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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung
Die invasive Aspergillose, eine durch den pathogenen Schimmelpilz Aspergillus

fumigatus ausgeldste Erkrankung, stellt eine zunehmende Bedrohung fur
Risikopatienten dar'. Sie gilt als die haufigste invasive Pilzerkrankung nach
hamatopoietischer Stammzelltransplantation sowie nach solider
Organtransplantation'®6.  Seitens des Immunsystems spielen neutrophile
Granulozyten in der Abwehr des frei in der Atemluft vorkommenden A: fumigatus die
Hauptrolle'”8. Sie sind in der Lage, sowohl Sporen als auch Hyphen des Pilzes effektiv

mit Hilfe verschiedener antifungaler Mechanismen zu bekampfen' 78,

Wasserstoffperoxid ruft durch oxidativen Stress Anderungen in der mitochondrialen
Morphologie in A. fumigatus hervor, welche mit Hilfe von GFP mit mitochondrialem
Zielsignal sichtbar gemacht werden kdnnen®'%. Im Rahmen dieser Arbeit wird gezeigt,
dass diese Anderungen friih auftreten und Kklassifizierbar sind. Sehr &hnliche
Veranderungen treten auch nach Einfluss humaner neutrophiler Granulozyten auf. Es
wird mithilfe von Zeitreihen, Videoaufnahmen und Hinzunahme eines metabolisch-
basierter Assays gezeigt, dass gewisse Anderungen in der Mitochondrienmorphologie
irreversibel sind und sich damit zur Lebend-Tot-Differenzierung eignen. Damit stellt ein
Kernpunkt dieser Arbeit die Entwicklung einer neuartigen Methode dar, welche die
Vitalitdt von individuellen A: fumigatus Hyphen mikroskopisch bestimmen und
quantifizieren lasst. Trotz Limitationen, wie einer teils nicht eindeutigen Zuordnung der
beobachteten Morphologien in eine definitive Kategorie, stellt diese Methode eine
Erweiterung der zur Verfligung stehenden Techniken dar und weist Vorteile gegenlber

haufig angewandten metabolisch-colorimetrischen Methoden auf.

Zellwandstress wird in  A. fumigatus malgeblich Uber den sogenannten
Zellwandintegritatsweg erkannt''. Mutanten, denen aufgrund von Gendeletion
Bestandteile des Zellwandintegritaitswegs fehlen, weisen eine gesteigerte
Empfindlichkeit gegeniber charakteristischen Stressoren wie Caspofungin,
Calcofluorweil® (CFW) oder Hitze auf''-'2. Im Rahmen dieser Arbeit wird mittels der neu
entwickelten Methode zur Lebend-Tot-Differenzierung via mitochondrialer Morphologie
untersucht ob Stdmme, denen durch Gendeletion Bestandteile des

Zellwandintegritatswegs fehlen, eine geanderte Empfindlichkeit gegenuber
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neutrophilen Granulozyten aufweisen. Es ergab sich dabei eine erhohte
Empfindlichkeit der Mutanten Arho2, Arho4 und AmidA, sowie eine gesteigerte
Resistenz der komplementierten Mutante Arho2 + rho2 sowohl gegenlber neutrophilen

Granulozyten als auch gegenuber dem Zellwandstressor CFW.

Als Ursache fiir diese gesteigerte Resistenz wird eine Uberexpression von rho2
vermutet. Diese Annahme wird dadurch bestarkt, dass eine neu konstruierte
konditionelle rho2-Mutante unter induzierten Bedingungen ebenfalls eine gesteigerte
Resistenz gegenuber Zellwandstress und neutrophilen Granulozyten aufweist. Eine
Normalisierung des Phanotyps auf Wildtypniveau wird durch die Konstruktion einer am
3-UTR erweiterten Komplementationsmutante Arho2 + rho2 erreicht, welche

zusatzlich einzeln integriert hat.

Weitere wesentliche Erkenntnisse aus dieser Arbeit sind eine signifikant verringerte
Wachstumsgeschwindigkeit der konditionellen rho2-Mutante unter induzierten
Bedingungen sowie ein signifikant reduziertes Uberleben der Arho2-Mutante in vivo in

der Bienenmade Galleria melonella.
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5 Einfuhrung

5.1 Mit Aspergillus fumigatus assoziierte Erkrankungen

Der Schimmelpilz Aspergillus fumigatus zahlt zu den opportunistischen Erregern’-13-15,
Eine geflrchtete Form einer opportunistischen Infektion mit A. fumigatus ist die der
invasiven Aspergillose (IA), deren Inzidenz weltweit ansteigt’. Als Risikogruppen
gelten im Wesentlichen Patienten mit schweren Stérungen des Immunsystems.
Besonders gefahrdete Gruppen sind Patienten nach hamatopoietischer
Stammzelltransplantation (HSZT), solider Organtransplantation, Chemotherapie bei
akuter Leukamie oder nach hochdosierter Gabe von Kortikosteroiden'513.16.17  Die
Letalitat einer IA ist trotz adaquater Therapie sehr hoch, nach HSZT oder akuter
Leukamie liegt sie bei 40-50%"67. Die IA gilt als die haufigste invasive Pilzerkrankung
nach HSZT bzw. nach solider Organtransplantation mit 43 bzw. 59% aller invasiven
Pilzinfektionen noch vor der invasiven Candidose'%%17.18  Andere von A. fumigatus
ausgeloste oder mitverursachte Krankheitsbilder stehen im Zusammenhang mit
allergischen Geschehen: Im Rahmen einer allergischen bronchopulmonalen
Aspergillose (ABPA) oder einer exogen allergischen Alveolitis (EAA) begunstigen
Aspergillen die Entstehung bzw. Exarzerbation eines allergischen Asthmas''. Eine
chronische pulmonale Aspergillose (CPA) sowie das Aspergillom treten typischerweise
bei Patienten mit bestehender Lungenerkrankung wie COPD, Tuberkulose oder
Sarkoidose auf und stellen eine nicht-invasive Besiedlung meist (durch die
Grunderkrankung) vorgeformter Hohlen wie Granulome oder Bullae im
Lungenparenchym dar'®2°. Eine CPA wird oft als Rezidiv bzw. Exazerbation der
jeweiligen Grunderkrankung verkannt'® und kann in Einzelfallen durch pulmonale

Hamorrhagien todlich verlaufen'6.20,

5.2 Taxonomie und asexueller Lebenszyklus von Aspergillus fumigatus

Die Gattung der Aspergilli umfasst mehr als 250 Arten?'22, A. fumigatus vermehrt sich
typischerweise asexuell?®. Der Pilz wachst in einem Geflecht fadenférmiger Hyphen,
die durch Septen in Kompartimente unterteilte Zellverbande darstellen?324, Zur
asexuellen Vermehrung bildet A. fumigatus Sporentrager, sogenannte Konidiophoren
aus, speziell differenzierte Hyphen, die in einer blaschenférmigen Auftreibung, der

Vesica, enden??, Dort befinden sich flaschenféormige konidiogene Zellen, die sog.
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Phialiden??. Aus den Phialiden entstehen durch Knospung viele Sporen, auch Konidien
genannt??,

Konidien sind 2-3 um groRe Dauerformen des Pilzes?2. Sie weisen eine erstaunliche
Resistenz gegenuber den meisten Umwelteinflussen wie Hitze, Frost, Trockenheit oder
auch saurer bzw. alkalischer Umgebung auf und sind in der Lage, viele Jahre auch
unter widrigen Bedingungen zu Uberleben’®?526  Sje besitzen eine schltzende
Oberflache, welche neben dem Hydrophobin RodA eine darunterliegende Schicht
bestehend aus dem Farbstoff Melanin enthalt?”. Die rauchgriine Farbe des Melanins
war namensgebend fur den Organismus. Sobald diese sogenannten ruhenden Sporen
ihre Stoffwechselaktivitdt aufnehmen, beginnen sie anzuschwellen?®?. Aus diesen
geschwollenen Sporen beginnen dann erst an einer, spater oft auch an der
gegenuberliegenden Seite, Keimschlauche auszuwachsen: Man spricht nun vom
Keimling?2. Diese knospenartigen Austriebe wachsen weiter und beginnen sich durch
Septen in Kompartimente zu unterteilen?324, Die Unterteilung mittels Septen stellt eine
Strategie dar, den Rest einer Hyphe zu retten, sollte ein einzelnes Kompartiment durch
Stressoren irgendeiner Art beschadigt werden: Bei einer Lyse einzelner
Kompartimente beobachtet man einen Verschluss bestehender Poren in den
angrenzenden Septen232428 Im nun erreichten Hyphenstadium ist der asexuelle
Lebenskreislauf von A. fumigatus geschlossen. 2009 wurde nachgewiesen, dass A.
fumigatus zusatzlich auch einen sexuellen Lebenszyklus aufweist?®30. Dieser unterliegt
jedoch sehr speziellen Bedingungen und spielt neben dem asexuellen Lebenszyklus

vermutlich eine untergeordnete Rolle?°3",

5.3 Diagnostik und Therapie der invasiven Aspergillose

Aufgrund der hohen Letalitat kommt der rechtzeitigen Diagnosestellung der invasiven
Aspergillose eine groRe Bedeutung zu'3. Um eine IA zu diagnostizieren, wurden aus
einer Zusammenschau der einschlagigen Literatur die drei Ebenen der
Wahrscheinlichkeit des Vorliegens einer IA ,bewiesen®, ,wahrscheinlich® und ,mdglich®
definiert’ 143233, Zum Beweis einer IA bendtigt man die histopathologische
Dokumentation einer Infektion und den positiven kulturellen Nachweis von Wachstum
aus einer normalerweise sterilen Probe'*. Eine IA kann zudem als bewiesen gelten,

wenn trotz negativem kulturellen Nachweis eindeutig Hyphen im histopathologischen
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Praparat nachgewiesen werden''4. Als ,wahrscheinlich” gilt eine IA bei der Erflllung
von drei Kriterien: Vorliegende Immunsuppression oder Immunschwache irgendeiner
Art, klinische Symptome oder Zeichen (beispielsweise in der Bildgebung) und
mikrobiologische Evidenz'4. Anstatt eines kulturellen Nachweises koénnen auch
indirekte Nachweismethoden wie der sogenannte Galaktomannan- (s.u.) oder [3-
Glucan-Assay die Diagnose einer IA wahrscheinlich machen, wenn ausreichend Ubrige

Evidenz (etwa passende Klinik oder Bildgebung) vorhanden ist"'4.

Die kulturelle Anzucht von A. fumigatus erfolgt auf Pilzmedien wie Sabouraud-
Dextrose-Agar oder BHI-Medium, Wachstum auf Bakterien-Agar wie Blut-, Kochblut-
oder McConkey-Agar ist jedoch prinzipiell moglich3#3°%, Die kulturelle Anzucht ist
wertvoll zur Unterscheidung einer IA von anderen invasiven Pilzinfektionen (sog.
Speziesnachweis)'34, weist jedoch leider eine niedrige Sensitivitat von <30% auf'3%,
Methoden der Wahl zur Probengewinnung sind die bronchoalveolare Lavage (BAL)'#33
bzw. ersatzweise auch provoziertes Sputum33, die transthorakale perkutane
Nadelaspiration oder die videoassistierte thorakoskopische Biopsie'. Neben der
Anzucht auf Pilzmedien ist auch eine mikroskopische bzw. histologische Untersuchung
von BAL, Nadelaspirations- oder Biopsiematerial wertvoll’'43% da der Nachweis
typischer, sich dichotom verzweigender, septierter Hyphen als Beweis fiir eine |A gilt'.
Zum Nachweis nicht geeignet ist die Blutkultur, da sie fast immer falsch negativ

ausfallt’435,

Weitere etablierte diagnostische Methoden umfassen weiterhin die Bildgebung mittels
Computertomografie'3'4 — als Zeichen einer invasiven Pilzerkrankung wie der IA gelten
hierbei sogenannte Halo oder air-crescent Zeichen3¢3” — und indirekte serologische
Methoden'34, Unter Letzteren ist der sogenannte Galaktomannan-Assay von grofiem
Stellenwert und weist eine hdhere Sensitivitat als der Nachweis via kultureller Anzucht
auf13.14,35,38-43 Studien erbrachten dabei sehr gute Sensitivitatsraten des
Galaktomannan-Assays von 67 bis 100% bei ebenfalls sehr guten Spezifitatsraten von
86 bis 99% bei neutropenen Patienten nach Chemotherapie oder HSZT'4445 Im
Gegensatz hierzu erbrachten Studien weitaus niedrigere Sensitivitatsraten von 30%
und weniger' beim Vorliegen von Faktoren wie fehlender Neutropenie*647, eine bereits

begonnene antifungale Therapie bzw. Prophylaxe'44!, vorbestehende hohe
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Konzentrationen an  Aspergillus-Antikorpern*647  oder in  padiatrischen
Patientengruppen®®.Der Grund hierfiir ist vermutlich eine geringere vorliegende
Antigenlast im Serum. Fur falsch positive Ergebnisse gibt es ebenfalls eine Reihe an
moglichen Ursachen — interessant ist die Beobachtung falsch positiver Ergebnisse bei
der gleichzeitigen antibiotischen Therapie mit Piperacillin/Tazobactam#-5°, Am
haufigsten wird der Galaktomannan-Assay aus Serumproben durchgefiuhrt, eine
Testung von BAL-Flissigkeit, Sputum oder Liquor ist aber prinzipiell mdglich13.14.51.52,
Der Stellenwert des Galaktomannan-Assays als moglicher Verlaufsparameter mit
Einfluss auf die Dauer und Art des Therapieregimes wird derzeit diskutiert'443, es zeigt
sich ein deutlicher prognostischer Wert abhangig von einem Anstieg bzw. eines starken
Abfalls von Galactomannan im Serum unter Therapie*3. Die Diagnostik einer invasiven
Aspergillose mittels PCR aus Serum oder BAL-FlUssigkeit ist noch nicht ausreichend
validiert und weist teils eine niedrige Sensitivitat (bei Serumproben), teils eine niedrige
Spezifitat (bei BAL-Proben) auf'-%3,

Fir die medikamentdse Therapie der IA werden die drei Substanzklassen der Polyene,
Azole und Echinocandine eingesetzt®*. Polyene wie Amphotericin B wirken vermutlich
einerseits als Amphotere uUber die Bindung von Lipiden der Zellmembran (vor allem
Ergosterol) und die gleichzeitige Porenbildung in der Membran®. Als zweiter
Wirkmechanismus wird eine extrazellulare Aggregation von Amphotericin B gesehen,
die einem Schwamm gleich Ergosterol der Zellmembran des Pilzes entzieht%¢. Azole
wie Voriconazol wirken Uber die Inhibierung eines in die Ergosterolbiosynthese
eingebauten Cytochrom-P450-Komplexes®. Echinocandine wie Caspofungin
hingegen wirken auf die Pilzzellwand Uber eine Hemmung der [-1,3-Glucan-
Synthase®. Fir die Auswahl des richtigen Therapieregimes bei einer 1A stehen nur
wenige randomisierte kontrollierte Studien (RCT) zur Verfugung. Die grofdte RCT
ermittelte Voriconazol als Uberlegen gegeniiber deoxycholiertem Amphotericin B457,
Liposomales Amphotericin B gilt dennoch als alternative Erstlinientherapie neben
Voriconazol'®'4,  Bei unzureichendem Ansprechen der Therapie oder
Kontraindikationen gegen die Erstlinientherapie mit Voriconazol kann eine Kombination
mit liposomalem Amphotericin B, Caspofungin oder Micafungin bzw. eine Umstellung

auf Posaconazol erwogen werden''*. Fir Hochrisikopatienten (vor allem die
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prolongierte  Neutropenie sowie Graft-versus-Host-disease®®®®) wird eine
prophylaktische Therapie mit dem mit Voriconazol verwandten Wirkstoff Posaconazol
empfohlen'®'4, Bei ungewdhnlichen Manifestationsorten einer IA, wie etwa einer durch
A. fumigatus ausgelosten Endokarditis oder einer Osteomyelitis, wird aufgrund der

groRten Erfahrung mit der Substanz liposomales Amphotericin B empfohlen.

Fur Patienten mit lokalisierter pulmonaler |A oder mit pulmonalen Aspergillom kommt
auch eine chirurgische Resektion des Infektherdes in Betracht, auch wenn es hierzu

keine grofRangelegten Studien gibt'3:1435,

Nicht zuletzt bleibt zu betonen, dass aul3er der antifungalen medikamentdsen Therapie
sowie ggf. chirurgischen Malnahmen die moglichst schnelle Rekonstitution des
patienteneigenen Immunsystems eine hohe Prioritdt besitzt'>'4. Diesbeziglich
unterstitzende MalRnahmen kdnnen beispielsweise das Umstellen, Reduzieren oder
Pausieren immunsupprimierender Substanzen sowie die Gabe von G-CSF
(Granulocyte — Colony Stimulating Factor) darstellen'®143%_ Fiir die Sondergruppe der
Patienten mit chronischer Granulomatose wird eine Prophylaxe mit rekombinantem

Interferon-y empfohlen?3:60,

5.4 Die Zellwand von A. fumigatus

Aulerhalb der Zellmembran von A. fumigatus befindet sich die sogenannte Zellwand,
eine Struktur, die vornehmlich aus Polymeren wie Chitin, Glucan, Galaktomannan
sowie Galaktosaminogalaktan (GAG) aufgebaut ist'227.61.62_ Die Zellwandstruktur ist in
allen Pilzarten hochkonserviert erhalten, wobei dennoch entscheidende Unterschiede
zwischen einzelnen Pilzspezies existieren'’. Chemisch gesehen besteht die Zellwand
im Kern aus B-1,3-Glucan, welches mit Chitin quervernetzt ist®®3. Dieser Glucan-Chitin
Kernkomplex ist kovalent gebunden an andere Polysaccharide deren
Zusammensetzung je nach Pilzspezies sehr unterschiedlich ist. Bei A. fumigatus
bestehen diese Polysaccharide der aul3eren Schicht vornehmlich aus Galaktomannan,
a-1,3-Glucan sowie B-1,3-1,4-Glucan®. Besonders zu betonen ist aber, dass
insbesondere die Mengenverhaltnisse dieser einzelnen Komponenten untereinander
in Abhangigkeit von den Umweltbedingungen sehr schwankt®3. Es handelt sich bei
Zellwand von A. fumigatus also um eine plastische, sich standig im Umbau befindliche
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Struktur®®. So ist es beispielsweise bisher nicht mdglich gewesen, die
Zusammensetzung der Zellwand bei Pilzhyphen in vivo zu charakterisieren, da bei
Patienten mit invasiver Aspergillose nicht gentigend Zellwandmaterial fur zuverlassige

Analysen gewonnen werden kann®3,

ECM

-

% p(1,3)glucan IN\ chitin W a-(1,3)-glucan M“WM Galactomannan
YW  calactosaminogalactan @'@ Proteins I GP1 anchor

Abbildung 1: schematische Darstellung der Zellwand von A. fumigatus mit farblicher Markierung deren
wesentlicher Bausteine. 3-1,3-Glucan stellt dabei mengenmaRlig den bedeutendsten Teil dar. Abbildung

aus einer Publikation von Latgé et al 20103

Gesteuert wird die Zellwandbiosynthese durch eine Vielzahl von Genen, wobei meist
mehrere Syntheseproteine fur jeden Zellwandbaustein vorhanden sind, wodurch sich
ein redundantes System ergibt®. Erstaunlicherweise bildet eine Ausnahme die
Synthase Fks1, die in A. fumigatus die einzige bekannte 3-1,3-Glucan-Synthase ist,

obwonhl B-1,3-Glucan das am haufigsten vorkommende Zellwandpolymer darstellt®.

Bestandteile der Pilzzellwand werden im Allgemeinen als pathogen associated
patterns (PAMPs) angesehen®384, also als potentielle Ausldser einer Immunreaktion
seitens des Wirts. Eine Vielzahl menschlicher Immunrezeptoren kdnnen Bestandteile
der Zellwand von A. fumigatus erkennen, sie sind per Definition dann pathogen
recognition receptors (PRRs). Namentlich sind dies u.a. TLR2% und TLR458 fiir Chitin
und Dectin-1 fiir B-1,3-glucan®’. Vor allem der Interaktion von Dectin-1 — zugehorig der
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Gruppe der sogenannten C-Typ Lektin-Rezeptoren — mit $-1,3-Glucan wird dabei eine
besondere Rolle zugesprochen®-7%: Dectin-1 interagiert mit anderen PRRs
beispielsweise der TLR-Gruppe und (ibt Effekte auf die Interleukinproduktion aus®®. In
diesem Zusammenhang wird diskutiert, ob Dectin-1 insofern eine Schlusselrolle
zukommt, da es die Information mehrerer Rezeptorsignale und -signalwege integriert
und zusammenfihrt®8. Interessanterweise bindet Dectin-1 kein a-1,3-Glucan®"!, was
eine Theorie stiutzt, die in einer Hochregulierung von a-1,3-Glucan ein Versuch des
Pilzes sieht, sich vor dem Immunsystem zu tarnen?”.7273, In Konidienform kommt dem
Protein RodA eine wesentliche Funktion in der Abschirmung von
Zellwandbestandteilen wie dem B-1,3-Glucan zu?5. Umgekehrt fihrt eine Behandlung
mit Antimykotika der Substanzklasse der Echinocandine, welche die B-1,3-Glucan-
Sythese hemmen, paradoxerweise zu einer erhdhten Exposition von 3-1,3-Glucan auf
der Hyphenoberflaiche’’. In der konsekutiv erhéhten Immunantwort wird ein
erheblicher Teil des Wirkmechanismus der Echinocandine gesehen, was die Rolle von

B-1,3-Glucan als wichtiges PAMP unterstreicht®*7°.

Insgesamt ist die Interaktion von Zellwand und Immunsystem hochkomplex und bisher
nicht gut genug verstanden'838%, Die Plastizitat der Zellwand, bisher unbekannte Co-
Rezeptoren der bekannten PRRs und die Tatsache, dass gewisse PAMPs wie etwa 3-
1,3-Glucan abhangig von ihrer Polymerlange gegensatzliche Antworten auslosen
konnen, lassen es sehr schwierig erscheinen, einzelne PAMP-PRR-Interaktionen als

die einzige oder hauptverantwortliche fiir eine Immunantwort identifizieren zu konnen®3,
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5.5 Der Zellwandintegritatsweg

Um Zellwandstress, ausgelOst beispielsweise durch erhohte Temperatur oder direkt mit
der Zellwand reagierende Stressoren wie Calcofluorweil, Kongorot (CR) oder
Caspofungin (CS) zu erkennen und darauf reagieren zu kénnen, gibt es ein in vielen
Pilzspezies gut konserviertes  System an  Signalproteinen,  welches

Zellwandintegritatsweg (CWI) genannt wird"".

