungal diseases of increasing importance and are due to their
variable resistance to most antifungal agents even more challenging to treat. We
have examined the impact of Fludioxonil and Iprodione on A. fumigatus as a
model organism and found out that they are first of all inducing an immediate
growth arrest, which was followed by a quantitative killing of hyphae. After
addition of Fludioxonil, hyphae started to swell and the fungi reacted with an
enhanced septum formation and closure of septal pores. Furthermore the control
mechanisms of mitosis were disabled by Fludioxonil and nuclei accumulated in
the cells. The fungi reacted to the enhanced stress by restructuring their cell wall,
which provokes a massive release of galactomannan. This induced galactomannan
release could improve the diagnostics at an early stage of infection. HOG
activating agents showed a high negative impact on the cell biology and act on a
target protein that does not exist in mammals. Thus they are promising candidates

for the development of new antifungals to combat mold infections.
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