PM

azoles
alk. pH

<

Abbildung 2: Schemazeichung des Zellwandintegritatswegs in A.
fumigatus. Die Deletion von MidA sowie auch die Deletion von
Rho2 und Rho4 fiihrt zu einer erhdhten Sensibilitat gegentber
Kongorot (CR), Calcofluorweiff (CFW) und Hitze. Die Deletion
von Wscl flhrt zu einer erhdhten Sensibilitat gegeniiber
Caspofungin (CS). Abbildung aus einer Publikation von Dichtl et

@ al. 2016°®
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Bei A. fumigatus wie auch den meisten anderen Pilzspezies besteht der CWI aus einer
Signalkaskade, die an der Zellwandoberflache an Zellwandstresssensoren beginnt und
danach Uber guanine nucleotide exchange factors (GEFs), Rho-GTPasen,
Proteinkinase C (PKC) oder mitogen activated protein kinase (MAPK)-Module
Information an den Zellkern oder andere regulatorische Signalwege weiterleitet’’
(siehe Abbildung 2). Uber die oberflachlichen Sensoren MidA sowie Wsc1 und Wsc3
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wird Zellwandstress erkannt und an GEFs wie Rom2 integriert, welches einen
Nukleotidaustausch bei RhoGTPasen wie Rho1 erwirkt!!76-78 Dessen Ziel ist (neben
der B-1,3-Glucan-Synthase Fks17°) die Proteinkinase PkcA, die einem
hochkonservierten MAPK-Modul aus den drei MAP-Kinasen Bck1, Mkk2 und MpkA
vorgeschaltet ist®®. Alle diese drei MAPK phosphorylieren sich nacheinander
gegenseitig®>®, wobei schlieRlich MpkA in den Zellkern wandert, um dort
wahrscheinlich diverse Transkriptionsregulatoren zu aktivieren®. Die Deletion einer
dieser drei MAPK fuhrt zu einer reduzierten Phosphorylierung von MpkA und fuhrt zu
phanotypisch nahezu identischen Mutanten mit stark inhibiertem Wachstum und
gesteigerter Empfindlichkeit gegenlber vielen auf die Zellwand reagierenden
Reagenzien®>80, Ein Verlust der oberflachlichen Sensoren Uber einzelne Deletion fiihrt
zu einer Empfindlichkeit gegenlber einzelnen Stressoren (siehe Abbildung 2),
ansonsten aber zu einem allenfalls maRig eingeschrankten Wachstum. Eine Deletion
mehrerer Sensoren bei der Awsc1Awsc3AmidA-Trippelmutante verstarkt die
Phanotypen der Einzelmutanten erheblich was auf eine teilweise Uberlappende
Funktion hinweist''. Die Arom2 Mutante ahnelt sehr stark der Awsc1Awsc3AmidA-
Trippelmutante, was den GEF Rom2 als integratives Element all dieser Sensoren
identifiziert'"-81. Eine Deletion von rho1 ist fiir A. fumigatus letal, weshalb diese GTPase
als essentiell zu bezeichnen ist'’. Eine Punktmutation im Gen fir die ebenfalls
essentielle Proteinkinase PkcA, die eine stark verminderten Aktivitatsrate von PkcA zur
Folge hat, fuhrt wiederum zu einem typischen CWI-Phanotyp mit erhohter

Empfindlichkeit gegeniber vielen Zellwandstressoren’82,

5.6 Rho-GTPasen in A. fumigatus

Auch wenn deren genaue Rolle unklar bleibt, wird auch fur die Rho-GTPasen Rho2
und Rho4 eine Beteiligung am CWI vermutet'?. Monomere GTPasen des Cdc42/Rho
Typs sind in Pilzen wie auch der Tierwelt hochkonserviert?3. Sie erfiillen dabei mehrere
Funktionen in vielen eukaryoten Zellen: Sie sind wesentlich an der
zellmembrannahen Aktin-Assemblierung beteiligt und werden deshalb auch flr die
Prozesse der Exo- und Endozytose benoétigt®>—27. Ferner wurde eine Rolle bei der
Genese von reaktiver Sauerstoffspezies durch die NADPH-Oxidase®8°, sowie eine
regulatorische Funktion auf wichtige Transkriptionsfaktoren wie etwa NFkB belegt®.
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Bei Pilzen wurden Rho-GTPasen am besten in der Backerhefe Saccharomyces
cerevisiae charakterisiert und untersucht®'. Sie erflllen eine Art Schalterfunktion als
Regulatoren fiir unter anderem Morphogenese und Entwicklung des Pilzes®. Dabei
findet ein Aktivitatszyklus zwischen der aktivierten GTP-gebundenen und der inaktiven
GDP-gebundenen Form statt'?9'. GEFs (Guanine Nucleotide Exchange Factors) und
GAPs (GTPase binding proteins) sind wichtige Kofaktoren dieses Zyklus‘'?83, RDIs
(Rho dissociation inhibitors) stellen ein weiteres inhibitorisches regulatorisches
Element dar®®. Rho-GTPasen sind oft als Teile von Signalkaskaden wie etwa des
Zellwandintegritatswegs oder der Ras - Cdc42 - Rho Kaskade beschrieben'28384 |n S,
cerevisiae sind insgesamt sechs verschiedene Rho-GTPasen identifiziert®3. Cdc42 sitzt
in einer Art Schliisselposition eines groRBen Signalnetzwerks der Morphogenese?3.
Rho1 wird neben seiner Rolle bei der Aktinsynthese als Regulatoreinheit der 3-Glucan-
Synthase eine grofte Bedeutung bei der Zellwandsynthese zugesprochen'!.76.83.91 ynd
ist damit auch Teil des Zellwandintegritatswegs (siehe oben). Rho3 erflllt eine wichtige
Rolle in der Zellteilung der Hefe via Knospenbildung®. Cdc42, Rho1 und Rho3 sind
essentielle Proteine in S. cerevisiae®3. Die Funktionen der Ubrigen drei nicht
essentiellen Rho-GTPasen Rho2, Rho4 und Rho5 sind nicht abschlieRend geklarts3,

In Fadenpilzen sind Rho-GTPasen deutlich weniger gut untersucht als im
Modellorganismus S. cerevisiae®3. Rho1 ist wie in 5.5 bereits erwahnt essentiell in A.
fumigatus und Teil des Zellwandintegritatswegs. Cdc42 besitzt in Fadenpilzen
interessanterweise ein weiteres Analogon namens Rac18. Beide Proteine erfilllen
ahnliche Funktionen und sind teilweise redundant, weshalb nur eine Deletion beider
Gene letal ist®3. Uber Rho2 ist wenig bekannt. Eine Deletion von rho2 oder von rho4
fuhrt zu einer deutlich gesteigerten Sensibilitdt gegentber typischen
Zellwandstressoren und Wachstumskonditionen (CFW, CR, Hitze)'?, weshalb beide
Proteine auch dem Zellwandintegritdtsweg zugeordnet werden'?83, Die genaue Rolle
von beiden Rho-GTPasen im CWI ist aber unklar''. Rho4 besitzt jedenfalls eine
andere, entscheidende Funktion: Es ist — durch die Steuerung des Zytoskeletts in Form
von Aktin-Ringen - fiir die Ausbildung von Septen in den Hyphen verantwortlich™*83,

Arho4 weist nahezu keine Septen auf, was fur sich gestellt bereits eine Erklarung fur
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eine erhohte Vulnerabilitat der Mutante ist. Die Deletion von Rho3 fiuhrt zu keinem

offensichtlichen Phanotyp?3, die Rolle dieses Proteins in Fadenpilzen ist unbekannt.

5.7 Fusion und Fission: Die mitochondriale Dynamik

Mitochondrien sind sogenannte semi-autonome Zellorganellen mit eigenem Genom
und eigener Proteinbiosynthese®?. Die ATP-Synthese Uber die Atmungskette, die B-
Oxidation von Fettsauren, die Produktion essenzieller Co-Faktoren fiir viele Enzyme®?,
die Synthese von Phospholipiden sowie die Apoptose sind dabei nur einige Beispiele
fur zellulare Prozesse, an denen Mitochondrien beteiligt sind®2%3. Die klassische, auch
heute noch in vielen Lehrblichern zu findende Vorstellung von Mitochondrien als
bohnenférmige, getrennte Zellorganismen stammt aus der frihen Zeit der
Elektronenmikroskopie, als man Mitochondrien nur als Schnittbilder erfassen konnte®2.
In den 1980er Jahren wurde im Zeitalter des life cell imaging deutlich, dass
Mitochondrien vielmehr als dynamische Organelle zu verstehen sind, die in der Lage
sind, grofe intrazellulare Netzwerke aufzubauen®>4, In eukaryotischen Zellen, und so
auch in Hyphen und Konidien von A. fumigatus, fUhren Mitochondrien zu diesem Zweck
kontinuierlich zwei gegensatzliche Prozesse aus: Die sogenannte Fusion und
Fission%%%, Dabei missen die mitochondrialen Doppelmembranen sich standig
trennen und wieder verschmelzen®2. Die Aktivitat von Fusion und Fission geschieht
gesteuert und ist durch eine Vielzahl von Genen reguliert®®%. Ein klassischer
Modellorganismus fur die mitochondriale Dynamik ist dabei der Hefepilz
Saccharomyces cerevisiae, der Fusions- und Fissionsapparat ist jedoch konserviert
erhalten in den meisten eukaryotischen Zellen®929, In jlingerer Vergangenheit riickten
Saugetierzellen vermehrt ins Zentrum der Mitochondrienforschung®. Die Regulation
der mitochondrialen Dynamik scheint dabei eine groRe Bedeutung bei wichtigen
zellularen Prozessen wie bspw. der Apoptose, der Autophagie, der mitochondrialen

Qualitatskontrolle oder bei der Stressresistenz zu haben92:9,

Beim Pilz deutet vieles darauf hin, dass die beiden Proteine Fzo1 und Mgm1 als
Kernkomponenten der Fusion zu verstehen sind®2%-%_ Sje sind Proteine aus der
grolen Gruppe der Dynamine, die bekannterweise als Mediatorproteine vieler
Umbauprozesse an Zellmembranen beteiligt sind®2. Bei den Deletionsmutanten Afzo1

und Amgm1 ist eine sogenannte Fragmentierung der Mitochondrien festzustellen9-9°,
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die darauf beruht, dass eine Fusion der Mitochondrien nicht mehr mdglich ist. Bei der
mitochondrialen Fission hingegen Ubernimmt im Modellorganismus S. cerevisiae das
Protein Dnm1 eine Schlusselrolle'00.101: Mit seinen beiden Partnerproteinen Fis1 und
Mdv1 initiiert es den Prozess der Fission®2102193 Die Deletionsmutante Adnm1 zeigt

dementsprechend stark vernetzte, sehr lange Mitochondrien'00:101,

Beim Menschen und hdherentwickelten Saugetieren ist die Situation komplexer und
insgesamt noch unzureichend erforscht. Zwar existieren auch im Menschen
konservativ erhaltene Teile des Fusions- und Fissionsapparats wie das Mgm1-
Analagon OPA1, die Fzo1-Analoga Mfn1/2 oder das Dnm1-Analogon Drp1, es wurden
jedoch viele weitere Mediator- und Effektorproteine der mitochondrialen Dynamik
identifiziert, die in S. cerevisiae keine Entsprechung haben®. Beim Menschen sind
einige neurologische Erkrankungen mit Defekten der mitochondrialen Fusion und
Fission assoziiert®>1%4: Bei der autosomal dominanten Optikusatrophie findet sich
beispielsweise ein Defekt von OPA1, bei der Erkrankung Charcot-Marie-Tooth (Typ2a)
von Mfn2%295_ \Weiterhin wird der Fusion und Fission auch eine Rolle bei M. Parkinson
zugesprochen, das Parkin-Gen beeinflusst die mitochondriale Dynamik und spielt eine
Rolle beim Abbau von Mitochondrien®:1%4, Bei M. Alzheimer wird eine mitochondriale
Dysfunktion und Fragmentierung beobachtet, vermutlich mitverursacht durch eine S-

Nitrosylation von Drp105,

5.8 Die Pilzabwehr: Immunologische Mechanismen gegen A. fumigatus

A. fumigatus ist ein Saprophyt und kommt somit in der Umwelt vor allem auf totem
Pflanzenmaterial vor".1%. Konidien von A. fumigatus sind deshalb in der freien Natur in
der Atemluft enthalten und gelangen somit in die Luftwege®'%’. Die haufigsten
Eintrittspforten flr eine invasive Aspergillose stellen somit die unteren Atemwege sowie
die Nasennebenhohlen dar'. In den Luftwegen stitzt sich die unmittelbare
Immunabwehr vor allem auf das angeborene Immunsystem' und hierbei im

Wesentlichen auf vier Saulen:

Erstens gibt es eine anatomische Barriere in Form von a) dem Alveolarepithel und b)
des Flimmerepithels' %8199 Die Rolle des Alveolarepithels im Menschen ist noch

weithin unklar bzw. es existieren widersprichliche Forschungsergebnisse', es wird
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jedoch eine Phagozytose von Konidien'' und eine folgende Ausschiittung diverser
Zytokine wie Interleukin Typ 8 (II-8), TNF-a oder B-Defensine als Zeichen der
Rekrutierung immunologischer Effektorzellen beobachtet’. Im Tiermodell ist haufig eine
Penetration des Epithels durch Hyphen von A. fumigatus zu beobachten'"'. Es wird in
diesem Zusammenhang auch diskutiert, ob von Epithelzellen internalisierte Konidien
einen Infektfokus fiir eine invasive Aspergillose darstellen konnen''?. Wie viele andere
Luftpartikel auch beseitigen Zellen des Flimmerepithels Konidien von A. fumigatus tber
den Zilienschlag retrograd aus den Luftwegen'-'3. Jedoch wird hierbei eine mdogliche
toxische Wirkung von Konidienbestandteilen auf das Epithel wie auch eine mogliche

direkt inhibitorische Wirkung auf die Zilienaktivitat vermutet''4.

Zweitens  existiert eine  humorale @ Abwehrkomponente in  Form des
Komplementsystems'.  Mehrere Proteine, die in Verbindung mit der
Komplementkaskade stehen, sind nachweislich in der Lage, an der Oberflache von A.
fumigatus sowohl in Hyphen- als auch in Konidienform zu binden' und damit
vermutlich hauptsachlich als Opsonin zu wirken. Eine besondere Bedeutung kommt
dabei dem Protein PTX-3 zu, welches von Epithelzellen und Phagozyten freigesetzt
wird!. Polymorphismen des PTX-3-Gens scheinen eine Rolle bei COPD-Patienten zu
spielen'®. Zudem konnte gezeigt werden, dass PTX-3 -/- Mause''® wie auch C5 -/-
Mause®? (ein anderer wesentlicher Faktor im Komplementsystem) eine signifikant
hohere Vulnerabilitat gegenuber einer invasiven Aspergillose unter experimentellen

Bedingungen aufweisen.

Drittens stellen phagozytische Zellen eine weitere Komponente dar. Diese wird von
vielen Autoren als besonders wichtig erachtet''"”. Alveolarmakrophagen (AM) sind
eine auf das Milieu der Lunge ausgerichtete, spezialisierte Abwehrkomponente. AM als
residente Zellen beginnen als eine der ersten Phagozyten, eingeatmete Konidien zu
binden und durch Endozytose in sich aufzunehmen™”:%, Erstaunlicherweise erfolgt das
Toéten der Pilzsporen dann erst nach einer Verzégerung von einigen Stunden, nachdem
die internalisierten Konidien bereits angeschwollen sind''®'°. Dieses Phanomen
konnte darauf zurtickgeflihrt werden, dass ruhende Sporen eine Schicht malRgeblich
bestehend aus dem Protein RodA besitzen, derimmunogene Zellwandbestandteile wie

die Uber den Dectin-1-Weg erkannten B-Glucane abschirmt, bis es zu einem
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Anschwellen der Konidien kommt?%120, Dies und weitere Hinweise'® legen den Schluss
nahe, dass die Bekampfung von A. fumigatus im Konidienstadium in AM malgeblich
auf nicht-oxidativen Mechanismen beruht''%. Im Gegensatz dazu scheint jedoch ein
Defekt der NADPH-Oxidase zu einer eingeschrankten Abtotungsrate von Konidien in
AM zu flihren'® — vermutlich also spielen oxidative und nicht-oxidative Mechanismen
zusammen'73121 |nteressanterweise scheinen dennoch nicht wenigen Konidien die
Auskeimung und das Wachstum bis hin zum Hyphenstadium zu gelingen'. Die
Neutropenie wird als Hauptrisikofaktor der invasiven Aspergillose angesehen'. Daher
ist es ohne Zweifel!, dass neutrophilen Granulozyten die wesentliche Aufgabe der
zweiten, entscheidenden Welle in der zellularen Immunabwehr gegen A. fumigatus
zukommt um Uberlebende Keimlinge und Hyphen zu téten”-'®. Es wurde gezeigt, dass
die fur die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten wichtigen Chemokine CXL1
und CXL2 in groRer Menge von AM produziert werden’. Da in dieser Dissertation die
Wirkung von neutrophilen Granulozyten auf Hyphen von A. fumigatus untersucht wird,
ist ihnen ein gesondertes Kapitel gewidmet. In einer weiteren, im Zeitverlauf nach dem
Eintreffen der neutrophilen Granulozyten einzuordnenden Welle von Abwehrzellen, ist
die Rekrutierung von zusatzlichen Effektorzellen wie eosinophilen Granulozyten,
Mastzellen, CCR2+ Monozyten und deren Abkémmlinge, dendritischen Zellen (DC),
sowie natirlichen Killerzellen (NK) und Blutplattchen zu beobachten'. Eosinophile
Granulozyten und Mastzellen haben eine wesentliche Rolle bei der ABPA und tragen
zur Entstehung bzw. Verschlechterung eines Asthma bronchiale bei’. Bei der invasiven
Aspergillose scheinen sie eine untergeordnete Rolle zu spielen’, da Mastzellen nicht
in der Lage sind, durch Ausschuttung ihrer Granula das Pilzwachstum negativ zu
beeinflussen’. Es konnte jedoch eine antifungale Aktivitdt von eosinophilen
Granulozyten in Form von Zytokinproduktion nachgewiesen werden'??. Da eine vasale
Invasion von A. fumigatus bei der invasiven Aspergillose zu beobachten ist'?3, kommt
auch Blutplattchen eine mogliche Rolle in der Immunabwehr zu: Es wurde gezeigt,
dass Granula von Thrombozyten in vitro in der Lage sind, die Zellwand von A.
fumigatus zu verdauen'?*. NK sind in der Lage, die Effektivitdt von AM zu verstérken
und scheinen auch neutrophile Granulozyten bei der Pilzabwehr zu unterstiitzen” 2.
Mausmodelle konnten jedoch zeigen, dass NK wohl nicht essenziell sind, eine invasive

Aspergillose zu verhindern’. CCR2+ Monozyten und DC kommen wahrscheinlich
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mehrere Funktionen zu: Sie nehmen als phagozytische Zellen Konidien durch
Endozytose auf und nehmen durch die Produktion vieler Zytokine und Chemokine an
Rekrutierung und Verstarkung der Immunreaktion teil”-126. Hierbei wird auch eine Art
Zwischenstellung zwischen angeborenen und adaptivem Immunsystem hauptsachlich

in Form von TH1-Zellen diskutiert”-68,

Viertens spielt auch das adaptive Immunsystem in Form sowohl der CD8+ als auch der
CD4+ T-Zellen eine Rolle bei der Abwehr gegen A. fumigatus'-1?7.128_ Die T-Zell-Antwort
im menschlichen Immunsystem ist komplex und soll hier nur oberflachlich behandelt
werden. Am besten untersucht wurde hierbei die Rolle der CD4+ T-Helferzellen,
aufgeteilt in Th1- und Th2-Zellen'%8. Es konnte gezeigt werden, dass eine Transfusion
Aspergillus-spezifischer CD4+ Zellen protektive Effekte auf den Verlauf einer invasiven
Aspergillose im Rahmen einer hematopoetischen Stammzelltransplantation
haben'?®130 Somit wird angenommen, dass der T-Zell-Antwort des adaptiven
Immunsystems insbesondere in Sondersituationen einer defekten angeborenen
Immunantwort eine groRe Bedeutung zukommt'-131.132_Neben einer groben Einteilung
in Th1- und Th2-assoziierter Immunantwort spielen in den letzten Jahren immer mehr
auch die T-Zell-Subpopulationen der Treg- (fur T-requlatorische Zellen) und Th17-
Zellen eine grolde Rolle. Th17-Zellen scheinen dabei mit Th1-Zellen synergistisch zu
wirken und Uber das proinflammatorische Interleukin-2 aktiviert zu werden''33, sie
werden zudem mit der Aktivierung von Granulozyten assoziiert'3*. Die genaue Rolle
von Th-17 Zellen in der Anti-Aspergillus-Immunreaktion bleibt jedoch bisher
weitgehend unklar'. Unstrittig ist jedoch eine verstarkende Rolle der Th-17 Zellen bei
chronischen und allergischen Pilzerkrankungen wie dem Asthma bronchiale, der ABPA
oder der CPA"35 Auch Treg-Zellen wird eine grofke pathophysiologische Rolle bei
chronischen und allergischen Pilzerkrankungen zugesprochen'-136, Treg-Zellen wirken
als Immunmediatoren der Lunge und halten das Immunsystem im Gleichgewicht'. Eine
Dysbalance der Immunantwort hin zu einer Th2-vermittelten Immunreaktion ist mit
einer Neigung zu atopischen und allergischen Geschehen wie dem Asthma bronchiale
assoziiert!. Es konnte gezeigt werden, dass beim Asthma bronchiale die Zellverteilung
von Treg-Zellen in der Lunge gestort ist'3¢, womit also Treg-Zellen vermutlich eine

protektive Rolle bei chronischen und allergischen Pilzerkrankungen zukommt.

Seite 25



Einflhrung

Fir die Rolle von Antikérpern bei der Immunabwehr gegen Pilzinfektionen des
Menschen gibt es weder fir A. fumigatus noch flr invasive Pilzerkrankungen im
Allgemeinen zuverlassige Daten’%8, Es wird vermutet, dass von den vielen klonalen
Isotypen von aus Serum isolierten Antikorpern nur ein Bruchteil in der Lage ist, einen
gewissen protektiven Effekt aufzuweisen®. Jedoch konnte im Mausmodell erfolgreich
ein protektiver Effekt transferierter Antikdrper gegen invasive Pilzerkrankungen
ausgehend von Cryptococcus neoformans und Candida albicans nachgewiesen
werden®8. Die Ziele solcher Antikdrper stellen meist Zellwandbestandteile des Pilzes
dar, wie etwa B-Glucan fur A. fumigatus und C. albicans oder Mannotriose fir C.
neoformans®. Verschiedene Mechanismen scheinen hinter jenem protektiven Effekt
zu stehen®®: In erster Linie wird neben Opsonierung und Komplementaktivierung eine
geanderte Immunantwort von T-Zellen vermutet®®, da im Mausmodell eine deutliche
Steigerung von Organisation, Formation und Inflammation entziindlicher Granulome
mit Antikorpern behandelter Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe gezeigt werden
konnte®8. Fir A. fumigatus wurde eine Wachstumsinhibierung des Pilzes durch Anti-B-
Glucan Antikérper nachgewiesen'®’. Insgesamt besteht jedoch ein wissenschaftlicher
Konsens, dass Antikorpern bei der Abwehr invasiver Pilzerkrankungen nur eine sehr
untergeordnete Rolle zukommt'. Jedoch ist eine Th2-vermittelte erhohte IgE-
Produktion gegen Aspergillus fumigatus mitverantwortlicher Bestandteil in der
Pathophysiologie der ABPA"38,

5.9 Neutrophile Granulozyten als zentrales Element der Abwehr gegen
A. fumigatus

Neutrophile Granulozyten machen prozentual den grofdten Anteil aller Immunzellen aus
und werden zusammen mit den im Vergleich weniger zahlreich vertretenen
Makrophagen als erste Abwehrreihe des Immunsystems bezeichnet'®°. Wie bereits
erwahnt, gelten sie als die hauptverantwortliche Komponente in der Immunabwehr
gegen A. fumigatus'’8. Die schwere Neutropenie gilt als Hauptrisikofaktor der
invasiven Aspergillose’. Im Mausmodell sind von Neutropenie betroffene Tiere im
Vergleich zu anderen Mausen mit Immundefekten deutlich am schlechtesten in der
Lage, invasives Pilzwachstum effektiv zu bekdmpfen®. lnren Namen haben neutrophile
Granulozyten durch die bereits im Lichtmikroskop auffallig dichte Masse an
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cytosolischen Granula, die im Gegensatz zu basophilen oder eosinophilen
Granulozyten sich in der H.E.-Farbung neutral verhalten'®°. Die Forschung der letzten
Jahre hat gezeigt, dass die Mechanismen, mit denen neutrophile Granulozyten
mikrobielle Organismen (im Wesentlichen Bakterien und Pilze) abtoten, vielfaltig sind

und sich teilweise gegenseitig verstarken™139,

Seit Langem wird in der Pilzforschung der Funktion der NADPH-Oxidase im Rahmen
des sogenannten oxidative burst, der Produktion diverser radikaler Sauerstoffspezies
(ROS), eine Hauptrolle im Rahmen des intravakuolaren Abtétens von Mikroorganismen
zugesprochen'140 Diese Annahme kommt, neben dem offensichtlich
antimikrobiellem Potenzial von ROS, unter anderem daher, dass Patienten der
genetischen Erkrankung septische Granulomatose, bei denen die Funktion eben dieser
NADPH-Oxidase defekt ist, eine deutlich erhdhte Inzidenz von Infektionskrankheiten
vor allem durch Staphylokokken, aber auch durch Candida albicans und andere
invasive Pilzerkrankungen, aufweisen” 39141 Im Mausmodell eines NADPH-Defekts
konnte auRerdem eine erhdhte Last invasiver Hyphen von A. fumigatus nachgewiesen
werden'2, Neben einer direkten oxidativen Abwehrfunktion ausgeldst durch die ROS-
Produktion der NADPH-Oxidase wird der NADPH-Oxidase zudem eine entscheidende
indirekte Funktion zugesprochen'3®143: Durch die Produktion von ROS wird ein
lonengradient geschaffen, der die Degranulation von Vesikeln gefillt mit diversen
antimikrobiellen Proteinen wie Cathepsin-G, Proteinase 3, Lysozym oder Defensin
auslost, welche klassischerweise als nicht-oxidative Abwehrmechanismen der
neutrophilen Granulozyten beschrieben werden’.139.143-145 |nteressanterweise wird bei
Ausschaltung fir die ROS-Abwehr wichtiger Proteine wie der Superoxid-Dismutase in
A. fumigatus nur teilweise eine reduzierte Virulenz beobachtet'46:47_ Die genaue Rolle

von ROS bleibt also noch unvollstandig verstanden.

Ein weiterer wichtiger Abwehrmechanismus neutrophiler Granulozyten stellen die
Bildung von neutrophil extracellular traps (NETs) dar’-'48. Wie der Name verrat, sind
diese Teil des bisher noch weniger erforschten extrazelluldren Arsenals neutrophiler
Granulozyten. NETs bestehen aus einem Rickgrat aus Chromatin (weshalb sie durch
DNAsen verdaut werden, aber resistent gegenluber Proteasen sind) und enthalten

weiterhin Bestandteile neutrophiler Granula wie Lactoferrin, Calprotectin, Elastase,
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Cathepsin G, MPO u.a.”'*®, Die Bildung von NETs wird durch eine Vielzahl an Stimuli
induziert. Im Allgemeinen koénnen dies all jene Stimuli sein, die neutrophile
Granulozyten aktivieren, wie beispielsweise durch IL-8, bakterielles Lipopolysaccharid
(LPS) sowie durch die schlichte Anwesenheit von Bakterien oder Pilzen”-4%, Nach ihrer
Aktivierung beginnt ein bestimmter Anteil neutrophiler Granulozyten ein
~Selbstmordprogramm” einzuleiten, welches auch die Bildung von NETs zur Folge
hat”'4°. Auch die Bildung von NETSs erfordert dabei einen respiratory burst’6%149, ein
weiterer Beleg also daflr, dass die Bildung von ROS — gleichermalen als Beginn einer
Kettenreaktion - als Ausldser vieler Mechanismen in neutrophilen Granulozyten zu

sehen ist.

Die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten bei der invasiven Aspergillose erfolgt
mafgeblich Uber die Aktivierung des IL-1a/MyD88/IL-1-R Signalwegs durch die
Freisetzung von IL-1 und anderen von AM und Epithelzellen sezernierten Zytokinen,
sowie spater Uber die Aktivierung des CARD-9 Signalwegs durch Zytokine, die von
neutrophilen  Granulozyten selbst freigesetzt werden?.142150.151  Neutrophile
Granulozyten erkennen A. fumigatus vor allem Uber Dectin-1 - einen Rezeptor, welcher
an B-Glucane der Zellwand bindet"67-70 - sowie liber den Rezeptor CR3'%2. Sie sind in
der Lage, sowohl Konidien als auch Hyphen abzutoten'®. Interessanterweise wird
Ihnen dabei vor allem bei der Bekampfung von Hyphen eine Ubergeordnete Rolle
zugesprochen'®. Es scheinen dabei jeweils unterschiedliche, teilweise Uberlappende
Mechanismen zum Einsatz zu kommen, je nachdem ob Konidien oder Hyphen
attackiert werden®. Konidien werden durch Phagozytose und klassischen
intravakuolarem Verdau bekampft, wobei eine Degranulation von Vesikeln sowie ein
respiratory burst beobachtet werden'45151.153  \Weiterhin beobachtet wird eine
Freisetzung von Lactoferrin mit konsekutiver Wachstumsinhibition der Konidien durch
Eisendepletion'155, Interessant ist die im Vergleich zu Makrophagen in vitro deutlich
hohere Effizienz der Granulozyten beim Abtéten von Hyphen und Konidien:1%6.
Sowohl fur das Abtoéten von Konidien als auch fir das Abtéten von Hyphen scheint eine
ROS-Produktion Uber den Syk/PI3K/PKCa,B-Signalweg wichtig zu sein®%:151.157 \/on
neutrophilen Granulozyten freigesetztes Calprotectin scheint Hyphen im Wachstum

erfolgreich zu inhibieren, hat jedoch keinen sichtbaren Einfluss auf das intravakuolare
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Abtoten von Konidien'8. Sowohl Komplementsystem als auch Antikdrper sind in der
Lage, an Hyphenoberflachen zu binden, diese Opsonierung ist fur die Adhasion der
neutrophilen Granulozyten jedoch nicht zwingend notwendig '5'5%, Der genaue
Prozess der Adhasion neutrophiler Granulozyten an Hyphenoberflachen ist — genauso
wie die weiteren Mechanismen des Abtotens der Hyphen - jedoch noch unzureichend
erforscht’. Die Anwesenheit von Hyphen erwirkt weniger als die von Konidien'6?
aulRerdem die ROS-abhangige Bildung von NETs und fuhrt — etwa durch die Wirkung
der enthaltenen Chelatoren wie Calprotectin — zu einer Wachstumsinhibition des
Pilzes'®'. Es gibt jedoch Hinweise fiir eine eher redundante Funktion von NETSs:
Neutrophile Granulozyten, denen die Fahigkeit NETs zu bilden entzogen wurde, sind
dennoch in der Lage, A. fumigatus erfolgreich abzutéten’, zudem scheint die Bildung
von NETs im Keratitis-Modell einer Infektion durch A. fumigatus nicht essentiell zu

sein'%2,

5.10 Die Bestimmung der fungalen Uberlebensrate: Eine methodische

Herausforderung
Ein entscheidender Parameter, wenn es um Resistenz- bzw. Virulenzfaktoren in der
Mikrobiologie geht, stellt in vitro die Uberlebensrate (engl. killing ratio) dar. Diese wird
in einem sogenannten killing assay bestimmt und ist definiert als die Fraktion des
untersuchten Organismus, die erfolgreich von gewissen Stressoren (etwa Immunzellen

oder chemische Reagenzien) abgetottet wird.

Die bakteriologische Forschung greift oftmals auf ein einfaches Verfahren zurick, das
zeit- und kosteneffizient eine Uberlebensrate bestimmt: Bei der sogenannten CFU
(colony forming unit)-Messung werden Bakterien durch antimikrobielle Substanzen
oder auch Immunzellen gestresst'62163, AnschlieRend werden berlebende Bakterien
auf Agarplatten ausplattiert’®2163, Bei passender Verdiinnung kann nun, wenn
Bakterien einzeln auf der Platte zum Liegen kommen, eine optische Auszahlung der
CFUs erfolgen und Unterschiede quantifiziert werden. Auch wenn dieser Ansatz auch
fur A. fumigatus versucht wurde®®, scheint dies aus mehreren Griinden zumindest fiir
Hyphen nicht sinnvoll: Erstens ist ein mechanisches Ldsen der sehr schnell an
Oberflachen (wie dem Boden von Probengefal’en) haftenden Hyphen durch ihre im

Vergleich zu Bakterien viel groflere und dreidimensionale Struktur nicht ohne
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erhebliche Beschadigung des Pilzes mdglich und fuhrt damit vermutlich zu einer
starken Verfalschung der wahren Killing ratio. Zweitens ergibt sich im Falle einer reinen
Schuttelkultur, bei der man eine Haftung am Boden vermeiden wirde, das Problem der
starken Haftung mehrerer Sporen oder Hyphen aneinander. Dies macht nach
Ausplattierung die Antwort auf die Frage, ob eine zahlbare Pilzkolonie wirklich nur von
einer einzelnen Hyphe ausging, unmoglich'®*. Die CFU-Messung kommt somit fiir A.
fumigatus allenfalls flr ruhende — also noch nicht aneinander und am Boden haftende

- Sporen in Frage.

Am haufigsten in der Literatur vertreten sind metabolische assays®°1%%.160.165  dje
ublicherweise anhand der Erfassung von Farbumschlagen eines
Stoffwechselindikators quantitativ  zellulare Aktivitat nachweisen koénnen. Als
Indikatorsubstanzen etabliert haben sich im Wesentlichen 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) sowie Resazurin®%155.160.165 Bej metabolischen
assays werden nach einer variablen Vorinkubation des zu untersuchenden
mikrobiologischen Organismus und einer Einwirkzeit des jeweiligen Stressors wieder
Normalbedingungen hergestellt (im Falle von Immunzellen erfolgt dies mittels Lyse
bspw. mit Eiswasser8%'%° im Falle solubler Reagenzien mittels eines
Mediumwechsels'%¢), anschlielfend wird die Stoffwechselaktivitdt gemessen. Jetzt
sollte sich im Vergleich zu einer Kontrollprobe, in der keine Stressoren hinzugegeben
wurden, eine deutliche Reduktion der verbliebenen Stoffwechselaktivitat zeigen. Vorteil
dieses Ansatzes ist die Moglichkeit, durch die maschinelle Auswertung eine grof3e
Anzahl an Proben (Ublich sind beispielsweise 96-well Platten5%15%) gleichzeitig zu
testen. Insbesondere in Bezug auf A. fumigatus gibt es jedoch auch Nachteile dieses
Ansatzes: Der schwerwiegendste Nachteil ist die Unmoglichkeit, Totung von einer
starken Wachstumsinhibierung zu unterscheiden, da lediglich Stoffwechselaktivitat
gemessen wird. Zudem muss sehr kritisch mittels passender Kontrollexperimente
hinterfragt werden, inwieweit einzelne Stamme bzw. genetisch veranderte Mutanten
den Prozess einer ggf. nétigen Lyse von Immunzellen problemlos Gberstehen, oder
diese womoglich (mehr als der mitgefuhrte Wildtypstamm) durch den Lyseprozess
inhibiert, beschadigt oder auf andere Weise beeintrachtigt werden, was ihre

Stoffwechselaktivitat und damit das metabolische Assay verfalschen kénnte. Weiterhin
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ist generell in Frage zu stellen, inwieweit sich stark wachstumsinhibierte Mutanten fur
eine solche Testung eignen, da sich a) die nétige Inkubationszeit bis zur messbaren
Stoffwechselaktivitat im Assay stark verlangert - wobei allen moglichen Storfaktoren
grol3erer Einfluss zukommt - und b) notwendige ,Eich“-experimente mit anderen, nicht

wachstumsinhibierten Stammen erheblich erschwert werden.

Auf der anderen Seite stehen Ansatze, die eine mikroskopische Auswertung
beinhalten'®’-16°. Dabei kommt dem positiven bzw. negativem Vitalitatsnachweis
uberlebender bzw. abgetoteter Hyphen eine entscheidende Bedeutung zu. Die Idee ist
hierbei, nach Einwirkung des entsprechenden Stressors und einer meist notigen
Fixation und Einbettung des Experiments in geeignete Tragerlosungen die
Uberlebensrate durch mikroskopische Auszahlung der vitalen respektive der getdteten
Hyphen zu bestimmen. Dies setzt voraus, dass eine Unterscheidung zwischen vitalen
und abgetdteten Hyphen zuverlassig moglich ist. Hierzu greifen manche
Arbeitsgruppen auf Vitalitdtsfarbungen zurtck, die bei erhaltener Vitalitat oder beim
Absterben ein durch ein geeignetes Mikroskop erkennbares Fluoreszenzsignal
erzeugen'7.168  GroRter Vorteil dieses Ansatzes ist die direkte Berechnung der
Uberlebensrate durch Vitalitatsbestimmung'®-'%°, was den schwerwiegendsten
Nachteil des metabolischen Ansatzes — namlich die lediglich indirekte Bestimmung

uber die Stoffwechselaktivitat — aufzuheben vermag.

Ein weiterer Ansatz der mikroskopischen Auswertung fungalen Uberlebens stellt die
Methode ,FLARE" (Fluorescent Aspergillus Reporter) dar’”-1%7:170.171 Diese Methode
basiert auf cytosolische Fluoreszenz in A. fumigatus Sporen: Im Phagolysosom von
Monozyten oder neutrophilen Granulozyten kann das Erloschen des
Fluoreszenzsignals als Aquivalent firr eine stattgehabte Abtétung der Spore gesehen
werden'’%172_ Diese Methode schafft Unabhangigkeit von chemischen Reagenzien zur
Vitalitatsbestimmung. Unklar ist jedoch, inwieweit das System auf dreidimensionale,
weitaus grolRere Organismen wie A. fumigatus in Hyphenform Ubertragen werden

kann'70,
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5.11 Zielsetzung
Die Zielsetzung dieser Arbeit ist die Bestimmung der Uberlebensrate von Mutanten des

Zellwandintegritatswegs gegenuber Stress, ausgelost durch humane neutrophile
Granulozyten. Zu diesem Zweck erfolgte die Entwicklung und Etablierung eines neuen
Ansatzes zur Vitalitatsbestimmung von Hyphen im Setting eines killing assay. Die
Funktionsweise der Methode sowie die Kriterien zur Lebend-/Totdifferenzierung
werden anhand mehrerer, der Validation dienender Experimente erlautert, alternative
Ansatze werden aufgezeigt und diskutiert. Eine durch die neue Methode entdeckte
Resistenz gegenuber neutrophilen Granulozyten und einem Zellwandstressor eines
Stammes, der eine Mutation der Rho-GTPase Rho2 aufweist wird in folgenden
Abschnitten der Dissertation naher mittels genetischen und mikrobiologischen
Methoden untersucht um Erkenntnisse Uber den moglichen Hintergrund dieser

Eigenschaften zu erlangen.
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6 Material und Methoden

6.1 Vorbemerkung

Ich weise darauf hin, dass die Beschreibung von Methoden, die von Mitarbeitern der
Arbeitsgruppe regelmalig seit mehreren Jahren im Wesentlichen unverandert
durchgefuhrt wurden, teilweise aus Arbeiten von Vordoktoranden dieser Arbeitsgruppe
ubernommen wurden. Auf eine Zitierung wurde dabei bewusst verzichtet, da hier
aufgefuihrte Methoden und Arbeitsweisen keinerlei Innovation oder wissenschaftliche
Neuerungen bedeuten, sondern lediglich eine rein deskriptive Auflistung einzelner

Arbeitsschritte oder Experimente darstellen.

6.2 Chemikalien und Enzyme

Die Chemikalien, die zur Anfertigung dieser Arbeit dienten, wurden von den
folgenden Firmen bezogen: AppliChem (Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe), Invitrogen
(Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Sigma Aldrich (Steinheim), Serva (Heidelberg).
Wenn mdglich wurde stets der héchste Reinheitsgrad ,pro analysis® (p.a.) bezogen.
Enzyme wurden von folgenden Firmen bezogen: MBI Fermentas (St. Leon-Roth),
New England Biolabs (Schwalbach), Promega (Madison, USA), Quiagen (Hilden),
Sigma Aldrich (Steinheim). LPS wurde von der Firma Invivogen (San Diego)

bezogen, es handelt sich um das Produkt LPS-EK Ultrapure von E. coli Stamm K12.

6.3 Gerate

CO2-Inkubator UniTec, Revo Ultima
Digitalkamera Canon,EOS 550D
Gelkammer BioRad, Power Pac 1000
Magnetrahrer Heidolph, MR3001K

Mikrobiologischer Brutschrank  Haraeus, Function Line
Fluoreszensmikroskop Leica, DM LB, SP5

Lichtmikroskop Zeiss, Axiovert 25
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PCR Gerat Biometra, T Gradient

pH-MelRgerat Toledo 320

Photometer Amersham Biosciences, Ultrospec 10
Probenkammern Ibidi 8-well

Schattelinkubator Brunswick Scientific, Series 25
Sterilbank Heraeus, Hera Safe

Thermomixer Eppendorf

Vortexer Scientific Instuments

Zentrifuge Sigma Laboratory, 6K15

Zentrifuge Eppendorf, 5417R

6.4 Zellanzucht

6.4.1 Aspergillus fumigatus

6.4.1.1 Medien

Sofern nicht anders angegeben, wurden die Medien stets durch Autoklavieren Uber
20min bei 121 °C und 3 bar sterilisiert. Im Folgenden sind die in dieser Arbeit
verwendeten Medien in ihrer Zusammensetzung inklusive Anleitung zur Herstellung

aufgefuhrt.

Aspergillus-Minimal-Flissigmedium(AMM) (2-fach konzentriert):

Salzmischung ohne MgSO, (20-fach 50ml

konzentriert)

MgSO4-Ldsung (0,4M, 200-fach 5ml

konzentriert)

Glukose 40% (w/v) 25ml
Spurenelement-Stammlésung (1000-fach Tml

konzentriert)

dest. H,O Auffullen auf 1000ml
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Der pH-Wert von AMM liegt bei ca. 6,6. Das Medium konnte nach dem Autoklavieren

der Einzelbestandteile bei Raumtemperatur aufbewahrt werden.
Die einzelnen Bestanteile von AMM sind folgendermalien zusammengesetzt:

Salzmischung ohne MgSQO, (20-fach konzentriert):

NaNOs  120g
KCl 10,49
KH:PO, 16,3g
K.HPO, 20,99

dest. Auffillen auf 1000ml
H.O

Nach dem Ldsen wurde die FlUssigkeit autoklaviert und bei Raumtemperatur aufbewahrt.

MgSQO4-Losung (200-fach konzentriert):

MgSQO, ¢ 7 H.O 10,49
dest. H,O 100ml

Nach dem Ldésen wurde die Flissigkeit autoklaviert und bei Raumtemperatur aufbewahrt.

40% Glucose (w/v):

C6H1206 2009
ddH>O auffillen auf
500mL

Die komplette Menge Glucose 16st sich meist erst beim Autoklavieren. AnschlielRend

wurde die Losung bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Spurenelement-Stammlosung (1000-fach konzentriert):

Fir die Herstellung der Spurenelement-Stammldsung wurde wie zuvor publiziert

vorgegangen'’3, Die unten aufgefiihrten Substanzen wurden in der angegeben
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Reihenfolge in 100ml dest. H20 geldst und diese Losung anschlieldend autoklaviert.
Anschliel3end wurde jeweils 1ml der Lésung in ein steriles Eppendorfgefal® (1,5ml)

uberfuhrt. Der pH-Wert dieser Losung betrug ca. 6,5.

ZnSOy * 7 H,0 2,29
HsBO; 1,19
MnCly* 4 H20 0,59
FeSO4 * 7 H,0 0,59
CoCl, * 6 H.0 0,169
CuSO04 + 5 H,0 0,169
(NH4)6M07024 + 4 H,0 0,11g
Na4EDTA « 4 H,0 6,09
dest. H,O 100ml

AMM-Agar(-Platten):

FUr die Herstellung von AMM-Agar-Platten wurde eine sterile und erwarmte, 2-fach
konzentrierte AMM-Stammlésung ohne Glukose im 1:1 Verhaltnis mit sterilem und
flissigem Agar (2% (w/v) Glucose, 4% (w/v) Bacto-Agar) in Zentrifugengefallen (50ml)
vermischt und anschlieRend in Platten gegossen. Nach Erstarrung wurden die Platten
meist sofort verwendet, eine Lagerung bei 4 °C fur einige Tage war jedoch mdoglich.
Zusatzstoffe wie Selektionsmarker oder Stressor-Substanzen wurden in die 2-fach
konzentrierte AMM-L6sung ohne Glukose zugegeben, bevor der Agar hinzugefluigt

wurde.

Sabouraud-Medium:

2% Pepton-Lésung (w/v) pH 7.0 50mL
40% Glucose (w/v) 10mL
ddHO auffillen auf 100mL

Far Sabouraud-Medium wurden die oben genannten Lésungen steril

zusammengefigt und die Lé6sung anschlieRend bei Raumtemperatur aufbewahrt.
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2% Pepton-Losung (w/v):

Pepton 10g
ddH20 auffullen auf 500mL
Die oben angegebene Menge Pepton wurde eingewogen und anschlielfend auf ca.

400mL mit destilliertem Wasser aufgefullt. AnschlielRend wurde der pH-Wert auf 7,0
mit KOH eingestellt und die Losung auf 500mL aufgefillt. Nach dem Autoklavieren

wurde die Pepton-Losung bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Saboraud-Agar(-Platten):

FUr Sabouraud Agar Platten wurde 2% Pepton (w/v) mit erwarmtem 2xSaboraud

Agar (8% (w/v) Glucose, 4% (w/v) Bacto-Agar) im 1:1 Verhaltnis gemischt.

6.4.1.2 Anzucht und Ernte von Sporen

Pilzsporen wurden bei 4°C geldst in sterilem ddH20 im Kihlschrank aufbewahrt. Zur
Anzucht neuer Sporen wurden sterile Zellkulturflaschen verwendet (75 cm?). Diese
wurden mit 50mL AMM-Agar gefullt, anschlieRend wurden sterile Glasperlen mit einem
Durchmesser von 4mm zur Verteilung der Sporen hinzugegeben. Bei Bedarf wurde
dem AMM-Agar flr die Selektion von Sporen mit z.B. GFP-Plasmiden oder Doxycyclin

fur konditionelle Promotoren ein Zusatzstoff hinzugefugt.

Zur Anzucht neuer Sporen konnten Sporen aus bereits vorhandenen
Sporensuspensionen (,Sporenstock®) in einem Volumen von ca. 30yl in die
Zellkulturflasche Uberfuhrt und anschlieend durch Schutteln auf dem Agar verteilt
werden. Alternativ konnten Sporen von Ausstrichplatten mit Hilfe einer sterilen Impfose
in sterilem ddH20 geldst werden, woraufhin anschlieBRend die entstandene

Sporensuspension anschlielend in die Zellkulturflasche gegeben wurde.

Anschlieflend wurden die Zellkulturflaschen fur 2-3 Tage bei 37°C inkubiert, abhangig

von der Wachstumsgeschwindigkeit des jeweiligen Pilzstamms.

Fir die Sporenernte des entstandenen Pilzmycels wurden ca. 10ml steriles ddH20 in
die Zellkulturflasche gegeben. Durch leichtes Schitteln der Flasche mit den Glasperlen
|6sten sich die Sporen zusammen mit Teilen des Mycels und Agars. Deshalb wurde
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die Lésung anschlieRend mithilfe eines sterilen Miracloth-Filter in ein 50ml Falcon-
Probengefal} filtriert. Die verwendeten Filter bestanden aus einem Trichter, der mit

Miracloth-Papier ausgelegt war und vor der Benutzung autoklaviert wurde.

Die so gewonnene Sporenlosung (,Sporenstock®) wurde bei 4°C im Kuhlschrank
aufbewahrt. Bei dieser Lagerung waren Sporen Uber einen sehr langen Zeitraum
haltbar, allerdings wurden sie aufgrund der mit der Zeit abnehmenden
Auskeimungsgeschwindigkeit und -rate nur fur ca. 2-3 Wochen fur Experimente

genutzt.

6.4.1.3 Anzucht und Ernte von Pilzmyzel

FUr die Anzucht von Pilzmycel wurden Sporen aus einer Sporensuspension in ein
Flissigmedium gegeben und anschlielRend aerob bei 37°C und 180rpm inkubiert. Nach
der gewunschten Zeit wurde das Myzel abgeerntet, abhangig von der weiteren Nutzung
des Myzels (z.B. Transformation, Extraktion chromosomaler DNA). Hierflr wurde das
gesamte Flussigmedium mit dem darin befindlichen Mycel Uber Miracloth-Filter filtriert

und das Mycel vom Filterpapier in neue Probengefal3e Uberfuhrt.

6.4.1.4 Bestimmung der Sporenzahl

Die Sporenzahl einer Suspension wurde mit Hilfe ihrer optischen Dichte bei 600nm
(ODe00) ermittelt. Das Messgerat wurde mit ddH20 geeicht und anschlief3end je nach
Trubung der Sporenlosung eine 1:10 oder 1:20 Verdunnung erstellt und die OD dieser
Verdlinnung gemessen. Der gemessene OD-Wert sollte sich zwischen 0,2 und 0,4
befinden, da nur hier ein linearer Messbereich anzunehmen ist'. Die Sporenzahl wurde

mit folgender Formel berechnet:

Konidienzahl pro ml = gemessene 0Dg, x Verdimnung x 2,24 x 107

! Diese Erkenntnis stammt aus arbeitsgruppeninternen Vorversuchen, in denen die hier angewandte OD-
Messungsmethode mit der klassischen Zytometer-Methode korreliert wurde
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6.4.1.5 Erstellung einer Verdiinnungsreihe

Um in einem Experiment eine genau definierte Anzahl von Sporen einsetzten zu
kdnnen, wurden Verdlnnungsreihen der Sporensuspensionen von 5x107 Sporen/ml
bis 5x102 Sporen/ml hergestellt.

Eine 5x107 Sporen/ml Verdiinnung wurde aus dem Sporenstock generiert, indem
berechnet wurde, wieviel der Sporensuspension des Sporenstocks mit ddH20 verdinnt

werden muss um auf 1mL eine Lésung mit 5x107 Sporen/ml zu erhalten.

1000uL x 5x107
Konzentration der Stammlésung (n x 5x107)

x uL des Sporenstocks =

Die Verdunnung wurde uberpruft indem erneut die ODeoo bestimmt wurde. Hierzu
wurde eine 1:10 Verdlnnung des 5x107 hergestellt. Die OD dieser Verdiinnung sollte
0,21 betragen’. Falls dies nicht der Fall war, wurde die 5x107 nochmals verdinnt mit
ddH20 bzw. die Sporenzahl durch Zugabe aus dem Sporenstock erhoht. Dies wurde

wiederholt bis eine ODesoo von 0,21 erreicht war.
6.4.2 Escherichia Coli

6.4.2.1 Medien
Lysogeny Broth (LB)-Medium
1% Trypton (w/v), 0,5% Hefeextrakt (w/v) und 1% NaCl (w/v) wurden in 1L destilliertem

Wasser geldst und anschlielRend autoklaviert.

Fir LB-Agar wurde der LOsung 2% Bacto-Agar (w/v) vor dem Autoklavieren
hinzugeflgt.
Far die Selektionierung von transformierten E. coli wurde dem LB-Agar vor dem giel3en

Ampicillin (Stock 100mg ml") in einer Endkonzentration von 100 ug ml-' hinzugeflgt.

SOB(Super Optimal Broth)-Medium
20g Tryptone, 5g Hefeextrakt und 0,5g NaCl wurden in 950mL destilliertem Wasser

geldst und dann 10mL 250mM KCI hinzugefugt. Anschlielend wurde der pH-Wert mit
NaOH auf 7,0 eingestellt, die Losung auf 1L aufgeflillt und autoklaviert.
Vor der Benutzung wurden 5ml steriles 2M MgClz pro Liter hinzugefugt.
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6.4.2.2 Anzucht und Ernte

Fur die Anzucht von E. coli wurde die gewunschte Menge LB-Medium in einen
Erlenmeyerkolben gefullt und je nachdem mit Ampicillin Endkonzentration 100ug ml-1
versetzt. Anschlieliend wurden die Bakterien mittels einer sterilen Pipettenspitze oder
einer abgeflammten Impfése hinzugefigt. Danach wurde der Erlenmeyerkolben bei
37°C und 180rpm Uber Nacht inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Bakterien je

nach Weiterverarbeitung geerntet.
6.5 Molekularbiologische Methoden

6.5.1 Isolierung genomischer DNA
Die Isolation genomischer DNA aus Aspergillus fumigatus erfolgte mit Hilfe des
MasterPureTM Yeast DNA Purification Kits (Epicentre Biotechnologies, Madison USA).

Hierzu wurde entweder wie in 6.4.1.3 beschrieben A. fumigatus in Flissigmedium

angezogen oder direkt von der Platte genommen mit Hilfe einer sterilen Pinzette.

Das Mycel wurde in ein steriles Sammelgefald (2ml) mit Schraubverschluss gegeben,
welches bereits mit 250uL —Lyse-Losung, einer Holzkugel und Quarzsand vorgeladen
war. Anschlie3end wurde das Sammelgefal® mittels Vortexgerat geschuttelt flr 40s bei
6000rpm und dann 30min inkubiert bei 65°C.

Danach wurde 125uL Protein-Prazipitationslosung hinzugefigt und die Rohrchen
10min bei 10 000rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand in ein 1,5mL
Eppendorfgefald Gberfihrt und die DNA mittels 500uL 99% Isopropanol gefallt. Die
gefallte DNA wurde bei 4°C und 15 000 rpm 15min abzentrifugiert, anschliefend der
Uberstand abgenommen (ohne das DNA-Pellet zu zerstéren) und 500uL 70% Ethanol
hinzugeflgt. Danach wurde erneut 15min bei 4°C und 15 000 rpm zentrifugiert, der
Uberstand abgenommen und das Pellet bei 55°C getrocknet. Das getrocknete Pellet

wurde in 100pL ddH20 geldst und zur Aufbewahrung eingefroren.

6.5.2 Bestimmung der DNA-Konzentration
Die DNA-Konzentration wurde mit Hilfe eines NanoDrop bestimmt. Dazu wurde die
DNA gegen eine Leerprobe mit ddH20 gemessen. Um die Reinheit der DNA

festzustellen wurde das Verhaltnis der ermittelten OD bei 260nm und 280nm
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betrachtet. Ein Verhaltnis von 260nm zu 280nm von 1,8 bis 2,0 zeigte eine proteinfreie
DNA-Probe.

6.5.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur Ampilifikation von DNA-Abschnitten wurde die Polymerasekettenreaktion (PCR)
benutzt. Die Primer, kurze Oligonukleotide die am Start und komplementar am Ende
des zu amplifizierenden Bereichs binden, wurden bei der Firma Metabion (Munchen)
bestellt.

Als Template wurde genomische DNA von Aspergillus fumigatus oder E. coli genutzt.
Benutzte Polymerasen waren die Taqg-Polymerase oder die Pfu-Polymerase. Die Pfu-
Polymerase besitzt eine 3' — 5'-Exonukleaseaktivitat und damit eine proof reading-
Funktion, wodurch eine geringere Fehlerrate erreicht wird. Aus diesem Grund wurde
die Pfu-Polymerase fur Klonierungen benutzt, die Tag-Polymerase fur Kontroll-PCRs

oder nicht kodierende Genbereiche.

PCR-Zusammensetzung Taqg-Polymerase

10xDream Taq Buffer 5uL

genomische DNA (Template) 1uL

dNTPs 1uL

Primer vorwarts 0,5uL

Primer riickwarts 0,5uL

ddH20 41,75uL

Taqg-Polymerase 0,25uL

Komplett 50uL
PCR-Zusammensetzung Pfu-Polymerase

10xPfu Buffer 5uL

genomische DNA (Template) 1uL

dNTPs 1uL

Primer vorwarts 0,5uL

Primer rickwarts 0,5uL

ddH20 41,3uL

Pfu-Polymerase 0,7uL

Komplett 50pL
PCR-Programm

(1) Initiale Denaturierung 95°C 2min

(2) Denaturierung 95°C 30s

(3) Anlagerung der Primer Temperatur abhangig vom 30s

(4) Verlangerung
(5) Finale Verlangerung

(6)Abkiihlung

Primern
72°C

72°C

4°C

je nach Lange des PCR-
Fragments

ca. das Doppelte der
Verlangerungszeit
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Die Temperatur fir die Anlagerung der Primer lag ca. 2-3 Grad unter der errechneten
Schmelztemperatur. Die Verlangerungszeit orientierte sich an der Lange des
gewunschten PCR-Fragments. Die Amplifikationsrate betragt ca. 1000bp/min fur Tagq,
ca. 500bp/min far Pfu.

6.5.4 PCR-Aufreinigung

Zur Aufreinigung von PCR Ansatzen wurden das WizardTM SV Gel and PCR Clean-
Up System (Promega, Madison, USA) und das PrepEaseTM Gel Extraction Kit
(Affymetrix, USB Corporation, Cleveland, USA) genutzt. Beide wurden nach Anleitung
des Herstellers eingesetzt. Die Aufreinigung wurde mittels einer Agarose-

Gelelektrophorese Uberpruft.

6.5.5 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Kontrolle der amplifizierten DNA-Fragmente wurden zunachst 1% Agarose (w/v) in
TRIS-Essigsaure-EDTA-Puffer (TAE-Puffer) geldst, aufgekocht und in ein Gel mit
Taschen gegossen. In diese Taschen wurde die DNA zusammen mit Ladepuffer
geladen und dann in einer Kammer geflllt mit 1XTAE-Puffer und eine Spannung
angelegt zwischen 100 und 120V. Mit den Proben zusammen wurde ein 1kB-
GroRRenstandard als Referenz geladen.

Nach der Gelelektrophorese wurde das Gel in einem Ethidiumbromid-Bad fur ca. 20min
gefarbt, anschlieBend kurz in 1XTAE Puffer gewaschen und dann mittels eines
Geldokumentationsgerats ausgewertet. Ethidiumbromid interkaliert in DNA und erhdht
so die Emissionsfahigkeit der DNA. Mittels UV-Licht (240nm) wird die DNA angeregt
und die DNA-Banden sichtbar gemacht.

50xfach konzentrierter TAE-Puffer

Fir den Puffer wurden 242g TRIS (2M) eingewogen, 100ml 0,5M EDTA-L&sung
(pH=8.0) und 57,1 mL Essigsaure (100%) hinzugefligt. Anschlielend wurde alles auf
1L mit ddH20 aufgefullt.

6xfach konzentrierter Ladepuffer fur DNA-Elektrophorese

Der Ladepuffer wurde hergestellt aus 30 % Glycerol, 0,25 % Bromphenolblau und
1XTAE-Puffer.
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6.5.6 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Die mittels Ethidiumbromid sichtbar gemachten DNA-Banden im Agarosegel konnten
auch, falls gewunscht, aus dem Gel ausgeschnitten werden und anschlieRend mit dem
das WizardTM SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, USA) oder
dem PrepEaseTM Gel Extraction Kit (Affymetrix, USB Corporation, Cleveland, USA)

extrahiert werden. Beide wurden nach der Anleitung des Herstellers eingesetzt.

6.5.7 Herstellung chemisch kompetenter E. Coli

Fir die Herstellung chemisch kompetenter Zellen wurden E. coli aus dem -80°C Stock
auf einer LB-Agarplatte ausgestrichen und uber Nacht bei 37°C inkubiert. Am nachsten
Tag wurden 50 mL SOB-Medium mit einer Einzelkolonie angeimpft und tber Nacht bei
37°C und 180 rpm inkubiert. Am nachsten Morgen wurden 500 mL SOB-Medium auf
eine ODsoo von 0,1 mit der Ubernachtkultur angeimpft. Die Kultur wurde bei
Raumtemperatur und 180 rpm inkubiert, bis sie eine ODsoo von 0,6 erreicht hatte (ca.
4h). Dann wurde die Kultur in 50 ml Falcon-Probengefalie Uberfuhrt und fur 10 min auf
Eis gestellt. AnschlieRend wurden die Bakterien bei 2500 x g und 4°C flr 15 min
zentrifugiert.

Der Uberstand wurde verworfen und jedes Pellet in 10 mL TB-Puffer resuspendiert und
wieder 10min auf Eis inkubiert. Anschlie3end wurden die Zellen erneut abzentrifugiert
fir 15min bei 2500 x g und 4°C. Wahrend der Zentrifugation wurden 18,6 mL kalter TB-
Puffer mit 1,4 mL DMSO (7%) gemischt. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand
verworfen und die Pellets in 5 mL des kalten TB-DMSO Puffers resuspendiert. Die
Suspension wurde erneut 10min auf Eis inkubiert und dann in 200 yL Aliquots in 1,5
mL Eppendorf-GefaRe Uberfuhrt und in flissigem Stickstoff Schock gefroren. Die
aliquotierten kompetenten Zellen wurden -80°C aufbewahrt.

1L TB-Puffer
TB Puffer wurde jedes Mal frisch zubereitet, wenn erneut kompetente Zellen hergestellt
wurden.

10 mM Pipes Na-Salz 3,359

15mM CaCl, 2,29
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250mM KCI 18,649
55mM MnCl, 10,99

PIPES, CaCl2 und KCI wurden in ca. 800 mL destillietem Wasser gelost und
anschlielend der pH auf 6,7 eingestellt. Danach wurde das MnClz hinzugefugt und das
Volumen auf 1 Liter mit destilliertem Wasser aufgefullt. Anschliel3iend wurde der Puffer

steril filtriert und im Kihlschrank kihl gestellt.

6.5.8 Transformation in E. Coli

Chemisch kompetente DH5a E. coli Bakterien wurden dazu benutzt Plasmide zu
vervielfaltigen. Dazu wurden E. coli auf Eis gelegt und dort von -80°C aufgetaut.
Anschlieend wurde Plasmid-DNA (1uL) oder ein Ligationsansatz (10uL)
hinzugegeben. AnschlieRend wurden sie 30min auf Eis inkubiert und 90s einem
Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt. Dann wurde nach einem Abkuhlschritt fir 2min auf
Eis 1ml LB-Medium hinzugefugt und fur 1h bei 37°C und 600rpm inkubiert. Die
gewachsenen E. coli wurden 2min bei 13000 rpm abzentrifugiert. Dann wurde ca.
800uL an Uberstand abgenommen und die Bakterien in den restlichen 400uL

resuspendiert.

Anschlieltend wurden die E. coli im Falle eines zuvor ligierten Plasmids auf eine LB-
Agarplatte mit Ampicillin ausplattiert, im Falle eines bereits vorhandenen Plasmids in
60ml LB-Medium mit Ampicillin inkubiert.

6.5.9 Plasmidisolation

6.5.9.1 Miniprep

Zur Uberpriifung von Plasmidklonierungen wurde aus den Transformanten DNA
isoliert. FUr die Isolation von geringen Plasmid DNA Mengen (ca. 1-7ug) wurde das
PureYieldTM MiniPrep Kit von Promega genutzt.

Jeder gewachsene Klon der Transformations-Agarplatte wurden zum einen auf einer
LB-Agarplatte mit 100ug/ml Ampicillin ausgestrichen und zum anderen 3 ml LB-
Medium mit 100ug/ml Ampicillin angeimpft. Die LB-Ampicillin-Agarplatte wurde bei
37°C und das LB-Medium bei 37°C und 180rpm Uber Nacht inkubiert.
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Am nachsten Tag wurde die LB-Ampicillin-Agarplattte aus dem Inkubator genommen
und zum Stoppen weiteren Wachstums weiter im Kihlschrank aufbewahrt. Aus den in
10mL Falcons angezogenen Bakterienkulturen wurde mittels des PureYieldTM

Plasmid Miniprep Kits das Plasmid nach Einleitung des Herstellers isoliert.

6.5.9.2 Midiprep

Um groRere Mengen bereits bestatigter, korrekt klonierter Plasmide zu erhalten, wurde
das Plasmid erneut in kompetente E. coli transfomiert (siehe 6.5.8) und anschlie3end
60ml LBAmp-Flissigmedium mit den resuspendierten E. coli angeimpft. Am nachsten
Morgen wurde das Plasmid mit dem PureYieldTM Plasmid Midiprep Kit nach Anleitung

des Herstellers isoliert.

6.5.10 Durchfiihrung einer Colony-PCR

Ein ungenaueres, aber schnelleres Verfahren zur Uberprifung von
Plasmidklonierungen aus transformierten E. coli ist die Methode der Colony-PCR.
Hierbei wurde mittels einer Impfose Teile der gewachsenen Kolonien (daher der Name)
der Transformations-Agarplatte direkt in vorbereitete Eppis als DNA-template fur die

Durchfihrung einer Bestatigungs-PCR des jeweiligen Konstrukts gegeben.

Diese PCRs liefern erfahrungsgemaf als Nachteil viele unspezifische Nebenprodukte
in Form von falschen Banden, kann aber als Orientierung direkt am nachsten Tag nach
einer Transformation in E. coli hilfreich sein. Die Zeitersparnis ist dabei ein voller Tag,
da keine Miniprep (siehe dort) durchgefihrt werden muss, welche eine
Inkubationsschritt Uber Nacht beinhaltet. Liefert eine Colony-PCR eindeutige

Ergebnisse, kann direkt zur Midiprep (siehe dort) Ubergegangen werden.

6.6 Herstellung von genetisch veranderten Pilzstammen

Es wurde bereits publiziert'’4, wie gezielte genetische Mutation mittels Transformation
in A. fumigatus durch die Ausschaltung der nicht-homologen End-zu-End-Verbindung
(engl. non-homologue end-joining) erheblich erleichtert werden kann. Von dieser
Arbeitsgruppe wurde der Stamm AfS35 als Wildtyp-analog verwendet, welcher
ursprunglich auf den Wildtypstamm D141 zurickgeht. AfS35 ist eine Deletionsmutante
fur das Gen akuA. AkuA bildet mit akuB ein Heterodimer, welches flr das non-

homologue end-joining benétigt wird. Durch den Verlust dieses Gens ist der Stamm
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AfS35 nur noch iber homologe Rekombination in der Lage, Fremd-DNA in sein Genom

Zu integrieren.

6.6.1 Herstellung von Staimmen mit mitochondrialem GFP

Fir die meisten mikroskopischen Untersuchungen dieser Arbeit kamen auf die gleiche
Weise genetisch veranderte Stamme zum Einsatz, bei denen unter Verwendung von
GFP (Green fluorescent protein) die mitochondriale Morphologie und Dynamik sichtbar
gemacht wurde. Hierzu wurde der Wildtypstamm AfS35 sowie die in den
entsprechenden Kapiteln genannten genetischen Mutanten mit dem Plasmid pCH005
wie in 6.6.6 beschrieben transformiert. Im Plasmid pCHO005 ist ein N-terminales
mitochondriales Zielsignal enthalten sowie ein Abschnitt, der fur die ersten 59
Aminosauren des Proteins Citratsynthase von Aspergillus niger fusioniert mit dem
GFP-Analog sGFP kodiert®. Als Promoter ist im Konstrukt der konstitutiv aktive

Aspergillus nidulans Promoter gpdA enthalten®4.

6.6.2 Herstellung von Stammen mit cytosolischem GFP
Der in 7.1.3 verwendete Stamm mit cytosolischem GFP entstand durch
Transformation (siehe 6.6.6) des Plasmids pJW103 in den Wildtypstamm AfS35. Das

backbone
(bb)

}

C ptrA 5 [OA] his2A®) j

Promoter-
Region

pJW 649

Abbildung 3: Karte des Komplementationsvektors flir Arho2 pJW649. Der Vektor enthalt neben dem
Gen rho2 einen endogenen Promoterbereich (1000bp des 5‘-UTR), eine als terminierenden Bereich
und zur moglichen homologen Rekombination dienende Sequenz his2A(t) sowie eine
Resistenzkassette flir Pyrithiamin (ptrA). Im fiir die Transformation in A. fumigatus unerheblich
»,Ruckgrat” (engl. backbone) des Plasmids ist unter anderem eine Ampicillin-Resistenzkassette
enthalten.
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Konstrukt enthalt das GFP-Analogon sGFP, als Promoter kommt der konstitutiv aktive

Aspergillus nidulans Promoter gpdA zum Einsatz*.

6.6.3 Herstellung neuer Klone der Arho2+rho2
Komplementationsmutante
FUr die Herstellung neuer Klone von Arho2 + rho2 wurde der bereits vorhandene Vektor

pJW649, der in vorausgegangenen Arbeiten bereits fur die Komplementation von
Arho2 verwendet wurde'? erneut in AfS35 transfomiert wie in 6.6.6 beschrieben. Der
Vektor enthalt neben dem Gen rho2 einen endogenen Promoterbereich (1000bp des
5-UTR), eine als terminierenden Bereich und zur moglichen homologen
Rekombination dienende Sequenz his2A(t) sowie eine Resistenzkassette fur

Pyrithiamin (ptrA).

Zur Uberpriifung der Richtigkeit der Klone sowie fiir die in 7.3.4 beschriebene

Integrationsanalyse via PCR wurden die in Tabelle 1 verwendeten Primer verwendet.

Tabelle 1 Fiir die Erstellung neuer Klone von Arho2 + rho2 verwendete Primer

PCR # Primer- BasenSequenz G/C-Anteil  Fragmentgrd
(siehe Name und Re
Abbildun Annealing-
9) Temperatur
1 Rho2- CCTGTCAATGTCCGTTCT  20/11-59°C  2316bp
3G1034 GC
0 5-
CAST
#2
seq- CAGATGCCCACTAAGCTT  20/11-59°C
his2A(t)- GG
rev
2 His2a f GTCTTTCGGAGACGATGG 19/11 5214bp
wd G 59°C
ptrA-3- GTCCCGTATGTAACGGTG 19/11-
fwd G 59°C
3 ptrA-5- CGTTACCAATGGGATCCC 19/11-59°C 2042bp
rev G
seq- CAGATGCCCACTAAGCTT  20/11-59°C
his2A(t)- GG
rev
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4 ptrA-3- GTCCCGTATGTAACGGTG 19/11- 6020bp
fwd G 59°C
Rho2- TGGCCTGAGTGGCC 21/10-
3G1034 ATGGCTCAACAACAGAAT 58°C
0-3- GAC
fwdneu

6.6.4 Herstellung der Arho2+rho2.q443 Komplementationsmutante
Zur Herstellung der Arho2+rhoZ2add3 Komplementationsmutante mit erganztem 3‘-UTR-

Bereich wurde ein neues Plasmid konstruiert und in E. coli transformiert.

Zunachst wurde dabei das als Grundstock fungierende Plasmid pSK379 (enthalt die
notwendige Pyrithiamin-Resistenzkassette) durch das Restriktionsenzym Sma | bei
30°C Uber Nacht verdaut und danach mittels Agarosegel aufgereinigt und

ausgeschnitten. Die zu erwartende Bandengrof3e war 5,5kbp.

Ansatz Enzymverdau | von pSK379

Smal | 1,5ul
ddH20 25,54l
pSK379 18ul
10x Puffer 5ul

Im Anschluss folgte direkt ein weiterer Enzymverdau des verdauten Plasmids durch
Not | bei 37°C Uber Nacht.

Ansatz Enzymverdau Il von pSK379

Not | 1,50l
verdauter Vektor psK379 52,5l
10x Puffer 6l

Zur Herstellung von blunt ends beim durch Not | verdauten Vektor erfolgte ein
Inkubationsschritt mittels T4 DNA Polymerase zunachst 30 Minuten bei 11°C, danach

zur Inaktivierung 10 Minuten bei 75°C.

Ansatz blunt ending von verdautem pSK379

verdauter Vektor psK379 60ul
dNTPs 10mM 0,6ul
T4 DNA Polymerase 0,6l
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Um den weiter unten folgenden Ligationsschritt zu ermoglichen, erfolgte
anschlieend ein Dephosphorylierungsschritt mittels dem Enzym Fast AP zunachst
10 Minuten bei 37°C, danach zur Inaktivierung 5 Minuten bei 75°C.

Ansatz Dephosphorylierung von verdautem pSK379

verdauter Vektor psK379 61,2ul
Fast AP 1l

Nun wurde das entstandene Konstrukt Uber ein Agarosegel aufgereinigt und
ausgeschnitten. Die gesuchte Fragmentgréf3e war dabei 4,9kbp. Der geschnittene

Vektor pSK379 war nun bereit zur Ligation.

Als zweites Fragment wurde das Gen rho2 mit an den ORF angrenzenden 1126bp
grolen 5-UTR (Promotorbereich) sowie als Neuerung zu pJW649 auch mit einem
1009bp grofRen angrenzenden 3'UTR (im Folgenden rho2add3: genannt) mittels PCR

amplifiziert. Hierflr wurde zuvor genomische DNA aus AfS35 isoliert.

Tabelle 2 Verwendete Primer bei der Amplifikation des PCR-Fragments (insert)

Primer- BasenSequenz Schnittstelle G/C-Anteil  Fragmentgroe
Name und
Annealing-
Temperatur
Rho2- CCTGTCAATGTCCGTTCTGC 20/1159°C  3126bp
3G10340
5-
CAST#2
Rho2- TTGCGGCCGCCAGCGCTGAT Not | 29/19-
3G10340- CCGCTACTT 73°C
3'UTRre2

Anschlielend wurde das PCR-Fragment zur Blunt-end Ligation mit dem Enzym
Phosphonukleasekinase 160 Minuten bei 37°C phosphoryliert und anschliel3end bei
75°C fur 10 Minuten inaktiviert.

Ansatz Phosphorylierung des PCR-Fragments

PCR-Fragment 32pl
DNA-Ligase-Puffer 4ul
ATP 100nM 2ul
Phosphonukleasekinase 2l
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Nun erfolgte die Ligation von verdautem Vektor und PCR-Fragment (blunt-end) mit
der T4-DNA Ligase bei 16°C Uber Nacht. AnschlielRend wurde das ligierte Konstrukt

uber ein Agarosegel aufgereinigt und ausgeschnitten.

Ansatz Ligation

verdauter Vektor pSK379 1,7ul
PCR-Fragment 7yl
T4-DNA Ligase Puffer 0,3ul
ATP 100mM 5ul
T-DNA Ligase 1 ul

Jetzt wurde der ligierte Vektor in E. coli transformiert wie im entsprechenden Kapitel
beschrieben. Danach wurden die auf Ampicillin-Agar angewachsenen Klone direkt
mittels Colony-PCR orientierend auf Richtigkeit Gberpruft (siehe auch 6.5.10). Die zu
erwartenden Fragmentgrofien waren 2177bp fur den orthograden Einbau in das

Plasmid bzw. 1071bp flr den retrograden Einbau.

Ansatz Colony-PCR

ddH20 18,65ul
5x Puffer GoTaq green 5ul
Primer 0,6ul
dNTPs 0,5ul
GoTaq 0,25ul

Tabelle 3 Verwendete Primer der Colony-PCR zur orientierenden Testung der Klone nach
Transformation in E. coli

Primer- BasenSequenz Schnittstelle G/C-Anteil  Fragmentgrofie
Name und
Annealing-
Temperatur
ptrA-5-rev. CGTTACCAATGGGATCCCG 19/11-59°C  2177bp
Rho2- TCATAGCACGATGCAACATG 21/9-55°C
3G10340-
rev
ptrA-5-rev. CGTTACCAATGGGATCCCG 19/11- 1071bp
59°C
Rho2- GGGCCATCTAGGCC 22/10-
3G10340- ATCCGATAGTAATACGACCTC 58°C
3-fwd

Nach Identifikation zweier richtiger Klone erfolgte die Plasmidisolation mittels

Midiprep (siehe 6.5.9.2) und anschlieRend die Einsendung zur Sequenzierung (Firma
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GATC, Martinsried). Nach Uberpriifung der Sequenzierdaten erfolgte die
Transformation in den A. fumigatus Stamm Arho2#7 wie in 6.6.7 beschrieben.
Abbildung 4 zeigt den erfolgreich klonierten Vektor pDR003. Fur die in 7.4.3
beschriebene Analyse der Integrationsanzahl via PCR wurden die Primer in Tabelle 4

verwendet..

backbone
(bb)

}
[m 3' | ptrA-cassette J

Promoter-  hinzugeflgte
Region 3’ -Region

pDR 003

Abbildung 4 Karte des neu konstruierten Vektors pDR0O03. Der Vektor enthéalt im Unterschied zum
bisherigen Komplementationsvektor flir Arho2 den hier griin markierten 3‘-Bereich, es wurde also
nach dem ORF von rho2 1009bp des 3‘-UTR erganzt. Entfernt wurde dabei der Bereich his2A(t), da
der erganzte 3-UTR als terminierender Bereich dient und die entstandene Sequenz 5°-rho2-3‘ mit
3126bp eine gute Lange zur homologen Rekombination aufweist. Im fur die Transformation in A.
fumigatus unerheblich ,Rlckgrat” (engl. backbone) des Plasmids ist unter anderem eine Ampicillin-
Resistenzkassette enthalten.

Tabelle 4 Fur die Erstellung der Komplementante Arho2 + rho2aq443: verwendete Primer

PCR # Primer-  BasenSequenz G/C-Anteil  Fragmentgro
(siehe Name und Re
Abbildun Annealing-
9) Temperatur
1 ptrA-5- CGTTACCAATGGGATCCC 19/11-59°C  3959bp
rev G
Rho2- GGAGCAAACAAGATCGTC 21/11-60°C
3G1034 GAG
0-
5'UTRfw
d
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2 Rho2- GAACCACGACCACTTCGC 18/11 4429bp
3G1034 58,2°C
0-
3'UTRre
X

Ampicilli  GTCAGAAGTAAGTTGGCC 32/19
n-rev- GCAGTGTTATCACTCATG 73°C

Primer G
(usb)
3 ptrA-5- CGTTACCAATGGGATCCC 19/11-59°C  2051bp
rev G
Rho2- TGGCCTGAGTGGCC 21/10-
3G1034 ATGGCTCAACAACAGAAT 58°C
0-3- GAC
fwdneu
4 Rho2- CCTGTCAACGACGAGCAT 20/11- 3241bp
3G1034 TC 59°C
0-3-
revneu

Ampicilli GTCAGAAGTAAGTTGGCC 32/19
n-rev- GCAGTGTTATCACTCATG 73°C
Primer GG

(usb)

6.6.5 Klonierung von Kassetten fur konditionelle Mutanten

In AfS35 wurden die Promotoren von rho2 durch einen Doxycyclin-induzierbaren
Promoter ersetzt. Dies erfolgte durch den Einbau von konstruierten Kassetten Uber
homologe Rekombination. Das Verfahren wurde in unserer Arbeitsgruppe durch
Vorarbeiten etabliert, welche auch publiziert wurden'>.

Hierflr wurden die Bereiche des 5-UTR sowie des Startbereichs von rho2 (beginnend
mit ATG) aus isoliertem Genom von AfS35 mittels PCR amplifiziert. Fur den
Startbereich des Gens (kodierender Bereich) wurde aufgrund einer geringeren
Fehlerrate die Pfu-Polymerase genutzt, fur alle anderen PCRs die Tag-Polymerase.
Wie in Abbildung 5 B zu sehen wurden durch zwei der Primer am 3-Ende des 5-UTR
sowie am 5‘-Ende des Startbereichs Schnittstellen flir das Restriktionsenzym Sfil

eingeflgt, um eine Ligation der Kassettenbestandteile zu ermdglichen.
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Mittels Agarose-Gel wurden die PCRs auf die richtige FragmentgroRe Uberprift und
aufgereinigt. Dann erfolgte der Enzymverdau der einzelnen Fragmente mittels Sfl1

uber Nacht bei 50°C und anschlie3end eine erneute Aufreinigung.

Ansatz Enzymverdau der PCR-Fragmente

Sfil 2ul
ddH20 25ul
PCR-Produkt (5’-UTR bzw Startbereich) 18ul
10x Puffer S5ul

AnschlielRend wurde der Vektor JW 128 mittels Midiprep multipliziert und aufgereinigt.
Dieser Vektor enthalt die verwendete Kassette mit dem konditionellen Promoter oliCteton
sowie einer Kassette fur Pyrithiamin-Resistenz (ptrA). Es erfolgte der Verdau von
PJW128 Gber Nacht mit Sfil bei 50°C. Der verdaute Vektor wurde auf ein Agarose-Gel
aufgetragen und nach der Auftrennung (erwartetes Fragment: 4110bp) ausgeschnitten

und aufgereinigt.

Ansatz Enzymverdau von pJW128

Sfil 2ul
ddH0O 25ul
Vektor pJW128 18ul
10x Puffer 5ul

Nun erfolgte die Ligierung der PCR-Fragmente an die TetOn — Pyrithiamin —
Resistenzkassette mittels T4-DNA-Ligase Uber Nacht bei 16°C. Nach Aufreinigung und
Ausschneiden des Ligationsprodukts aus einem Agarose-Gel wurde die erstellte

Kassette zur Transformation im Aspergillus fumigatus Stamm AfS35 genutzt.

Ansatz Ligation

PCR-Fragment 1 (5’-Promoterbereich) 24l
PCR-Fragment (Startbereich) 24l
TetOn-Kassette 67yl
ATP 1ul
T4-DNA-Ligase 3ul
ddH20 7
10x Puffer 14l

Tabelle 5: Fir die Erstellung der rho2-teton-Mutante verwendete Primer

Primer- BasenSequenz Schnittstelle G/C-Anteil

Name und
Annealing-
Temperatur
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Rho2- TTGCGGCCGC 20/11-59°C
3G10340- GCTCTGTCTATCGTCCAGTC

5'UTRfwd

Rho2- CGGGCCATCTAGGCC Sfi1(b) 21/10-
3G10340- GAGTGTGGAAGAAATTCGACC 58°C
5-revneu

Rho2- T GGCCTGAGTGGCC Sfi1(anti-a)  21/10-
3G10340- ATGGCTCAACAACAGAATGAC 59°C
3-fwdneu

Rho2- CCTGTCAACG ACGAGCATTC 20/11-
3G10340- 59°C
3-revneu

6.6.6 Herstellung der konditionellen rho2:ton Mutante

Nach Transformation des in Abbildung 5 wund Abbildung 6 gezeigten
Kassettenkonstruktes in den Aspergillus fumigatus Stamm AfS35 wurde die korrekte
Integration mittels PCR Uberprift. Dabei wurde zunachst das Genom der beiden flr die
Arbeit verwendeten Mutanten rho2eton#4 und #6 wie im Material- und Methodenteil
beschrieben isoliert und anschlieRend zwei PCRs zur Kontrolle auf das Vorhandensein
der Pyrithiamin-Resistenzkassette (PCR 1) bzw. des tetOn-Promoters an der korrekten
Stelle vor rho2 (PCR 2) durchgefihrt (siehe Abbildung 6). Die beiden verwendeten

Klone erwiesen sich dabei als korrekt.

Tabelle 6 Verwendete Primer zur PCR-basierten Bestatigung der konditionellen rho2:st, Mutanten

PCR # Primer- BasenSequenz G/C-Anteil  FragmentgroRe
(siehe Name und
Abbildung) Annealing-
Temperatur
1 Rho2- TACCGGACTGGCCGAAGC 18/11-61°C  917bp
3G10340-
5-cast
ptrA-3- GTCCCGTATGTAACGGTGG 19/11-59°C
fwd
2 tetOn- CACCATGTCTAGACTGGACAAG 22/11-60°C  3431bp
rtTA-fwd
Rho2- CGAGACAGCTCGAGCTGC 18/12-61°C
3G10340-
3-cast
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A
5 flankierender Bereich N AN 3‘flankierender Bereich
rhe2 N I <
Promoter-Region
B
rho2
5‘flankierender Bereich Promoter-Region 3' flankierender Bereich
A
H ptrA-Kassette H |
MTA2S -
T M2
Sfil
rho2
promotor gpdA
region promoter tcgrA Sfil
C
PCR1 (1.1kb) PCR2 (3.6kb)
| d pirA-Kassetie H |
5 flankierender Bereich MTA2S - teto- 3* flankierender Bereich
T T M2 Pmin
rho2 olic
Promoter- gpdA
Region promoter tcgrA

Abbildung 5: Ubersicht iiber die wesentlichen Schritte und genetische Komponenten bei der Erstellung
der konditionellen Mutante rho20liCieton. (A) zeigt die Ansatzpunkte der in Tabelle 5 aufgefihrten Primer.
In (B) sieht man die ligierte Kassette vor Integration in den Zielbereich an den gestrichelten Linien. (C)
zeigt den genetischen Bereich nach erfolgter Integration. Vor rho2 befindet sich nun der konditionelle
oliCeeton Promoter. In hellgrau dargestellt ist die eingebrachte Kassette, dunkelgrau dargestellt ist das Gen
rho2 (im GroRteil bereits in der Kassette vorhanden), weil sind flankierende Bereiche des Pilzgenoms.

Diese Abbildung wurde fir rho2 modifiziert aus einer publizierten Arbeit unserer Arbeitsgruppe
tibernommen?’.
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A
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Abbildung 6 (A) zeigt die Situation nach Integration der rho20liCi.t.n-Kassette in das Genom von
AfS35. Eingezeichnet sind die nachgewiesenen PCR-Fragmente zur Kontrolle der korrekten
Integration. Dieser Teil der Abbildung wurde modifiziert aus einer publizierten Arbeit unserer
Arbeitsgruppe iibernommen?’®. (B) zeigt die Kontroll-PCRs. In hellgrau dargestellt ist die eingebrachte
Kassette, dunkelgrau dargestellt ist das Gen rho2 (im GrofRteil bereits in der Kassette vorhanden),
weil3 sind flankierende Bereiche des Pilzgenoms.

6.6.7 Transformation in Aspergillus fumigatus

Die Transformation von Aspergillus fumigatus wurde nach einem modifizierten
Protokoll von Sven Krappmann (Universitat Wirzburg) durchgefuhrt dass auf einem
bereits publizierten Protokoll beruht'7®.

Fir die Transformation wurden 300mL AMM mit 1mL einer frischen, dichten
Sporensuspension angeimpft und tUber Nacht (ca. 16h) bei 180rpm und 37°C inkubiert.
Dann wurde das Pilzmyzel Uber einen autoklavierten Filter ausgelegt mit Miracloth-
Papier geerntet und anschlieBend mit Citratpuffer drei Mal gewaschen. Das trockene
Myzel wurde in einem 200ml Erlenmeyerkolben mit 20ml Enzymldsung uberfuhrt und
anschlieend bei 30°C und 80rpm fir 45min inkubiert. Danach wurden die Protoplasten

Uber einen sterilen Miracloth-Filter in ein 50ml Falcon-Probengefal geerntet und der

Seite 56



Material und Methoden

Filter anschliefend mit STC1700 (4°C) gespult bis das 50ml Falcon gefillt war. Die
Protoplasten wurden ab diesem Zeitpunkt immer auf 4°C gehalten. Die gewonnen
Protoplasten wurden bei 1500xg und 4°C fur 12min abzentrifugiert. Anschlie3end
wurde der Uberstand verworfen und die Protoplasten mit 50mL STC1700 gespilt und
erneut bei 1500xg und 4°C fiir 12min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und die Protoplasten im restlichen STC1700 resuspendiert. Die resuspendierten
Protoplasten wurden in ein oder mehrere vorbereitete 15ml Falcons gegeben, die 30uL
Kassetten-DNA oder Plasmid DNA enthielten. Diese wurden fir 30min bei 4°C
inkubiert. Nach dieser Zeit wurden 250ul PEG4000-Mix hinzugefiugt und die Falcons
sanft geschuttelt. Anschlie3iend wurde dieser Schritt wiederholt und als dritten Schritt
850ul PEG4000-Mix hinzugefugt und erneut sanft geschuttelt. Die Falcons wurden
dann fur 20min Uber Eis inkubiert. Nach dieser Zeit wurden sie mit STC1700 aufgefullt
und die Protoplasten erneut bei 1500xg und 4°C fir 15min abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde dann verworfen und die Protoplasten im restlichen STC1700
resuspendiert. Zu dieser Suspension wurde 5ml Softagar (ca. 50°C) zugegeben,
anschlieBend gemischt und dann auf eine Sorbitol-Platte ausplattiert. Die Sorbitol-
Agarplatten enthielten ein Antimykotikum zur Selektion der Transformanten. Die
Transformationsplatten wurden bei 37°C fir ca. 3 Tage inkubiert bis Kolonien auf der
Platte sichtbar waren.

Die folgenden Puffer wurden flr die Transformation genutzt und vorher angesetzt.

Citratpuffer
150mM KCI 22,369
580mM NaCl 67,789
50mM Na3zCsHs07 x 2H.0 29,4¢g
ddH>O Auffillen auf 2L

Die Salze wurde in ca. 1500mL ddH20 geldst, der pH auf 5,5 mit HCI eingestellt und
anschlielend mit ddH20 auf 2000mL aufgeflllt. Der Zitratpuffer wurde autoklaviert

und danach bei Raumtemperatur aufbewahrt.

STC1700
1,2M Sorbitol 218g
10mM TRIS pH 5,5 10mL von 1M TRIS pH5,5 mit HCI
50mM CacCl; 7,39
35mM NaCl 29
ddH0O Auffullen auf 1L
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Die Salze und die TRIS-Lésung wurden in ddH20 geldst, auf 1L aufgefullt und

anschliefRend autoklaviert. STC1700 wurde nach dem Autoklavieren bei 4°C

aufbewahrt.
PEG4000-Mix
10mM Tris pH 7,5 1mL von 1M TRIS pH 7,5 mit HCI
50mM CacCl, 0,73g
60% (w/v) PEG4000 60g
ddH>O Auffullen auf 100mL

Die Substanzen wurden in ddH20 geldst, auf 100mL aufgefullt und dann autoklaviert.

Enzymldsung
1% (w/v) Vinotaste wurde in 20mL Zitratpuffer gelést und anschlieRend steril filtriert
mit einem 0,22um Sterilfilter. Die Enzymlésung wurde flr jede Transformation frisch

hergestellt.

2x Sorbitol Agar

4 % (w/v) Bactoagar 20g

2 % (w/v) D-Glukose 10g

2,4M Sorbitol 218,29

ddH.0 Aufflllen auf 500mL

Sorbitol, Bactoagar und D-Glukose wurden in ddH20 gel6st, auf 500mL aufgeftllt und
autoklaviert. Um Agarplatten zu gielRen wurde der Agar aufgekocht und mit 2xAMM
ohne Glukose 1:1 gemischt. Den Trafoplatten wurde das entsprechende

Antimykotikum bzw. Doxycyclin hinzugefugt.

2x Softagar
2% (w/v) D-Glukose 59
0,7% (w/v) Bactoagar 3,59
1,2M Sorbitol 109¢g

Auffullen auf 250mL

D-Glukose, Bactoagar und Sorbitol wurden in ddH20 geldst, auf 250mL aufgefillt und
autoklaviert. Vor der Verwendung wurde der 2xSoftagar aufgekocht und 1:1 mit 2xAMM
ohne Glukose gemischt. Anschliel3end wurde er bei 50°C warm gehalten bis zu seiner

Verwendung

Seite 58



Material und Methoden

6.7 Isolation humaner Granulozyten

Neutrophile Granulozyten wurden aus Blut gesunder, erwachsener Spender
gewonnen. Die freiwilligen Spender wurden aufgeklart und gaben ihre schriftliche
Zustimmung. Eine Prifung und Zulassung durch das Ethik-Komitee der LMU ist erfolgt
(Aktenzeichen 519-95). Die Spende von Blut und die Gewinnung von neutrophilen
Granulozyten erfolgte in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki.

Die Isolation erfolgte mittels Erythrozyten-Sedimentation und anschlielender
Auftrennung der Leukozyten mittels Percoll-Dichtegradient. Zunachst wurden zwei
25ml-Spritzen mit 40ul Heparin (entspricht 5000IE/ml) vorbehandelt. Anschliel3end
erfolgte die Blutabnahme mittels einer herkdommlichen Butterfly-Nadel (21G). Das Blut
wurde unverziglich auf sechs 15ml-Zentrifugenrohrchen gleichmafig verteilt (ca. 7ml
pro Réhrchen). Eines der sechs Rohrchen wurde fir 10mins bei 1000G in einem
Ausschwenkrotor zentrifugiert. Aus dem so entstandenen Plasma-Uberstand wurden
vorsichtig je 700ul entnommen und auf den Blutspiegel der anderen funf Rohrchen
Ubertragen, sodass eine mdglichst getrennte Phase entstand. Die Roéhrchen wurden
nun fur 80 bis 90mins stehengelassen, um eine Sedimentation der Erythrozyten zu
erlauben. Waren die Erythrozyten um mindestens 2ml je Réhrchen abgesunken, wurde
der Zelliberstand der funf Rohrchen vorsichtig auf die vorbereiteten drei Percoll-
Gradientenrohrchen Ubertragen. Besonders geachtet wurde auf eine klar getrennte
Phase des Zelliberstands uber der 55%-Percoll-Schicht, und der 55%-Percoll-Schicht
wiederum Uber der 74%-Percoll-Schicht. Nach dem Uberschichten des Zelliiberstands
auf den Percoll-Gradienten wurden die Réhrchen bei 600G ohne Bremse fur 20mins
zentrifugiert, was einer Gesamtverweildauer von ca. 35mins in der Zentrifuge
entsprach. AnschlieBend wurden Granulozyten in Form einer tribe Interphase
zwischen der 54% und 74%-Percollschicht sichtbar. Diese Interphase wurde mittels
einer 1ml-Pipette in ein 50ml-Zentrifugenréhrchen mit 40ml vorgelegtem sterilem DPBS
ubertragen. Das Rohrchen wurde nochmals fur 10mins bei 300G zentrifugiert, und
anschlieRend der gesamte Uberstand verworfen. Je nach GroRe des Pellets wurden
die Zellen in 1-3ml RPMI-Medium resuspendiert. Die Konzentrationsbestimmung
erfolgte mittels Hamozytometer, eine orientierende Vitalitatsbestimmung erfolgte

mittels Trypanblau-Farbung (in aller Regel ergab sich eine Vitalitat von >97%).
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6.8 Mikroskopie

Fluoreszenzmikroskopische Experimente wurden mit einem inversen konfokalen
Lasermikroskop der Firma Leica (Modell SP5, Leica Microsystems, Mannheim)
durchgefuhrt. Das Mikroskop ist mit einer Inkubationskammer ausgestattet, in der
neben Temperatur auch Atmospharenzusammensetzung und Luftfeuchtigkeit reguliert
werden konnen (verwendet wurden hierzu die Systeme The Cube, The Box und The
Brick der Firma Life Imaging Services, Schweiz). Die Versuche mit lebenden
neutrophilen Granulozyten (7.1.4) wurden bei 37°C, 5% CO2 sowie in RPMI-1640
durchgefuhrt. Fur die Quantifizierung der mitochondrialen Morphologie mittels
mitochondrialem GFP wurde ein 63x Objektiv mit Ol verwendet (GesamtvergréRerung
630x). Fur fluoreszenzmikroskopische Experimente wurden 8-well Kammern der Firma
Ibidi (Martinsried) verwendet. Zur Bildaufnahme und -bearbeitung kam die

Herstellersoftware von Leica LAS AF zum Einsatz.

Fir lichtmikroskopische Aufnahmen wurde ein Inversmikroskop des Typs Leica DM
IRB verwendet (Leica Microsystems, Mannheim), um etwa schnelle direkte
Einschatzungen Uber Zellzahl und -verteilung der spater fluoreszenzmikroskopisch
ausgewerteten Experimente in 8-well-Kammern (lbidi) zu erhalten, oder
lichtmikroskopische Fotos der in 96-well-Kammern bzw. 8-well-Kammern

durchgefuhrten Experimente (siehe 7.1.2 und 7.1.6).

6.9 Fotografie

Fir die Fotografie wurde eine Digitalfotokamera des Modells EOS 550D der Firma
Canon (Tokyo, Japan) verwendet. Fur die Anfertigung lichtmikroskopischer
Aufnahmen wurde die Fotokamera hierzu mittels einem inversen Adapter des Typs
Axiovert 25 (Carl Zeiss Microimaging, Géttingen) an das Lichtmikroskop
angeschlossen. Fir das Anfertigen von Fotografien fir Tupfeltests und radiare
Wachstumstests wurde ein Makroobjektiv (EF-S 60mm) verwendet.
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6.10 Mikroskopische Vitalitatsbestimmung mittels mitoFLARE

6.10.1 Vorbereitung und experimentelle Bedingungen

Zu untersuchende Stamme wurden zunachst sofern in der Arbeitsgruppe noch nicht
vorhanden wie bereits publiziert mit einem Vektor fir mitochondriales GFP
transformiert®(siehe auch 6.6.1). 3 x 103 frische Aspergillus fumigatus Sporen wurden
je well in 8-well Mikroskopie-Kammern (#80826; Firma Ibidi, Martinsried) in je 300pl
RPMI-1640 ausgesat und uber 9,5h bei 37°C mit 5% COz2 inkubiert. Die Proben wurden
zuvor randomisiert und verblindet. Wenn indiziert, wurde Doxycyclin in entsprechender
Konzentration zugegeben. Die Sporen keimten so unter mikroskopischer
Wachstumskontrolle bis in das Stadium einer kleinen Hyphe aus. Dann wurden 100yl
Medium je well entnommen und direkt anschlieBend H202 in angegebener
Konzentration oder 1,5 x 10 humane PMNs jeweils geldst in 100ul RPMI-1640 (sofern
indiziert mit Doxycyclin) zugegeben. Das Gesamtvolumen betrug somit 300ul. Die
gewahlte Anzahl an neutrophilen Granulozyten erreichte einen weitgehend
homogenen Monolayer am Grund des Wells. Die Platte wurde nun fur weitere 2h bei
37°C und 5% COz2 inkubiert. Danach wurde 60ul 25% PFA (Endkonzentration 3,8%)
als Fixier- und 40ul CFW 10mg/ml (Endkonzentration 1mg/ml) als Farbemittel auf die
im well befindlichen 300ul gegeben. Nach einer Einwirkzeit von 10min wurden die
gesamten 400pl vorsichtig abgenommen und durch 300ul DPBS ersetzt. Anschliel3end
erfolgte die mikroskopische Auswertung (s.u.). Bei Versuchen, in denen lebende Zellen
bendtigt wurden (Zeitreihenexperimente, Videoaufnahmen) wurde der Fixier- und
Farbeschritt nicht durchgeflhrt und die 8-well-Platte direkt im vorgeheizten und
entsprechend praparierten Mikroskop ausgewertet (s.0.). Kontrollgruppen (keine
Zugabe von H202, keine Zugabe von Immunzellen) wurden in jedem Experiment

mitgeflhrt.

6.10.2 Quantifizierung der mitochondrialen Morphologie

Zur Vorbereitung und Durchfuhrung des Experiments siehe 6.10.1. In jedem der
randomisierten und verblindeten wells wurden insgesamt 60 Hyphen direkt mittels
inverser Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Es wurde dabei ein 63x Objektiv
(GesamtvergrofRerung 630x) sowie passendes Immersionsol verwendet. Zur

Auswertung wurden pro Gesichtsfeld alle Hyphen zunachst lichtmikroskopisch, dann
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fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Fluoreszenzmikroskopisch entscheidend war
die Bestimmung der mitochondrialen Morphologie mittels GFP-Fluoreszenz (es wurde
ein gewohnlicher GFP-Filter fur inverse Fluoreszenzmikroskopie verwendet): Dabei
wurden vitale Hyphen definiert als Hyphen, die in mehr als 60% ihres Hyphenkdorpers
tubulare oder partiell fragmentierte Mitochondrien aufweisen. Konsekutiv wurden als
avital solche gewertet, die eine komplett fragmentierte Mitochondrienmorphologie (mit
und ohne sog. Clustering, s. Ergebnisteil) oder gar bereits (teilweise) erloschene
Fluoreszenz aufweisen. Insbesondere fur Hyphen mit bereits erloschener GFP-
Fluoreszenz wurde dabei das Gesichtsfeld nach der Untersuchung im GFP-Kanal im
Kanal fur CFW-vermittelte Fluoreszenz (gewdhnlicher DAPI-Filter fir inverse
Fluoreszenzmikroskope) untersucht, um Hyphenzellwande zu identifizieren, die
maoglicherweise zuvor Ubersehen wurden. Nach Auswertung von 60 Hyphen pro well
wurde die Uberlebensrate bestimmt. Insgesamt wurden pro Experiment 3 wells oder

mehr jeder Bedingung/jedes Stamms mitgefihrt und ausgewertet.

Gelegentlich kam es bei den Experimenten mit neutrophilen Granulozyten vor, dass
die Uberlebensrate von A. fumigatus trotz eingehaltenem Versuchsprotokoll sehr
deutlich von anderen Experimenten abwich. Dies ist am ehesten auf eine
schwankende Aktivierungsrate bzw. je nach Spender unterschiedliche Grundaktivitat
der Immunzellen zurlckzuflihren. Um sinnvolle und valide Ergebnisse zu erhalten,
setzten wir als Richtwert fiir die Uberlebensrate des Wildtypstamms AfS35 gegeniiber
neutrophilen Granulozyten ohne Aktivierung durch Serum/LPS 30-90% fest.
Experimente, die von dieser Uberlebensrate abwichen wurden als ungliltig betrachtet,

da Storfaktoren vermutet wurden.

Die statistische Signifikanzberechnung erfolgte im Programm GraphPad Prism
(Version 5) mittels Student’s t-test (zwei-endig, unpaar) beim Vergleich zweier

Stamme oder mittels one-way-ANOVA beim Vergleich mehrerer Stdmme.

6.11 Metabolisch-colorimetrische Vitalitatsbestimmung mittels Resazurin

Dieses Experiment wurde maRgeblich von Herrn Victor Brantl durchgefuhrt und stellt
eine Abwandlung bereits publizierter Experimente dar'’’. 1,5 x 10*in 100ul RPMI-1640
je well geléste Aspergillus fumigatus Sporen wurden in 96-well Platten ausgesat und
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fur 10h bei 37 °C mit 5% CO:2 inkubiert. Unter mikroskopischer Wachstumskontrolle
wurde H202in angegebener Konzentration geldst in 100ul RPMI-1640 zugegeben. Die
Platte wurde anschlie3end fur weitere 2h bei 37 °C und 5% COz2 inkubiert, dann wurde
das Medium vorsichtig abgezogen und ersetzt durch RPMI-1640 mit zugesetztem
Resazurin in einer finalen Konzentration von 0,002% (w/v). Die Bestimmung des
Resazurinumsatzes erfolgte mittels Fluoreszenzmessung (Exzitation 550-15nm,
Dichrotom: 568,8 Emission und 590-20nm, Exzitation und Messung von oben; BMG
Labtech, Ortenberg) unter fortgefuhrter Inkubation bei 37°C und 5% CO:2. Die so
gewonnenen Messwerte wurden in Excel exportiert und elektronisch ausgewertet.
Entsprechende Kontrollgruppen (keine Zugabe von H202, keine Zugabe von
Resazurin, Zugabe von Resazurin in leere wells ohne Sporen) wurden in jedem

Experiment mitgefuhrt.

6.12 Tupfeltest

Fir Tapfeltests wurden in den in dieser Arbeit gezeigten Experimenten AMM-
Agarplatten (siehe 6.4.1.1) verwendet, bei denen wahrend der Herstellung sofern
bendtigt und angegeben der Stressor CFW oder das fur die Induktion konditioneller
Promotoren verantwortliche Tetrazyklin Doxycyclin zugegeben wurde. Nach
Trocknung der Platten wurden 3pl einer Sporenlésung mit einer entsprechend feinen
Pipette auf vorgegebene Punkte in horizontale Reihen fur jeden Pilzstamm in von links
nach rechts absteigender Sporenkonzentration getupfelt. Die verwendeten
Sporenkonzentrationen in unseren Experimenten waren absteigend von links nach
rechts 5x 107, 108, 105, 10* und 103. Auf eine Agarplatte in StandardgroRe (Petrischale)
passen normalerweise sechs Reihen Tupfel in vertikaler Richtung und sechs Tupfel in
horizontaler Richtung. Zwischen dem ersten und zweiten Tupfel in horizontaler
Richtung wurde bei nur funf verwendeten verschiedenen Konzentrationen wie in den
entsprechenden Bilder zu sehen ein Tupfelpunkt ausgelassen. Fir die simultane
Testung von mehr als 6 Pilzstdmmen wurden gréRere Agarplatten verwendet. Nach
einer Inkubationszeit (in den entsprechenden Experimenten angegeben) bei 37°C
wurden die Platten fotografiert. Kleine, auf dem Foto kaum sichtbare Mikrokolonien
konnten dabei bei Bedarf lichtmikroskopisch untersucht werden, in dem die Agarplatte
direkt in einem Durchlichtmikroskop untersucht wurde.

Seite 63



Material und Methoden

6.13 Radiarer Wachstumstest

Fur dieses Experiment wurden 1,5 x 10% in 3yl ddH20 geldste Sporen auf AMM- bzw.
Sabouraud-Agarplatten getropft und flr 46h bei 37°C inkubiert. Anschlie3end wurden
die Platten fotografiert und der Kolonieradius mittels einem Lineal ausgemessen. Das
Experiment wurde insgesamt drei Mal durchgefuhrt. Die statistische

Signifikanzberechnung erfolgte mittels one-way-ANOVA mit Tukey’s post-test.

6.14 Infektionsversuch in Galleria melonella

Fiar diesen Versuch wurden kommerziell fur den Anglersport verwendete Tiere der
Gattung Galleria melonella stets vom gleichen Handler und (It. Handlerangabe) vom
gleichen Zulieferer sowie frisch (<24h Lagerperiode beim Handler) bezogen. Die
Maden wurden gewogen und nach Gewicht in Gruppen sortiert: <0,2g, 0,2-0,3g, 0,3-
0,4g, 0,4-0,5g und >0,5g. Nur Maden mit einem Gewicht von 0,2g-0,5g wurden fur die
Experimente ausgewahlt und nach Gewichtsuntergruppen gleichverteilt zu je 10
Maden in Petrischalen gegeben. Eine Negativkontroligruppe von 10 Maden wurde nicht
beimpft und zur Seite gestellt. Die Ubrigen Madengruppen wurde nummeriert und
anonymisiert mit den getesteten Stammen (5 x 10° Sporen geldst in 10ul ddH20) bzw.
als Impfkontrolle mit 10pl ddH20 beimpft. Die Maden wurden dabei auf einer festen
Unterlage mit den Fingern sanft fixiert und dann mit einer 24 Gauge Injektionskanile
in den linken hintersten Ful¥fortsatz beimpft. Anschliel3end wurden sie im Dunklen in
10er Gruppen bei 37°C gehalten. Alle 8h erfolgte eine Zahlung abgestorbener Maden
und ggf. die Entfernung dieser aus dem Versuch. Sich verpuppende Maden wurden
zensiert und aus dem Pool entfernt. Die Darstellung erfolgte mittels einer Kaplan-
Mayer-Uberlebenskurve. Die Signifikanzberechnung erfolgte mittels Log-Rank
(Mantel-Cox) Test.
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6.15 Bioinformatische Methoden
Zur Signifikanzberechnung und Erstellung von Kaplan-Meier-Uberlebenskurven

wurde die Software GraphPad Prism (Version 5) verwendet.

Far molekulargenetische Methoden (Darstellung und Design von Vektoren,
Primerdesign) kam die Software CLC Workbench 6 und Snap Geneviewer zum

Einsatz.

Die Sichtung von Gendatenbanken und insbesondere das Abrufen von RNA-
Sequenzierdaten erfolgte browserbasiert auf der Plattform fungidb.org mithilfe des

Browser-Tools JBrowse.

Zur Speicherung und Sichtung konfokalmikroskopischer Bilder verwendeten wir die

Herstellersoftware LAS AF (Leica Microsystems, Mannheim).

Der Zuschnitt von Bildern und Abbildungen sowie die Beschriftungen erfolgten in
PowerPoint (Version 2016, Microsoft, Redmond, USA).
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7 Ergebnisse

7.1 Etablierung eines neuen Assays zur Quantifizierung fungizider
Effekte auf A. fumigatus Hyphen

7.1.1 Oxidativer Stress verursacht Veranderungen des mitochondrialen
Netzwerks

Im Rahmen von Vorarbeiten dieser Arbeitsgruppe wurde beobachtet, dass
zytotoxische Bedingungen zu charakteristischnen Anderungen der Mitochondrien-
Morphologie fihren®1'0. Diese Veranderungen zeichnen sich insbesondere durch einen
Zerfall des sonst tubularen Netzwerks in rundliche Strukturen aus, was Fragmentierung
genannt wird®'°, In einer Bestimmung des Anteils von Hyphen mit intakter tubularer
Mitochondrien-Morphologie und solcher mit einem Zerfall des mitochondrialen
Netzwerks wurde eine Mdglichkeit gesehen, Stress und moglicherweise auch Vitalitat

auf der Ebene individueller Hyphen zu erkennen und zu quantifizieren.

Oxidativen Mechanismen werden bei der Bekdmpfung von A. fumigatus Hyphen durch
neutrophile Granulozyten eine hohe Bedeutung zugesprochen (siehe 5.9)"13° Zu
Beginn sollte gezeigt werden, welchen Einfluss H202 als Ausloser von oxidativem
Stress auf die mitochondriale Morphologie hat. Wie in Abbildung 7 zu sehen, fuhrt eine
Konzentration von 3mM H20:2 zu einer deutlichen Fragmentierung der Mitochondrien,
beginnend nach etwa 30min Einwirkzeit und vollstandig ausgepragt nach etwa 50min.
Zudem wird ein Wachstumsarrest der Hyphen beobachtet (hier nicht bildlich gezeigt,
siehe auch 7.1.2).

In weiteren Versuchen wurde der Einfluss verschiedener H202-Konzentrationen auf die
mitochondriale Morphologie untersucht. Vor allem unter Einfluss niedriger H202-
Konzentrationen kam es neben einer vollstandigen Fragmentierung auch zu einer
lediglich teilweisen Fragmentierung. Oft beobachtet wurde zudem neben einer
vollstandigen Fragmentierung eine zusatzliche Aggregation der fragmentierten
Mitochondrien zu Haufen. Dies wird im Folgenden als ,Clustering” bezeichnet. Selten
kam es zum kompletten Ausléschen der Fluoreszenz im Grofdteil einzelner

Hyphenkorper (siehe hierzu auch Abbildung 11). Anhand der beobachteten
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Veranderungen erfolgte nun die Einteilung der Hyphen in mehrere Gruppen (Abbildung
8 A und B):

1. Hyphen mit tubularer mitochondrialer Morphologie

2. Hyphen mit teilweise fragmentierter mitochondrialer Morphologie
3. Hyphen mit komplett fragmentierter mitochondrialer Morphologie
4. Hyphen, die Clustering aufweisen

5. Hyphen, die Uber weite Strecken keine Fluoreszenz mehr aufweisen

In Abbildung 7 ist zu sehen, dass die teilweise Fragmentierung der Mitochondrien nach
30min hin zu einer kompletten Fragmentierung nach 50min einer zeitlichen Abfolge
entspricht, also einzelne Schritte im Zerfall des mitochondrialen Netzwerks darstellen
(siehe hierzu auch 7.1.4 sowie Abbildung 8 B). Die meisten der Abbildungen in den
folgenden Kapiteln sind unter meiner Erstautorschaft publiziert worden und wurden flr

die Anfertigung der Dissertation meist nur leicht verandert'’8. Entsprechende Hinweise

finden sich in den Bildunterschriften.

Abbildung 7: Einfluss von H,0, auf das mitochondriale Netzwerk. Links abgebildet ist ein Bild der
Lichtmikroskopie, die drei rechten Bilder sind GFP-Fluoreszenzbilder, jeweils als Schichtaufnahmen.
Mitochondriales GFP exprimierende A. fumigatus Hyphen wurden in AMM angeimpft. Nach 10 Stunden
Inkubationszeit wurde dem Medium 3mM H,0;zugefligt und Uber die Zeit wurden mehrere Bilder mittels
einem konfokalen Lasermikroskop aufgenommen. Der Eichbalken reprasentiert 4um. Die Abbildung

wurde aus eigener Publikation modifiziert ibernommen?’é,
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Wasserstoffperoxidkonzentrationen von 1,2mM und mehr verursachen innerhalb von
2h eine komplette Fragmentierung/Clustering/Ausléschen des mitochondrialen
Netzwerks in >95% der beobachteten Hyphen (Abbildung 8 A und C). 0,6mM H20:2
verursachte vollstandige Fragmentierung/Clustering/Ausldschen der Fluoreszenz in
60-70% der Hyphen, eine H202-Konzentration von 0,3mM flhrte zu keinen

signifikanten Veranderungen des mitochondrialen Netzwerks (Abbildung 8 A und C).

Auffallig ist vor allem unter Einfluss von 0,6mM H202, dass sich gelegentlich (<10% der
affektierten Hyphen) Hyphen nicht im gleichem Ausmal} betroffen prasentierten: Es
wiesen innerhalb der gleichen Hyphen Teile tubulare, andere Teile fragmentierte
Mitochondrien oder Mitochondrien mit Clustering auf. Zu erklaren ist dies vermutlich
durch die natirliche Unterteilung der Hyphen in Kompartimente durch Septenbildung,
wodurch funktionell unabhangige Hyphenabschnitte entstehen, die im Einzelfall

unterschiedliche mitochondriale Morphologien aufweisen kdnnen.

Da es somit mitunter zu Problemen fuhrte, die Hyphen eindeutig in Morphologie-
Gruppen zu unterteilen, erfolgte aus Praktikabilitatsgrinden die Festlegung, dass
Hyphen in mindestens 60% des Hyphenkdrpers tubulare bzw. teilweise fragmentierte
Mitochondrien aufweisen mussen, um als nicht- bzw. minimal-affektiert zu gelten.
Folglich galten Hyphen nur dann als affektiert, wenn sie in mindestens 60% des
Hyphenkorpers komplett fragmentierte Mitochondrien bzw. Clustering bzw. keine
Fluoreszenz mehr aufweisen. In diesem Zusammenhang wichtig zu erwahnen ist, dass
ohne Einfluss von H202 nur ein sehr geringer Anteil (<1%) der Hyphen keine GFP-
Fluoreszenz aufweisen. Dies wurde mehrfach in Vorversuchen vor den eigentlichen

Experimenten Uberpruft.
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Abbildung 8 Auswirkung unterschiedlicher H,0,-Konzentrationen auf die Mitochondrienmorphologie
(A,C) Mitochondriales GFP exprimierende Sporen von A. fumigatus wurden im Medium RPMI-1640 unter
37°Cinkubiert. Nach 10h wurde die angegebene Menge H,0, hinzugegeben, nach weiteren 2h wurden die
Proben fixiert und mikroskopiert. (A) Mittels einem konfokalen Lasermikroskop wurden
lichtmikroskopische sowie fluoreszenzmikroskopische Bilder als Schichtaufnahmen angefertigt. In der
linken Spalte abgebildet zu sehen sind (bereinandergelagerte Bilder aus Licht- und
Fluoreszenzmikroskopie. In der mittleren Spalte fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen, in der rechten
Spalte sind die weiRen Rechtecke vergrofRert dargestellt. Pfeile weisen auf Septen hin (in der
Lichtmikroskopie zu erkennen). Die Eichbalken (gultig flir jeweils die gesamte darunterliegende Spalte)
reprasentieren 5um. (B) Schemazeichnung typischerweise beobachteter mitochondrialer
Morphologiednderungen unter oxidativem Stress: tubuldr, teilweise fragmentiert, vollstindig
fragmentiert, clustered. (C) Mikroskopsich-quantitative Auswertung des Anteils tubuldrer sowie teilweise
fragmentierter Hyphen (in >40% des Hyphenkorpers, siehe Material und Methoden). Statistische
Signifikanzberechnungen (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001) wurden mittels einem ungepaarten Student’s
t-test durchgefiihrt (Annahme ungleicher Varianzen). Die Abbildung wurde aus eigener Publikation
modifiziert ibernommen?’8,
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7.1.2 Mitochondriale Fragmentierung korreliert mit Zelltod individueller
Hyphen

Die in 7.1.1 erlauterten Ergebnisse legen nahe, dass gezeigte Anderungen der

Mitochondrienmorphologie (Fragmentierung und Clustering) sowie das Ausléschen der

Fluoreszenz eine Visualisierung fungizider Effekte von H20:2 darstellen. Um zu
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Abbildung 9: Resazurin-basierte Untersuchung der Zellviabilitdt unter Einfluss von H,0,. (A) Dunkelfeld-
Mikroskopie unter Einfluss von H,0, nach 24h, die rechte Spalte reprasentiert VergroRerungen der
Rechtecke der linken Spalte. Zunachst wurden A. fumigatus Wildtypsporen in 96-well Platten in RPMI-
1640 Medium gegeben und bei 37°C inkubiert. Nach 10h wurde H,0, der in der Abbildung angegeben
Konzentrationen hinzugefligt. Nach 2 weiteren Stunden wurde das gesamte Medium abgesogen und
ersetzt mit frischem RPMI-1640 ohne H,0,. (B,C) Zunachst wurden A. fumigatus Wildtypsporen in 96-well
Platten in RPMI-1640 Medium gegeben und bei 37°C inkubiert. Nach 10h wurde H,0, der in der Abbildung
angegeben Konzentrationen hinzugefiigt. Nach zwei weiteren Stunden wurde das Medium abgezogen
und ersetzt durch frisches RPMI-1640 ohne H,0, mit Resazurin. Dann wurden die Platten bei 37°C
inkubiert. (B) Bilder der 96-well Platten mit Resazurin nach 24h Inkubation. Je rosafarbener das well, desto
mehr Resazurin wurde umgesetzt (folglich desto mehr Stoffwechselaktivitdt). (C) Aufzeichnung der
Resofurin-Fluoreszenz liber den angegeben Zeitraum mittels einem Plattenlesegerat. Fehlerbalken zeigen
Standardabweichungen dreier technischer Replikate. Die fir diese Abbildung bendtigten Experimente
wurden in enger Zusammenarbeit mit Herrn Victor Brantl (Arzt, Medizindoktorand) durchgefiihrt. Die
Abbildung wurde aus eigener Publikation modifiziert ibernommen?’,
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uberprufen, ob Hyphen unter Einwirkung von H202 noch vital sind, bedienten wir uns
der Metabolismus-basierten Resazurin-Methode. Die zentrale Fragestellung war
hierbei, inwiefern  zuvor beobachtete  Effekte von H202 auf die
Mitochondrienmorphologie Riickschlisse auf das dauerhafte Uberleben und die
Viabilitat von A. fumigatus zulassen, also der Hypothese nachzugehen, inwieweit
beobachtete Veranderungen der mitochondrialen Morphologie (Abbildung 8 A und B)
mit Graden der Affektion bis hin zum Zelltod korrelieren. Die fur Abbildung 9 bendtigten
Experimente wurden in enger Zusammenarbeit mit Herrn Victor Brantl (Arzt,
Medizindoktorand) durchgefuhrt.

Hohe Konzentrationen von H202 (1,2mM und 2,4mM) sind in der Lage, das weitere
Pilzwachstum auch nach Hinzugabe von H202-freiem Medium beinahe vollstandig zu
unterdricken, sichtbar an den beinahe vollstandig abgeflachten Wachstumskurven
(Abbildung 9 B und C). In hier nicht gezeigten Experimenten wurde nachgewiesen,
dass auch nach einer verlangerten Inkubation Uber mehrere Tage hinweg weniger als
5% der Hyphen Wachstum aufwiesen, es ist somit aller Wahrscheinlichkeit nach von
einem Zelltod von >95% der Hyphen auszugehen. Sehr wenige Uberlebende Hyphen
reichen jedoch aus, die Probengefal’e nach langer Inkubationsdauer vollstandig zu
uberwuchern, was die Fotodokumentation der Probengefale nach sehr langer
Inkubationsdauer erheblich erschwert: Gabe es keine Fotos nach einem friheren
Zeitpunkt (hier: 24h, Abbildung 9 A), kdnnte man nicht zwischen H202 — exponierten
Wells und solchen ohne H202 unterscheiden. Unter Einfluss von 0,6mM H202 wurde
optisch geschatzt etwa die Halfte der Hyphen getdtet (Abbildung 9 A), wobei ein
genaues Auszahlen zur Quantifizierung nicht moglich war. 0,3mM H202 fuhrte kaum

zu geandertem Uberleben oder Wachstumsgeschwindigkeit (Abbildung 9 A, B und C).

Die Ergebnisse dieses Experiments stimmen insgesamt sehr gut mit dem
beobachteten Anteil mikroskopisch in der Mitochondrienmorphologie veranderter
Hyphen (siehe Abbildung 8 C) Uberein.

Zusammenfassend wird festgestellt, dass die durch H202 hervorgerufenen Anderungen

im mitochondrialen Netzwerk direkt mit einem Zelltod der Pilzhyphen korrelieren.
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7.1.3 Cytosolisches GFP ist mitochondrialem GFP als Marker fungalen
Uberlebens unterlegen

In Anbetracht der bereits etablierten FLARE-Methode'”® (siehe hierzu 5.10), welche
auf cytosolische Fluoreszenz in A. fumigatus Sporen basiert, ist eine berechtigte
Fragestellung, ob cytosolisches GFP unserer neuen, auf mitochondriales GFP
basierenden Methode nicht gleichwertig ist. Eine Methode, die zur Lebend/Tot-
Differenzierung von A. fumigatus-Hyphen nur die Qualitaten ,vorhandene“ oder
.erloschene“ cytosolische Fluoreszenz bendtigt, ware im Vergleich zur ndétigen
Quantifizierung von Gruppen anhand der vorhandenen mitochondrialen Morphologie

deutlich einfacher.

Die in 7.1.1 und 7.1.2 beschriebenen Experimente mit H202 bei A. fumigatus Hyphen
wurden mit cytosolischem GFP im Vergleich zu den bisher verwendeten Hyphen mit
mitochondrialem GFP durchgefuhrt. Wie in Abbildung 10 erkennbar ist, wiesen Hyphen
mit cytosolischem GFP unter Einfluss von H20:2 in fungizider Konzentration (2,4mM)
noch eine deutliche Fluoreszenz auf (Abbildung 10 A), wahrend Hyphen mit
mitochondrialem GFP eindeutig die in 7.1.1 und 7.1.2 erlauterten Veranderungen der
mitochondrialen Morphologie zeigten (Abbildung 10 B). Eine Abnahme der
Fluoreszenzintensitat des cytosolischen GFP unter Einfluss von H202 war mit bloRem
Auge in unseren Versuchen nicht zu erkennen. Auch schien die Intensitat von
Fluoreszenz als Differenzierungsqualitat ohnehin kaum geeignet, da die Intensitat der
GFP-Fluoreszenz stark von der Dauer der bereits stattgehabten Exposition gegentber
Fluoreszenzlampe bzw. Laser der jeweiligen Region im Probengefal} beeinflusst wird
und sich in toten, bereits fixierten Hyphen nach kurzer Zeit zunehmend erschdpft.
Zusammenfassend muss festgestellt werden, dass cytosolisches GFP in der

Fragestellung von Vitalitdt und Uberleben mitochondrialem GFP unterlegen war.
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+2.4 mM H,0,

Abbildung 10: Vergleich von cytosolischem GFP zu mitochondrialem GFP unter Einfluss von H,0,. Zu
sehen ist die unter fungizider H202-Konzentration deutlich affektierte Mitochondrienmorphologie bei
im Kontrast dazu weitgehend unverdnderter cytosolischer Fluoreszenz. Fiir dieses Experiment wurden
A. fumigatus Sporen mit Expression von mitochondrialem (A) oder cytosolischem (B) GFP in RPMI-1640
im gleichen Probengefal ausgesat und bei 37°C inkubiert. Nach 10h erfolgte sofern angegeben die
Zugabe von H,0; in einer finalen Konzentration von 2,4mM. Nach weiterer, zweistiindiger Inkubation
wurden die Proben fixiert und mittels eines Konfokallasermikroskops ausgewertet. Gezeigt sind
exemplarische Schichtbilder ausgewéhlter Hyphen. Die untere Zeile von (A,B) zeigt lichtmikroskopische
Referenzbilder. Der Eichbalken reprasentiert 5um. Die Abbildung wurde aus eigener Publikation
modifiziert Gbernommen?’&,
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7.1.4 Granulozyten induzieren eine irreversible mitochondriale
Fragmentierung

Es wird angenommen, dass die ROS-Produktion von neutrophilen Granulozyten einen

wichtigen Beitrag zu deren antimikrobiellem Potenzial leistet (siehe 5.9). Die bisher im

Rahmen dieser Dissertation durchgefuhrten Experimente verwendeten H202als Modell

fur die ROS-Produktion von neutrophilen Granulozyten.

Um den Effekt von PMNs auf die mitochondriale Morphologie von A. fumigatus zu
uberprufen, wurden Hyphen mit aus humanem Blut isolierten Granulozyten
konfrontiert. Als Expositionsdauer wurde nach entsprechenden Vorversuchen 2
Stunden gewahlt. Bei klrzerer Exposition wies ein Grolteil der Hyphen gar keine,
einige wenige erst beginnende mitochondriale Veranderungen auf (siehe hierzu auch
7.1.5 und Abbildung 15 A). Neben einer gewissen Latenz, bis sich schadliche Einflisse
wie oxidativer Stress auf mitochondriale Morphologien auswirken ist dies vermutlich
auch darauf zurtickzufihren, dass hinzugefligte PMNs eine gewisse Zeit bendtigen in
der geanderten Umwelt nach Zugabe in das mit A. fumigatus beimpfte Probengefal}
aktiv zu werden, sich an die Hyphenkorper anzulagern und mit der Pilzbekampfung zu
beginnen. Bei langerer Exposition beginnen weniger bis gar nicht affektierte Hyphen
durch starkes Wachstum (ein ab einer gewissen HyphengroRe zunehmend
exponentielles Wachstum gilt es dabei zu bedenken) bereits abgetotete oder schwer

affektierte Hyphen zu Uberwuchern und deren Zahlung somit zu verfalschen.

Nach 2 Stunden wiesen viele Hyphen weiterhin tubulare oder leicht fragmentierte
Mitochondrien auf (Abbildung 11 A und B). Andere Hyphen zeigten sich komplett
fragmentiert, wobei diese meistens zumindest in einigen Kompartimenten ein
deutliches mitochondriales Clustering aufwiesen (Abbildung 11 B). Immer wieder zu
finden waren auch Hyphen mit teilweise bereits ausgeldschter Fluoreszenz, wobei
diejenigen Kompartimente mit noch erhaltener Fluoreszenz dann oftmals wenige,
groBe, ,sphéarisch® anmutende Mitochondrien aufwiesen (Abbildung 11 D).
Gelegentlich zu finden waren auch Hyphen, welche offensichtlich eine Art des
Lyseprozesses durchlaufen hatten, da sich wolkenférmig nach extrazellular
auslaufende Fluoreszenzen fanden (Abbildung 13 vierte Bilderspalte, mit Pfeil

markiert).
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Festzuhalten ist an dieser Stelle, dass PMNs sehr ahnlich zu den Beobachtungen bei
H202 (siehe 7.1.2) eine Vielzahl mitochondrialer Morphologieanderungen in A.
fumigatus auslésen. Eine semiquantitative Ubersicht Uber die héaufigsten
Veranderungen unter verschiedenen — teilweise in Folgekapiteln erwahnten —
Einflissen gibt Abbildung 12.

Die exemplarisch gezeigte Hyphe in Abbildung 13 (Uber 270 Minuten) sowie
angefertigte mikroskopische Videoaufnahmen belegen, dass — analog zu den
Beobachtungen mit H202 (siehe 7.1.2) Hyphen mit kompletter mitochondrialer
Fragmentierung, mitochondrialem Clustering oder Ausléschen der Fluoreszenz sich
auch uber einen Zeitraum von >20h nicht erholten und kein Wachstum mehr aufwiesen.
Im Gegensatz dazu zeigten Hyphen in Videoaufnahmen mit tubularer oder nur teilweise
fragmentierter mitochondrialer Morphologie unbeeintrachtigtes weiteres Wachstum

(nicht gezeigt).

Im Unterschied zu H202 wird bei Versuchen mit PMNs beobachtet, dass es neben den
schwer affektierten Hyphen auch viele Hyphen gibt, die noch eine vollstandig tubulare
oder allenfalls leicht fragmentierte Mitochondrien aufweisen. Es zeigt sich insgesamt
im Well eine hohere Diversitat der mitochondrialen Morphologie. Dies konnte
vermutlich durch die im Gegensatz zum in homogener Konzentration im Well
vorliegenden H202 ungleiche Verteilung der Granulozyten bzw. des PMN/Hyphen-
Verhaltnisses in der Probenkammer zu erklaren sein: Beispielsweise wurde in unseren
Experimenten beobachtet, dass sowohl die Dichte an PMNs als auch an Hyphen im
Zentrum des Wells niedriger war als am Rand, eine komplett homogene Verteilung
wurde nur selten erreicht. Eine weitere Beobachtung ist, dass das Phanomen des

Clustering insgesamt haufiger als bei H202 aufzutreten scheint.
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Abbildung 11: A. fumigatus Hyphen nach zweistiindiger Aussetzung gegentiber PMNs. A. fumigatus
Sporen mit mitochondrialem GFP wurden in RPMI-1640 ausgesat und bei 37°C inkubiert. Nach 10h
erfolgte die Zugabe von PMNs und eine gemeinsame weitere Inkubation fiir 2h. Danach wurden die
Proben fixiert und gefarbt mit CFW (Chitinfarbung zur Sichtbarmachung der Pilzzellwande).
AnschlieBend angefertigt wurden Mikroskopiebilder (als Schichtaufnahmen) folgender Qualitdten:
Lichtmikroskopie, GFP-Fluoreszenz, CFW-Fluoreszenz. Abgebildet sind Bilder der GFP-Fluoreszenz
(obere Zeile A-D) sowie ein overlay aus allen drei Qualitdten (untere Zeile A-D). Ausgewahlt wurden
exemplarisch eine Hyphe mit (A) tubularer (B) teilweise fragmentierter (C) komplett fragmentiert und
geclustered sowie (D) fragmentierter und teilweise ausgeloschter Fluoreszenz. In (C) markiert ein Stern
ein noch vitales Kompartment einer insgesamt zum GroRteil (>60%) fragmentiert und geclustered und
damit als tot gewerteten Hyphe. In allen Bildern gut zu erkennen ist die dichte Anlagerung von PMNs
an die Hyphen mit teilweise amoébenartiger UmflieBung. Der Eichbalken reprdsentiert 4um. Die
Abbildung wurde aus eigener Publikation modifiziert ibernommen?'’®,
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Zusammengenommen mit den H202-Experimenten aus 7.1.1 und 7.1.2 belegen nun
diese Versuche, dass PMNs im Vergleich zu H202 sehr ahnliche Veranderungen der
Mitochondrien-Morphologie in A. fumigatus Hyphen hervorrufen, sowie dass eine
vollstandige Fragmentierung, ein Clustering, sowie ein Erldschen der Fluoreszenz mit
einem Untergang der entsprechenden Hyphen bzw. Hyphenteile gleichzusetzen ist.
Damit scheint es mdglich, anhand der Quantifizierung mitochondrialer Morphologien

eine Abtbtungsrate von A. fumigatus zu bestimmen.

Die in der Theorie einfach imponierende Einteilung der mitochondrialen Morphologie
wird dadurch erschwert, dass in einigen Hyphen (exemplarisch Abbildung 11 C)

mehrere der oben genannten und in Abbildung 12 zusammengefassten

) =
.
. teilweise voIIstar@g fragmentierte Beginnende Beﬂgmnende )
tubuldre ) fragmentierte . . . Ausldschung der keine
) . fragmentierte e Mitochondrien Ausldschung der
Mitochondrien . . und spharische . ) Fluoreszenz Fluoreszenz
Mitochondrien . . mit Clustering Fluoreszenz )
Mitochondrien mit Zelllyse
kein stress +++ (+) - - - _ _
0.6 MM H,0, + + + + + (+) +
2.4 MM H,0, - - ++ + + (+) ++
PMNs + ++ (+) ++ ++ (+) +
PMNs + LPS oder
PMNs + serum (+) + (+) R tt + +
LPS/serum +4++ (+) - - - - -

Abbildung 12: Ubersichtstabelle tiber die am hiufigsten beobachteten mitochondrialen Morphologien
unter verschiedenen Einflussfaktoren. Die links aufgefiihrten Stressoren wirkten jeweils 2h auf die Hyphen
(siehe entsprechende Experimente). +++ entspricht den meisten Hyphen, ++ entspricht vielen Hyphen, +
entspricht einigen Hyphen, (+) entspricht sehr wenigen Hyphen, - entspricht keinen Hyphen Unter
Normalbedingungen sind Hyphen ohne tubuldre mitochondriale Morphologie eine Seltenheit, es treten
allenfalls teilweise fragmentierte Mitochondrien auf. Wahrend unter milden Konzentrationen von H,0,
alle dargestellten Morphologien zu beobachten sind, treten unter fungizide Konzentrationen (2,4mM)
keine Hyphen mit tubuldren oder teilweise fragmentierten Mitochondrien mehr auf. Aus den
Gesamtergebnissen dieser Arbeit erfolgte die Schlussfolgerung, dass tote oder sterbende Hyphen
vollstdndige mitochondriale Fragmentierung, Clustering oder eine beginnende Ausléschung der
Fluoreszenz aufweisen. Das Phdanomen der erloschenen Fluoreszenz tritt unter Einfluss von PMNs haufiger
auf als unter Einfluss von H,0,. Eine Zelllyse mit extrazelluldar zu beobachtender mitochondrialer
Fluoreszenz war gelegentlich zu beobachten. Die Abbildung wurde aus eigener Publikation modifiziert
tbernommen?'’®,
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mitochondrialen Morphologien gemeinsam nebeneinander auftreten. Eine Erklarung
hierflr ist die Septenbildung, die es dem Pilz erlaubt, verschiedene Kompartimente als
funktionell unabhangige Abschnitte wachsen zu lassen. Dieses Phanomen wurde
ebenfalls bereits unter Einfluss von H202 (siehe 7.1.2) beobachtet, trat unter Einfluss
von Granulozyten aber haufiger auf. Ein Grund hierflr ist vermutlich erneut die im
Gegensatz zu H202 ungleiche Verteilung der PMNs im Well. Hinzu kommt die nur
begrenzte Fahigkeit der humanen Zellen, sich im dreidimensionalen Raum zu
bewegen. Damit ist es zu erklaren, dass gewisse Hyphenabschnitte unbehelligt
bleiben. Um diesem Problem zu begegnen, wurde — erneut analog zu den Versuchen
mit H202 (siehe 7.1.2) — aus Praktikabilitdtsgrinden die Definition festgesetzt, dass
Hyphen dann als vital gewertet werden, wenn >60% des Hyphenkdrpers eine tubulare

oder lediglich teilweise bestehende Fragmentierung aufweisen.

Abbildung 13 Von PMNs attackierte A. fumigatus — Hyphe Uber einen Zeitraum von 272min. Analog zu
den bisherigen Versuchen wurden Sporen, welche mitochondriales GFP exprimieren in RPMI-1640
ausgesat und fur 10h bei 37°C inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von PMNs und
Lipopolysaccharid(200ng/ml). Unter laufender Mikroskopie im Sinne eines live cell imaging wurden in
regelmalligen Zeitabstdnden Fluoreszenz- sowie Lichtmikroskopiebilder als Schichtbilder
aufgenommen. (A) zeigt ebensolche Schichtaufnahmen. Der Pfeil zeigt eine stattgefundene Zell-Lyse
mit nach extrazelluldr verlagerter Fluoreszenz. Der Eichbalken reprasentiert 10um. (B) zeigt
VergroRerungsaufnahmen der in (A) markierten weilRen Rechtecke. Die Abbildung wurde aus eigener
Publikation modifiziert lbernommen?’é,
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Unter den so festgelegten Bedingungen wurden je Well eines Probengefales 180
Hyphen gezahlt und ausgewertet. Die Farbung durch Calcofluorweifd (CFW, darstellbar
mittels Fluoreszenz) erlaubte dabei eine Gegenkontrolle, ob gegebenenfalls Hyphen
mit bereits erloschener GFP-Fluoreszenz Ubersehen wurden. Dabei zeigte sich, dass
PMNs A. fumigatus Hyphen durchschnittlich zu einem Anteil von 30-40% abtéten
konnten. Eine entsprechende Balkengrafik zeigt Abbildung 14.
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Abbildung 14: A. fumigatus Hyphen mit Expression eines mitochondrialen GFPs wurden nach 10-
stiindiger Vorinkubation bei 37°C 2h gegentiber PMNs exponiert. Nach Fixierung und Farbung mittels
CFW wurden die Proben mikroskopisch ausgewertet. Dabei wurden Hyphen als vital definiert, die in
>60% des Hyphenkdrpers tubuldre oder lediglich teilweise fragmentierte Mitochondrien aufwiesen.
Hier gezeigt ist exemplarisch ein Experiment mit drei technischen Replikaten. Gezahlt wurden 180
Hyphen pro Well. Statistische Signifikanztestung erfolgte mittels Student’s t-test. (*p<0,05, **p<0,01,
**%p<0,001). Die Abbildung wurde aus eigener Publikation modifiziert ibernommen?’&,

7.1.5 Lipopolysaccharide verstarken Granulozyten-induzierten Zelltod

In den nun folgenden zwei Kapiteln sollte die Eignung des neu entwickelten Assays fur
die Quantifizierung PMN-induzierten Hyphentods weiter gepruft und validiert werden,
indem Granulozyten auf verschiedene Art und Weise stimuliert und deren Aktivitats-
und Abtotungsrate damit erhdht wurden. Die Fragestellung war hierbei, ob diese
erhohte Aktivitats- und Abtotungsrate zuverlassig erkannt und quantifiziert werden

kann. Ein allgemein anerkanntes extrinsisches Stimulanz ist das Lipopolysaccharid
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(LPS) von gramnegativen Bakterien'”®-'82 Hierfir wurde ultra-reines LPS aus dem

E.Coli Stamm K12 ausgewabhlt (siehe Material und Methoden).

Unter Einfluss von LPS in einer finalen Konzentration von 200ng/ml war ein signifikant
erhohter Anteil getoteter Hyphen festzustellen. Wie in Abbildung 15 A gezeigt, wurden
A. fumigatus Hyphen nun zu durchschnittlich 60-70% abgetoétet (im Vergleich zu 30-
40% ohne LPS, analog zu Abbildung 14). Es zeigten sich dabei gleiche mitochondrialen
Morphologieanderungen wie unter Einfluss von PMNs ohne LPS bzw. unter Einfluss
von H202, jedoch mit leicht verschobenem Verhaltnis: Es wurden haufiger Hyphen mit
bereits erloschener Fluoreszenz beobachtet, Hyphen mit noch erhaltener tubularer
Struktur hingegen wurden zur Seltenheit (siehe hierzu auch Abbildung 12). Vermutlich

ist dies auf die hohere fungizide Aktivitat der Granulozyten zurlckzuflhren.

A —
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Abbildung 15: LPS stimuliert PMNs beim Abtdten von A. fumigatus unabhangig von H,0,. A. fumigatus
Sporen mit mitochondrialem GFP wurden in RPMI-1640 ausgesat. Nach 10h Inkubation bei 37°C erfolgte
in (A) die Zugabe von PMNs, in (B) die Zugabe von H,0,. Zeitgleich erfolgte sofern vorgesehen die Zugabe
von LPS in der angegeben Konzentration. Nach 45 (A) bzw. 120min (A,B) wurden die Proben fixiert und
anschlieRend mit CFW gefarbt. Dabei wurden Hyphen als vital definiert, die in >60% des Hyphenkorpers
tubuldre oder lediglich teilweise fragmentierte Mitochondrien aufwiesen. (A) reprasentiert fiinf, (B) drei
unabhangig voneinander durchgefiihrte Experimente. Statistische Signifikanztestung erfolgte mittels one-
way ANOVA mit Tukey’s multiple comparison post-test (A) sowie mittels Student’s t-test (B). (*p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001). ND bedeutet ,non determined” (engl. fir nicht bestimmt). Die Fehlerbalken
stellen Standardabweichungen dar. Die Abbildung wurde aus eigener Publikation modifiziert

tibernommen?’8,
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Eine weitere Fragestellung war, inwiefern sich eine unterschiedliche gemeinsame
Inkubationszeit von PMNs und Hyphen mit oder ohne LPS auf das Uberleben von A.
fumigatus auswirkt. Nach 45min zeigt sich ohne Einwirkung von LPS eine
durchschnittliche Reduktion des Uberlebens von etwa 10%, unter Zugabe von LPS
lasst sich dieser Anteil auf durchschnittlich 20-25% erhdhen (eine statistische
Signifikanz war hierbei jedoch nicht gegeben)(Abbildung 15 A). Dieses Ergebnis
bestarkt die in 7.1.4 beschriebene Beobachtung, dass bei 2zu kurzer
Konfrontationsdauer von PMNs gegenlber A. fumigatus die Einflisse auf das
Uberleben der Hyphen sehr gering sind. Da fiir spatere Fragestellungen deutliche
Unterschiede zwischen Wildtyp-Uberleben und Uberleben von Mutantenstammen
notig sind (etwa um sensiblere oder resistentere Stamme adaquat zu unterscheiden),
stellte sich fur den Versuchsaufbau wie erwahnt eine Konfrontationsdauer von zwei
Stunden als ideal dar. Bei langerer Inkubation als zwei Stunden kommt der Effekt des
,Uberwachsens“ zum Tragen: Wenige, tberlebende Hyphen reichen in einer Phase
des exponentiellen Wachstums aus, die mikroskopische Auswertung mit notiger

Detektion kleiner, abgetoteter Hyphen schwer zu behindern.

LPS allein hatte keinen Einfluss auf das Hyphenwachstum bzw. deren mitochondriale
Morphologie (nicht gezeigt). Weiterhin hat die Zugabe von LPS zu H202 keinen Einfluss
auf den Anteil getoteter Hyphen (Abbildung 15 B) weshalb anzunehmen ist, dass LPS
unter den gewahlten experimentellen Bedingungen keine Toxizitat aufweist und nicht
als chemischer Verstarker von H202 wirkt, sondern als Ligand (v.a. fur Toll-like
Rezeptor 4181.182) PMNSs aktiviert.

7.1.6 Humanes Serum verstarkt Granulozyten-induzierten Zelltod

Zur weiteren Uberpriifung der neuen Methode wurde als alternatives Zellstimulanz
humanes Serum verwendet. Erst kurzlich konnte mittels metabolischer Methoden
(MTT(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid)-basiertes ~ Assay?)
gezeigt werden, dass humanes Serum die antifungale Aktivitat von PMNs steigert®.

2 Die MTT-Methode ist vom Grundprinzip der von uns angewandten Resazurin-Methode sehr hnlich: Die
chemische Reduktion von MTT als Aquivalent eines aktiven Stoffwechsels wird colorimetrisch erfasst und tiber
Zeit aufgezeichnet (siehe auch 6.11)
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Da Serum allein aufgrund diverser enthaltener Proteine wie Komplementsystem,
Antikdrpern und Enzymen ein antimikrobielles Potenzial aufweist, wurde zunachst der
Effekt von Serum in einer finalen Konzentration von 10% (v/v) auf A. fumigatus Hyphen
ohne Zugabe von PMNs uberpruft. Wie in Abbildung 16 zu sehen, konnte hierbei kein
Einfluss auf die mitochondriale Morphologie der Pilzhyphen festgestellt werden, es

zeigte sich somit keine Reduktion des fungalen Uberlebens.

Unter Zugabe von PMNs mit Serum (10% v/v) zeigte sich eine deutliche Reduktion des
Uberlebens von A. fumigatus Hyphen im Vergleich zu PMNs ohne Serum auf einen
prozentualen Anteil von 10-20% im Vergleich zu 60-70% (Abbildung 17 B). Zusatzlich
fuhrten wir Versuche mittels der metabolisch-colorimetrischen Resazurin-Methode

durch3. In Ubereinstimmung mit Gazendam et al. 2016%° wurde dabei eine signifikant
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Abbildung 16: Einfluss von humanem Serum auf das Uberleben von A. fumigatus. Mitochondriales GFP
exprimierende A. fumigatus Sporen wurden in RPMI-1640 ausgesat und bei 37°C inkubiert. Nach 9,5h
erfolgte die Zugabe von humanem Serum in einer finalen Konzentration von 10% (v/v). Nach
zweieinhalbstiindiger weiterer Inkubation wurden die Proben fixiert und mit CFW gefarbt. In der
anschliefenden mikroskopischen Auswertung wurden Hyphen als vital definiert, die in >60% des
Hyphenkorpers tubuldare oder lediglich teilweise fragmentierte Mitochondrien aufwiesen. Die
statistische Auswertung (**p < 0,01) erfolgte mittels Student’s t-test. Die Fehlerbalken reprdsentieren
Standardabweichungen. Fir die Gewinnung dieser Daten wurden drei unabhdngige Experimente
durchgefiihrt. Die Abbildung wurde aus eigener Publikation modifiziert iibernommen?’®,

3 Die metabolisch-colorimetrischen Versuche mittels der Resazurin-Methode wurden in enger Zusammenarbeit
mit Herrn Victor Brantl (Arzt, Medizindoktorand) durchgefiihrt
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niedrigere metabolische Aktivitat (als Aquivalent fiir eine hdhere Abtétungsrate) von A.
fumigatus Hyphen bei Zugabe von PMNs mit Serum im Vergleich zu PMNs ohne Serum
gemessen (Abbildung 17 A). Uberraschenderweise erzeugte die Zugabe von PMNs
ohne Serum im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 17 A Kurve ,0) keinen
signifikanten Unterschied in der Wachstumskurve. Ein interessantes zusatzliches
Ergebnis ist dabei, dass die Zugabe von durch Eiswasser lysierten humanen Zellen zur
Pilz-Kontrollgruppe (also zu denjenigen Proben, in denen zuvor keine Granulozyten
zugegeben wurden) die Wachstumsgeschwindigkeit der Hyphen deutlich erhdhte
(Abbildung 17 A Kurve ,tote Zellen®). Wie zu sehen, war dieser Effekt in schwacherem
Umfang auch bei alleiniger Zugabe von Serum zu beobachten (Abbildung 17 A Kurve
,0 + Serum®). Naheres hierzu siehe Diskussion (8.1). Die fur Abbildung 17 A
notwendigen Versuche wurden in enger Zusammenarbeit mit Herrn Victor Brantl (Arzt,
Medizindoktorand) durchgefihrt.

Lichtmikroskopisch zu sehen waren deutliche morphologische Veranderungen der
Granulozyten unter Zugabe von Serum. Sie zeigen deutlich ausgepragtere
amobenhafte Entrundungen ihres Zellkérpers mit (Abbildung 17 D) im Vergleich zu
ohne Serum (Abbildung 17 C). Weiterhin sichtbar war eine deutlich ausgepragtere
Anlagerung an A. fumigatus unter Einfluss von Serum: Die Pilzhyphen waren meist nur

indirekt durch die ausgepragte Bildung von Zellhaufen zu erkennen.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Zugabe von humanem Serum nicht nur
zu einer beeindruckenden Steigerung der Abtétungsrate von A. fumigatus-Hyphen
fuhrt, sondern dass diese auf eine hohere humane Zellaktivitat und nicht mafigeblich

auf direkte fungizide/inhibitorische Effekte des Serums zurlckzuflhren sind.
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Abbildung 17: Serum stimuliert die fungizide Aktivitat von neutrophilen Granulozyten. A. fumigatus Sporen
ohne (A) bzw. mit (B-D) mitochondrialem GFP wurden in RPMI-1640 ausgesat und bei 37°C inkubiert. Nach
9,5h erfolgte die Zugabe von humanem Serum in einer finalen Konzentration von 10% (v/v) bzw. die
Zugabe eines gleichen Volumens an Medium. Nach 10h erfolgte die Zugabe von PMNs fiir zwei Stunden.
In (A) erfolgte anschliefend eine Lyse der humanen Zellen mit doppelt destilliertem Eiswasser. Nach 30-
mindtiger Einwirkzeit erfolgte dann die Zugabe von Aspergillus Minimalmedium und Resazurin. Kontrollen
wurden in gleicher Weise behandelt mit Ausnahme einer Gruppe (, tote Zellen” in (A)), bei der vorheriger
Uberstand lysierter PMNs in das Medium gemischt wurden. (Fortsetzung auf nichster Seite)
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(Fortsetzung von Abbildung 17): AnschlieRend wurde die Reduktion von Resazurin in Resofurin bei
37°C maschinell aufgezeichnet und im gezeigten Graph dargestellt. Zahlen in der Legende (0 bzw. 1,5)
beziehen sich auf die Anzahl zugegebener PMNs x 10°. Die Fehlerbalken stellen Standardabweichungen
dar. (B) und (C) zeigen lichtmikroskopische Ubersichtsbilder nach Ablauf der zweistiindigen killing time
ohne (B) bzw. mit (C) Zugabe von humanem Serum. Gut zu sehen und durch weil3e Pfeile markiert sind
in (B) Hyphenabschnitte, die an dieser Stelle weniger dicht von PMNs besetzt sind und damit mit
bloRem Auge sichtbar sind. Dies ist in (C) durch den hoheren Zellbesatz durch Zellstimulation nicht
moglich, die Position von Hyphen ist jedoch indirekt durch die auffdllige Haufenbildung der
Granulozyten zu erkennen. Die weillen Rechtecke markieren die in der unteren Zeile dargestellten
VergroRerungen. Fiir eine Ermittlung des prozentualen Uberlebens der A. fumigatus-Hyphen wurden
die Proben in (D) nach Ablauf von 120min fixiert und mit CFW gefarbt. Eine Hyphe wurde dann als vital
gewertet, wenn mehr als 60% des Hyphenkoérpers tubuldare oder lediglich leichtgradig fragmentierte
Mitochondrien aufwies. Fiir Details darf auf den Abschnitt Material und Methoden verwiesen werden.
Statistische Signifikanzberechnung (**p<0,01) erfolgte mittels Student’s t-test. Die Fehlerbalken
stellen Standardabweichungen dar. Die Abbildung wurde aus eigener Publikation modifiziert
ubernommen?’®,

7.1.7 Antimykotika haben Auswirkung auf die mitochondriale
Morphologie

Zur weiteren Validierung des neuen Assays wurde die Wirkung von Antimykotika auf

die mitochondriale Morphologie untersucht. Dieser Ansatz wurde — insbesondere fur

die Antimykotika-Klasse der Azole - auch von anderen Mitgliedern dieser Arbeitsgruppe

fur andere Projekte verwendet'83,

Fir ein orientierendes Experiment wurden A. fumigatus Sporen mit mitochondrialem
GFP in Aspergillus Minimal Medium (AMM) ausgesat und bei 37°C fiur 10h inkubiert,
um ein frihes Hyphenstadium zu erreichen. Dann erfolgte die Zugabe von Antimykotika
und das Anfertigen fluoreszenzmikroskopischer Schichtaufnahmen wie in Abbildung

18 gezeigt.

Caspofungin  als  Vetreter der Klasse der Echinocandine ist ein
Zellwandsynthesehemmer. Zu beobachten war eine weithin erhaltene tubulare
Mitochondrienmorphologie bis es zunehmend zu einem Aufplatzen einzelner
Kompartimente der Hyphen kommt, gut erkennbar an extrazellularem Material in Licht-
und Fluoreszenzmikroskopie sowie der bis auf wenige, spharische Mitochondrien

erloschenen GFP-Fluoreszenz innerhalb der jeweiligen Kompartimente (Abbildung 18
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A, siehe Pfeile fur aufgeplatzte Kompartimente). Interessanterweise zeigten die
dbrigen, nicht aufgeplatzten Hyphenkompartimente weiterhin unverandert eine
tubulare mitochondriale Struktur: Dieses Phanomen erklart, weshalb Echinocandine
auf A. fumigatus lediglich fungistatische Wirkung zeigen'®, da nicht-geplatzte

Hyphenkompartimente — wenn auch verlangsamt — weiterwachsen konnen.

Amphotericin B beeinflusst die Integritat der Zellmembranen (siehe 5.3.). Zu
beobachten ist nach einer kurzen Latenzzeit eine ausgepragte mitochondriale
Fragmentierung mit mitochondrialem Clustering nahezu aller A. fumigatus Hyphen
(Abbildung 18 B).

>

Abbildung 18: Erfolgreiche Anwendung von mitoFLARE bei der Einwirkung von Caspofungin und
Amphotericin B auf A. fumigatus. Beide Substanzen filihren zu erheblichen Disruptionen des
mitochondrialen Netzwerks, wobei Caspofungin als Zellwandsynthesehemmer typischerweise zu einem
Aufplatzen der Hyphen mit konsekutiv extrazellularer mitochondrialer Fluoreszenz und intrazellularem
Material (Pfeile) fihrt. Flr dieses Experiment wurden A. fumigatus Sporen mit mitochondrialem GFP in
AMM ausgesat. In (A) erfolgte nach zehnstiindiger Vorinkubation bei 37°C die Zugabe von 4ug
Caspofungin, in (B) von 2ug Amphotericin B. In regelmaRigen Abstanden erfolgte anschlieRend die
Anfertigung mikroskopischer Schichtaufnahmen mittels einem Konfokallasermikroskops. Gezeigt sind
GFP-Fluoreszenzbilder sowie Lichtmikroskopische Aufnahmen nach 0,40 sowie 180min. Der Eichbalken
reprasentiert 5um. Die Abbildung wurde aus eigener Publikation modifiziert ibernommen?’®,
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7.2 Die Zellwandstress-Mutanten Arho2, AmidA sowie die
Deletionsmutante Arho4 zeigen eine erhohte Sensibilitat gegenuber
Granulozyten

Die neue Methode zur Lebend-/Totdifferenzierung mittels mitochondrialer Morphologie

wurde durch die Experimente in 7.1.1 bis 7.1.7 etabliert und validiert. Nun sollten

Stamme auf ihr Uberleben in Gegenwart von neutrophilen Granulozyten Uberprift

werden, bei denen Gene deletiert wurden, die fir dem Zellwandintegritatsweg

zugeordnete Proteine kodieren (siehe auch 5.5). Als Kontrollen wurden

Komplementanten mitgefuhrt, also Deletionsmutanten die durch erneutes Einbringen

des deletierten Gens mit einem Uber homologe Rekombination integrierenden

zirkularen Vektor komplementiert wurden.

FUr diese Experimente wurden dabei analog zu den Versuchenin7.1.4,7.1.5und 7.1.6
nach einer Vorinkubation von 10h in RPMI-1640 A. fumigatus-Hyphen mit
mitochondrialem GFP neutrophilen Granulozyten fur 2h ausgesetzt und danach das
prozentuale Uberleben mikroskopisch anhand der mitochondrialen Morphologie

bestimmt.

Untersucht wurden die Deletionsmutanten Arho2, AmidA, Awsc1 und Arho4 mit den
jeweiligen Komplementanten als Kontrolle. Alle Deletionsmutanten weisen dabei im
frihen Hyphenstadium ein vom Wildtyp nicht zu unterscheidendes Wachstum sowie
bis auf Arho4 eine normale Morphologie auf. Arho4 zeichnet sich durch ein beinahe

vollstandiges Fehlen von Septen aus.

Die im Folgenden beschriebenen Ergebnisse sind in Abbildung 19 dargestellt. Arho2
weist eine signifikant reduzierte Uberlebensrate von durchschnittlich 40% im Vergleich
zu 70% beim Wildtyp auf. Bei Arho4 und AmidA fallen die Unterschiede mit 50% im
Vergleich zu 70% leicht geringer aus, sind jedoch ebenfalls signifikant. Fur Awsc1

konnte kein verandertes Uberleben im Vergleich zum Wildtyp festgestellt werden.
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Abbildung 19: Die Zellwandintegritatsmutanten Arho2 und AmidA sowie die Deletionsmutante Arho4
jedoch nicht die Zellwandintegritdtsmutante Awscl zeigen eine héhere Sensibilitat gegeniiber PMN-
vermittelter antifungaler Aktivitat. A. fumigatus Sporen mit mitochondrialem GFP wurden in RPMI-
1640 ausgesdt und bei 37°C inkubiert. Nach 10h erfolgte die Zugabe von PMNs mit folgender
gemeinsamer Inkubation fur 2h. Anschlieffend wurden die Proben fixiert und mit CFW gefarbt. Die
Auswertung erfolgte fluoreszenzmikroskopisch. Als vital gewertet wurden dabei Hyphen, die zu
mindestens 60% ihres Hyphenkdrpers tubulare oder lediglich teilweise fragmentierte Mitochondrien
aufweisen. Statistische Signifikanzberechnung erfolgte mittels one-way ANOVA mit Tukey’s multiple
comparison post-test (Arho2, AmidA, Arho4) sowie mittels Student’s t-test (Awscl). (*p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001). Die Fehlerbalken reprasentieren Standardabweichungen. Alle abgebildeten
Graphen basieren auf drei unabhangig voneinander durchgefiihrte Experimente.

Unerwarteterweise zeigte sich, dass die Komplementante Arho2 + rho2 reproduzierbar
mit einer Uberlebensrate von durchschnittlich 95% eine signifikant gesteigerte

Resistenz gegenliber PMNs aufweist (erste Balkengrafik von links in Abbildung 19).

7.3 Verhalten der Komplementationsmutante Arho2+rho2 gegenuber

Zellwandstress im Tiipfeltest und genetische Ursachensuche

7.3.1 Arho2+rho2 zeigt eine erhdhte Zellwandstressresistenz im

Tupfeltest
In 7.2 konnte mithilfe von mitoFLARE gezeigt werden, dass die Komplementante Arho2
+ rho2 eine deutlich erhdhte Resistenz gegenuber neutrophilen Granulozyten aufweist.
Da die Rho-GTPase Rho2 dem Zellwandintegritatsweg zugeordnet wird'%83, ergab sich
die Vermutung, dass Arho2 + rho2 eine erhdhte Zellwandstressresistenz aufweist, die
auch eine erhohte Resistenz gegenuber PMNs erklaren konnte. Um diese Hypothese

zu prifen, fuhrten wir Tlpfeltests mit CFW als etablierten Zellwandstressor''-2 durch.
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Dabei wurden Verdinnungsreihen der Stamme Wildtyp, Arho2 sowie Arho2+rho2 (in
Abbildungen aus Platzgrinden kurz als rho2 bezeichnet) auf vorgegossenen
Agarplatten mit und ohne Beimischung von CFW (25ug/ml) angelegt. Hierbei zeigte
sich die bereits vorbeschriebene stark erhohte Empfindlichkeit von Arho2'?, zudem

eine erhdhte Resistenz von Arho2+rho2 gegentber CFW.

Es ist denkbar, dass bei der Herstellung von Komplementanten (siehe Material und
Methoden) Komplementationsvektoren mehrfach ins Genom des Pilzes integrieren.

Eine mehrfache Integration kdonnte im Vergleich zum Wildtyp zu einer gesteigerten

+ 25ug/ml CFW

wt

Arho2

rho2#4

Abbildung 20: Die Komplementante rho2 zeigt erhohte Zellwandstressresistenz im Tupfeltest.
Agarplatten mit AMM wurden vorbereitet, in die hier rechts dargestellte Platte wurde Calfocluorweild in
einer finalen Konzentration von 25ug/ml beigeflgt. A. fumigatus-Sporen der angegeben Stamme
wurden in einer von links nach rechts absteigenden 1:10 Verdlnnungsreihe in einem Volumen von 3ul
aufgetropft und anschlieBRend bei 37° C fiir 34h inkubiert. AnschlieBend wurden die Platten fotografiert.

Expressionsrate des entsprechendes Gens. Folglich ergab sich als eine mdgliche
Erklarung die Hypothese, dass bei Arho2+rho2 durch mehrfache Integration des
Konstruktes es zu einer Uberexpression von rho2 und zu einer gesteigerten Resistenz

gegenuber Zellwandstress kommt.

Eine weitere Beobachtung ist die in Abbildung 20 zu erkennende leicht reduzierte
Wachstumsgeschwindigkeit der Komplementationsmutante rho2#4: Alle Tupfel wirken
ohne Einfluss von CFW kleiner insbesondere im weilen Randbereich der Kolonien.
Dieses Ergebnis war reproduzierbar und nicht etwa durch eine versehentliche

geringere Sporenkonzentration zu erklaren und wird in 7.6 genauer beleuchtet.
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7.3.2 Erstellung neuer Arho2 + rho2 Komplementanten

Bei ausreichend grofer Anzahl an Klonen nach einer Transformation sollten in der
Theorie neben Klonen mit mehrfach integrierten Vektoren auch solche mit
Einzelintegration vorliegen. Deshalb wurde die Deletionsmutante Arho2#7 mit dem
bereits vorhandenen und fur die bisher verwendeten Komplementationsmutanten
bereits eingesetzten Komplementationsvektor pJW649'2 (siehe Abbildung 21 A)
erneut transformiert. Im Folgenden getestet wurden neben den bisher vorhandenen
Klonen #1-4 die so neu erstellten Klone #5-10. Die Richtigkeit der Klone wurde durch

die in 7.3.3 beschriebene PCR-Integrationsanalyse Uberpruft.

7.3.3 Mit dem Vektor pJW649 transformierte Komplementanten-Klone
(Arho2 + rho2) weisen unterschiedlich haufige Integrationen auf
Um die Hypothese der Mehrfachintegration zu prifen, wurden mittels PCR die

Haufigkeit der Integrationen tberpruft.

Die Integration des Vektors pJW649 in Arho2, ein Derivat des Stamms AfS35 - ein
Wildtypstamm, dem die Fahigkeit fir non-homologes End-joining durch Deletion von
akuA fehlt'”* - erfolgt praktisch ausschlieRlich Gber homologe Rekombination. Dabei
sind im Vektor pJW649 zwei Bereiche enthalten, Uber die eine homologe
Rekombination stattfinden kann: Der eine Bereich ist die Promoter-Region 5'-warts
vom Gen rho2, der andere Bereich ist der im Vektor enthaltene terminierende Bereich
his2A(t). Somit ist eine Integration am ,Wildtyplocus® Uber den Promoterbereich sowie
eine Integration am ,his2A-locus® Uber his2A(t) moglich. An beiden loci kann es nun zu
einer einzelnen Integration des Vektors (Abbildung 21B | und Ill) sowie zu einer
mehrfachen Integration (Abbildung 21 B Il und IV) kommen. In Abbildung 21 dargestellt
sind die vier zur Analyse verwendeten PCRs sowie die PCR-Produkte des Klons #4,
der — sofern nicht anders gekennzeichnet — fur alle Experimente als Referenzklon fur
Arho?2 + rho2 diente. Zu erkennen ist im Teil B der Abbildung, dass das Vorhandensein
eines PCR-Produkts der PCRs 1-4 allein keine sichere Aussage bzgl. Integrationsort
und — anzahl zulasst, sondern nur die Kombination aller vier PCRs. Zudem kann es
dazu kommen, dass keine klare Aussage bzgl. Integrationsort- und anzahl moglich ist:
Bei positiver PCR 1, 2, 3 und 4 kann keine Unterscheidung getroffen werden zwischen
mehrfacher Integration am his2A-locus und mehrfacher Integration am Wildtyplocus
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und jeweils einzelner Integration am his2A-locus und einzelner Integration am
Wildtyplocus. Dieses Problem ist insofern jedoch von untergeordneter Wichtigkeit, da
eine Integration an beiden Orten — selbst wenn sie dort jeweils einzeln stattgefunden
hat — insgesamt einer Mehrfachintegration entspricht. Weiterhin nicht moglich war eine
Unterscheidung zwischen zweifacher und noch héherzahliger Integration an einem der
loci. Es war lediglich die Unterscheidung ,einfach“ oder ,mehrfach® maglich. Zur
Uberprifung der Hypothese war es jedoch ausreichend, Komplementationsmutanten
mit sicherer Einzelintegration (also 1. Integration nur an einem der loci und 2. dort
lediglich eine einzelne Integration) mit solchen mit sicherer mehrfacher Integration,
(also entweder Einzelintegration an beiden Orten oder mehrfache Integration an einem
oder an beiden Orten) zu vergleichen, woflr die dargestellten PCR-Testungen

ausreichend waren.

Die Ergebnisse sowie die Auswertung der durchgefihrten PCRs aller Klone #1-#10
wurden in einer gemeinsamen Tabelle zusammengefasst (Abbildung 22). Es ergibt sich
eine sichere Einzelintegration der Klone #2 (am Wildtyp-locus) sowie #9 (am his2A-
locus). In den Klonen #1, #3 - 8 sowie #10 kam es zu einer mehrfachen Integration
(wobei fur Klon #1 und #6 aufgrund einer Integration am Wildtyplocus und am his2A-
locus keine weitere Aussage moglich war). Klon #3 lieferte inkonsistente PCR-Produkte
und wurde deshalb nicht in die weitere Auswertung miteingeschlossen. In Abbildung
21 mit einem Sternchen markiert sind unspezifische PCR-Produkte der als Kontrollen

mitgefuhrten Stdmme Wildtyp und Arho2.
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Abbildung  21: Ubersichtsbild ~ zur  pJW649-Integrationsanalyse  der  Arho2 +  rho2
Komplementationsmutanten. (A) zeigt den zur Komplementation verwendeten Vektor pJW649 mit
endogenem Promoter (5°). Eine Integration Giber homologe Rekombination in AfS35 ist am Wildtyplocus
Uber den homologen Bereich 5'UTR (Promoter) oder am his2A-Genlocus Gber den his2A terminierenden
Bereich (his2A(t)) moglich. In (B) abgebildet sind verschiedene Maoglichkeiten der Integration: | zeigt eine
einzelne Integration am Wildtyp-Genlocus, Il eine mehrfache (hier: zweifache) Integration am Wildtyp-
Genlocus, Il eine einzelne Integration am his2A-Genlocus, IV eine mehrfache (hier: zweifache) Integration
am his2A-Genlocus. Eingezeichnet sind die Amplifikationsbereiche der zur Testung von Richtigkeit der
Komplementation, sowie zur Testung von Integrationsort und Integrationsanzahl verwendeten PCRs. (C)
zeigt exemplarisch die PCR des Referenzklons Arho2 + rho2#4, welcher wie zu erkennen mehrfach am
his2A-Genlocus integriert hat (A und B) und fir alle Experimente als Referenzklon fiir Arho2 + rho2 diente.
In Grau dargestellt ist der eingebrachte Vektor (dunkelgrau dargestellt ist das Gen rho2), weiRk sind
flankierende Bereiche des Pilzgenoms. Blau dargestellt ist der Hygromycin-Resistenzbereich der
Deletionskassette von Arho2.
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Die Ergebnisse der dargestellten PCR-Analysen zeigen, dass Uberraschenderweise
eine Mehrfachintegration des Plasmidkonstrukts in A. fumigatus mehr die Regel als die
Ausnahme ist — eine Uberexpression von rho2 in den meisten der transformierten

Klone ist also anzunehmen.

Klon # 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
PCR1 + + - + + + - - -
PCR 2 + - + + - + - + + +
PCR 3 + - + + + + + + + +
PCR4 + + - + + + + + - +
Wt-locus? ja ja ? | nein| ja ja ja | nein | nein | nein
His2A-locus? ja | nein| ja ja [nein| ja |nein| ja ja ja
Einfach wt-locus? ? ja ? | nein|nein| ? [nein|nein|nein| nein
Einfach his2A-locus? ? |nein| ja [nein|nein| ? |nein|nein| ja |nein
Mehrfach wt-locus? ? |nein| ? |nein| ja ? ja | nein [ nein | nein
Mehrfach his2A-locus? | ? | nein|nein| ja |nein| ? |[nein| ja |nein| ja

Abbildung 22: Ubersichtstabelle (iber die getesteten Klone Arho2 + rho2 #1-10. Die PCRs 1-4 beziehen sich
auf die dargestellten PCRs in Abbildung 21. Griin markiert sind die Klone, die mit hoher Wahrscheinlichkeit
eine einzelne Integration aufweisen: Klon 2 (wt-locus) und 9 (his2A-locus). Klon 1 und 6 weisen eine
Integration an beiden loci auf, wodurch eine Aussage beziiglich einer mehrfachen Integration an den
jeweiligen loci unmoglich ist. Klon 3 lieferte bei PCR 1 inkonsistente Ergebnisse (schwaches Produkt,
manchmal kein Produkt). Blau markiert ist der Referenzklon Arho2 + rho2 #4, welcher — sofern nicht anders
gekennzeichnet — fir alle Experimente verwendet wurde.
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7.3.4 Einzeln integrierte Klone pJW649 zeigen weiterhin erhohte
Zellwandstressresistenz

Nachdem nun mit hoher Wahrscheinlichkeit einzeln integrierte Klone (#2 und #9)

identifiziert wurden, sollte im Folgenden Uberprift werden, ob diese einzelne

Integration mit mutmallich wildtypahnlicher Expression von rho2 mit einer normalen

Sensibilitat gegenuber CFW auf Wildtypniveau korreliert. Zu diesem Zweck wurde

erneut ein sogenannter Tupfeltest analog zu 7.3.1 durchgefuhrt.

wt
rho2 #1

rho2 #2
rho2 #4

rho2 #9

rho2#10

+ 40 pg/ml CFW

Abbildung 23: Klone der Komplementationsmutante Arho2 + rho2 mit einzelner Integration des
Vektors pJW649 in Arho2 zeigen eine unverandert erhdhte Resistenz gegenliber CFW. Agarplatten mit
Aspergillus Minimalmedium (AMM) wurden vorbereitet, in die hier rechts dargestellte Platte wurde
Calfocluorweil® in einer finalen Konzentration von 40ug/ml beigeflgt. A. fumigatus Sporen der
angegeben Stamme wurden in einer von links nach rechts absteigenden Verdiinnungsreihe in einem
Volumen von 3ul aufgetropft und anschlieRend bei 37° C flir 38h inkubiert. Anschliefend wurden die
Platten fotografiert.
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Dabei zeigte sich, dass die einzeln integrierten Klone #2 und #9 keinen signifikanten
Wachstumsunterschied zu den anderen untersuchten Klonen #1, #4 (Referenzklon)
und #10 aufweisen — es besteht eine deutlich zu erkennende erhohte Resistenz
gegeniber CFW* im Vergleich zum Wildtyp (siehe Abbildung 23). Dies scheint der
Hypothese zu widersprechen, die erhohte Resistenz der Komplementanten beruhe auf

einer erhohten rho2-Expressionsrate.

7.4 Erstellung der Komplementante Arho2+rho2.q443: und ihr

Verhalten im Tupfeltest

7.4.1 RNA-Sequenzierdaten fiir rho2 zeigen starke Transkription der 3‘-
UTR

Um der Frage nachzugehen, weshalb mit hoher Wahrscheinlichkeit einzeln integrierte

Vektoren in Arho2 weiterhin eine erhdhte Resistenz gegeniber CFW aufweisen

wurden oOffentlich verfigbare Daten aus RNA-Sequenzierungen gesichtet. Abzurufen

sind diese unter fungidb.org der Arbeitsgruppe EUPathDB Project Team. Die Daten fur

A. fumigatus und des betreffenden Gens rho2 stammen von einem breit angelegten

Sequenzierprojekt von 2014185,

Abbildung 24 zeigt einen modifizierten Screenshot aus dem Browsertool JBrowse,
welcher neben einem chromosomalen Ausschnitt (Chromosom 3, Region von rho2 =
Afu3g10340) auch RNA-Sequenzierdaten inkludiert — dargestellt durch den grauen
Balken unter dem in rot markierten Genbereich'. Dabei bedeuten dunkelgrau bis
schwarze Bereiche eine sehr hohe Transkriptionsrate, hellgraue und weil3e Bereiche
eine niedrigere Transkriptionsrate. Zu erkennen st eine auffallig hohe

Transkriptionsrate der 3-UTR (engl. fur untranslated region) von rho2. Uber die

4 Anzumerken ist an dieser Stelle, dass fiir dieses Experiment mit 40pg/ml eine nominell héhere Konzentration
von CFW verwendet wurde als in den anderen in dieser Arbeit gezeigten Tlpfeltests. Dies liegt an dem im
arbeitsgruppenintern bereits bekanntem Phianomen, dass die Wirkungsintensitdat von CFW eine deutliche
Chargenabhangigkeit aufweist — auch bei nominell gleicher Konzentration. Das fiir dieses Experiment
verwendete CFW stammt aus einer anderen Charge als dasjenige fir alle anderen gezeigten Tiipfeltests. Die
Wirkungsintensitat von 40ug/ml in diesem Experiment dhnelt dabei der von 25ug/ml in den anderen
Experimenten. Die CFW-Konzentration wurde dabei solange titriert, bis optisch eine gleiche Wirkung der beiden
Chargen im Tifeltest bestand.
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Funktion der 3’UTR von Genen in A. fumigatus gibt es wenig Erkenntnisse, denkbar ist

eine regulatorische Funktion dieses Bereichs (siehe auch 8.3.3).

Im bisherigen Komplementationskonstrukt von Arho2 + rho2 ist die 3-UTR nicht
enthalten, die Transkription endet somit nach dem letzten Exon. Wir stellten die
Hypothese auf, dass durch das Fehlen der 3-UTR eine regulatorische Komponente
fehlt, die zu einer erhdhten Expressionsrate von rho2 fuhrt. Wirde die 3-UTR
wiederhergestellt, sollte  sich  folglich der Phanotyp der erhdhten
Zellwandstressresistenz normalisieren. Um diese Hypothese zu prufen, wurde eine

neue, durch die 3-UTR erweiterte Komplementante namens Arho2 + rho2ad43 erstellt.

Ende des 3"-UTR, Beginn des Nachbar-Gens (2.677.043) Beginn von rho2 (2.678.683)

Ende von rho2, Beginn des 3'-UTR (2.677.693)

Afu3g10330-T

C Ad4 . AN4954, A. oryzae RIB40 : AC090003000582, Aspergillus sydowi{: Aspsy1...
- . B
Afu3g10340-T -

Rho-type GTPase 5-UTR,
> Entfernung zum
Nachbar-Gen

1.335bp
Il ,I_h B | B

Abbildung 24: Gezeigt ist ein Ausschnitt des Chromosoms 3 des sequenzierten A. fumigatus Stamms
Af293. Zu sehen ist das Gen rho2 (Afu3g10340) mit seinen 5 Exons (rote Kasten) und den
dazwischenliegenden Introns. Blau links ist das am 3‘-Bereich benachbarte Gen Afu3g10330. Unten in
grau abgebildet sind Transkriptionsanalysen aus 6ffentlich verfligbaren RNA-Sequenzierdaten. Je dunkler
das Grau (bis hin zu schwarz), desto starker wurde eine Transkription des Bereichs festgestellt. In der
Abbildung markiert ist der 3-UTR von rho2, der eine auffallig hohe Transkriptionsrate aufweist. Die Daten
stammen von der Internetseite fungidb.org, zur Abbildung wurde das Tool JBrowse verwendet'®, Die
Abbildung stellt einen modifizierten Screenshot dar.

3“-UTR, Lange 650bp

7.4.2 Erstellung des Komplementationsvektors pDR003

Folglich wurde ein neuer Komplementationsvektor kloniert, welcher nach dem letzten
Exon von rho2 auch die folgenden 1009bp der 3‘-UTR enthalt. Der bereits im alten
Konstrukt pJW649 enthaltenem endogenen Promoterbereich (5-UTR) wurde von
920bp auf 1126bp verlangert. Gemeinsam wies der zu integrierende homologe Bereich
5-UTR-rho2-3-UTR nun 3126bp auf. Nicht enthalten im Unterschied zu pJW649 ist
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der als terminierender und zur homologen Rekombination dienende Bereich his2A(t).
Dies ermdglicht die Integration via homologer Rekombination nur am Ort der
Deletionskassette (also dem Wildtyplocus), was die folgenden PCR-Analysen im
Vergleich zu 7.3.3 deutlich vereinfacht®. Eine homologe Rekombination ist durch die
Lange (3126bp) des homologen Bereichs im Konstrukt dennoch moglich und effektiv
genug. Eine Uberpriifung der Richtigkeit erfolgte inkludiert in die PCR-Analysen der

Integrationszahl (siehe 7.4.3).

7.4.3 Mit dem Vektor pDR003 transformierte Komplementanten-Klone
(Arho2 + rho2a.443) weisen unterschiedlich haufige Integrationen auf
Analog zu 7.3.3 wurde mittels einem System aufeinander abgestimmter PCRs eine
Analyse der Integrationsanzahl der Transformationsklone #1 - #11 durchgefuhrt, da
erneut zumindest in einigen Klonen eine mehrfache Integration des Vektors zu
erwarten ist. Durch das Fehlen von his2A(t) istim Gegensatz zur Testung in 7.3.3 eine
Integration nur noch im Bereich der Deletionskassette (Wildtyp-locus) mdglich. Durch
die Erweiterung des 3'-Bereichs am 3’'UTR ist jedoch neben dem 5-UTR (endogener
Promoterbereich) ein zweiter homologer Bereich zur Integration via homologer
Rekombination am Wildtyp-Locus entstanden. Die PCR-Analyse musste also zwei
Qualitaten prufen: Zunachst die Integration am 5' oder am 3° homologen Bereich und
anschlieBend — sofern nur an einem der Orte eine Integration erfolgt ist — eine

Uberprifung auf Mehrfachintegration am jeweiligen Ort.

Eine Integration am 5‘-Bereich resultiert in einer Wiederherstellung der gesamten 5'-
UTR, der endogene Promoterbereich (der im Vektor nur mit 1126bp vor dem ATG
enthalten ist) wird somit um strangaufwarts liegende Teile erweitert. Eine Integration
am 3‘-Bereich resultiert in einer Wiederherstellung der gesamten 3-UTR, es werden
also auch die ab 1009bp weiter strangabwarts liegenden Teile der 3-UTR, die im

erweiterten Vektor nicht enthalten sind, erganzt.

Abbildung 25 gibt eine Ubersicht tber die jeweiligen Amplifikationsprodukte der

einzelnen PCRs in den jeweils genannten Integrationszustanden und zeigt die

5> Atypische Integrationen des Vektors an anderen Orten sind in Einzelfillen dennoch méglich (siehe Klon #4
7.4.3 oder Klon #3 7.3.3)
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Ergebnisse und eine Auswertungstabelle der PCRs. Es ergibt sich, dass die Klone #1,
3 und 7 mehrfach am 5‘-Bereich integriert haben, die Klone #2 und #5 mehrfach am 3‘-
Bereich und der Klon #6 an beiden Bereichen. Die Klone #8, 9, 10 und 11 haben
einfach am 5'-Bereich integriert. Klon #4 wies in PCR 1 eine starke Bande bei 6kbp
auf, nicht passend zum erwarteten Produkt von 4kbp. Somit bestehen die
Madglichkeiten, dass Klon #4 a) einfach am 3‘- Bereich integriert hat, und das PCR-
Produkt als unspezifisch zu werten ist oder b) Klon #4 eine atypische Integration an

einem unbekannten Ort aufweist und somit als Mehrfachintegration zu werten ware.

A
¥
A 2 a0 o A R a0 A0 b
RNy 6‘5’5%& & 66@9 RO N
r]p -'Lﬁ ’LE‘ q_? q;b ‘]ﬁ qu q,b q;b qp qﬁ PCR 1234
kbp P S S S R A A S
6.0 1 I + - + - einfach5'
4.0 =-— Il - + - + einfach3'
3.0 = I+ - + + mehrfach 5°
IV - + + + mehrfach 3'
60~ 2 [ V # + + + mehrfach 5'+3'
4.0 =
3.0 ‘
- 3
>0 — Klone #
2.0
1.5 = I 8,9,10,11 einfach 5
—_ m 1,37 mehrfach 5'
>0 4 |y 25 mehrfach 3"
3.0 = vV 6 mehrfach 5'+3"
2.0
B
PCR3 (2.1kb) PCR4 (3.2kb)
' PCR1 (4.0kb) I PCR2 (4.4 kb)
505 2B 3 | prA | bb |5 [hph#h | 3 [ 30 5[5 [hphth | 3 | ptrA | bb | & 3 [ af
PCR3 (2.1kb)
m PCR1 (4.0kb) PCR4 (3.2kb)
5n] &5 [N 3 | ptrA | bb | 5 [UZH] 3 | ptA | bb |5 [hphta] 3 | 31
PCR4 (3.2kb)
v _PCR3 (2.1kb) PCR2 (4.4 kb)

5] 5 [hehth | 3 [ptra | bb | 5 [JEROM 3 [prA] bb | 5 3 [3n

Abbildung 25: Ubersichtsbild der PCR-Analysen von Arho2 + rho2q443-. In (A) sind die PCR-Ergebnisse der
Klone #1 - #11 gezeigt, daneben eine Auswertungstabelle bezogen auf die vier gezeigten Zustanden I-
IV in (B) sowie dem nicht gezeigten Zustand V (mehrfache Integration an beiden Orten). Es ergibt sich,
dass die Klone #1, 3 und 7 mehrfach am 5‘-Bereich integriert haben, die Klone #2 und #5 mehrfach am
3‘-Bereich und der Klon #6 an beiden Bereichen. Die Klone #8, 9, 10 und 11 weisen eine Integration am
3‘-Bereich auf. Klon #4 (mit einem Asterix markiert) lieferte ein unklares PCR-Produkt in PCR 1 und
wurde in den folgenden Experimente ausgeschlossen. Eine Ubersicht tiber die vier Zustinde I-IV nach
Integration zeigt (B). | zeigt eine einfache Integration am 5‘-Bereich, Il eine einfache Integration am 3‘-
Bereich, Il eine mehrfache Integration am 5‘-Bereich, IV eine mehrfache Integration am 3‘-Bereich. In
Grau dargestellt ist der eingebrachte Vektor (dunkelgrau dargestellt ist das Gen rho2), weil sind
flankierende Bereiche des Pilzgenoms. Blau dargestellt ist die Hygromycin-Resistenzkassette der
Deletionskassette von Arho2.
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7.4.4 Einzelne Integration von pDR003 flihrt zu reduzierter
Zellwandstressresistenz auf Wildtypniveau im Tiipfeltest

Analog zu 7.3.4 wurden Tupfeltests durchgefuhrt, um die neuen Komplementanten

Arho2 + rho2add3 auf bei Arho2 + rho2 beobachtete erhdhte Resistenz gegenliber CFW

zu prifen. Aufgrund der bestehenden Unsicherheit bzgl. seiner Integration (siehe 7.4.3)

wurde Klon #4 nicht mitgefihrt, es erfolgte die exemplarische Auswahl der Klone #1,

2,8,9und 10.

Der Tupfeltest ist abgebildet in Abbildung 26. Interessanterweise zeigen die am 5'-
Bereich einzeln integrierten Klone #8, 9 und 10 wieder eine Sensibilitat ahnlich dem

Wildtyp. Die Klone Arho2 + rhoZadd3 #1 und #2 weisen jedoch eine ahnlich erhéhte

Arho2

rho2 #4

rho2,4q45#1

rho2add3r #2

rh02add3r #8

rho2,,43#9

rﬁ02add3r#‘| 0

25 pg/ml CFW

Abbildung 26: Klone der Komplementationsmutante Arho2 + rho2.q443- mit einzelner Integration zeigen
eine Sensibilitdat gegenliber CFW auf Wildtypniveau. Dargestellt sind die bereits bekannten Stamme
Wildtyp, Arho2 und Arho2 + rho2 #4 (hier: rho2#4) sowie die Klone #1,2,4,8,9,10 des neu konstruierten
Vektors pDR003. Agarplatten mit Aspergillus Minimalmedium (AMM) wurden vorbereitet, in die hier
rechts dargestellte Platte wurde Calfocluorwei® (CFW) in einer finalen Konzentration von 25ug/ml
beigefligt. A. fumigatus Sporen der angegeben Stdmme wurden wie im Material- und Methodenteil
beschrieben in einer von links nach rechts absteigenden Verdiinnungsreihe in einem Volumen von 3ul
aufgetropft und anschlieRend bei 37° C fiir 34h inkubiert. AnschlieRend wurden die Platten fotografiert.
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Resistenz gegenuber CFW auf wie der Referenzklon Arho2 + rho2 #4. Klon #1 und #2

haben jeweils mehrfach integriert (am 5 bzw. 3‘-Bereich).

Die Ergebnisse zeigen, dass durch den am 3'-Bereich erweiterten Vektor pDR003
eine Reduktion der erhohten CFW-Resistenz zuruck auf Wildtypniveau zu erreichen

ist.

7.5 Induktion einer konditionellen rho2-Mutante erhoht die

Stressresistenz
Die Komplementantionsmutanten Arho2 + rho2add3 weisen bei einzelner Integration
eine Reduktion der CFW-Sensibilitat auf Wildtypniveau auf. Dies ist ein unterstiitzender
Hinweis fir unsere Hypothese, dass die beobachtete erhdhte Zellwandstressresistenz
der Komplementationsmutante Arho2 + rho2 #4 vom Expressionslevel von rho2
abhangt. Um diese Hypothese weiter zu Uberprifen, wurde wie in 6.6.5 beschrieben
eine konditionelle Rho2-Mutante rhoZ:ton erstellt. Hierbei wurde der Wildtyp-Promoter
durch einen konditionellen Promoter ersetzt, welcher durch Doxycyclin induziert
werden kann'’®, Entsprechende konditionelle Mutanten verhalten sich unter
reprimierten Bedingungen (ohne Zugabe von Doxycyclin) &ahnlich wie eine
Deletionsmutante. Bei Zugabe von Doxycyclin in groRer Menge findet abhangig vom
verwendeten Promotersystem und der Expressionsstarke des nativen Promoters eine

mehr oder weniger starke Expression statt.

7.5.1 Untersuchung der Resistenz gegenuiber Zellwandstress im
Tupfeltest

Analog zu den Experimenten in 7.3.4 und 7.4.4 testeten wir die erstellten konditionellen

Mutanten auf Zellwandstressresistenz im Tupfeltest gegentiber CFW. Verwendet

wurde wie zuvor AMM. Die getesteten Bedingungen waren a) ohne Zugabe von

Doxyzyclin oder CFW b) Zugabe von Doxycyclin in der Konzentration 7,5 pg/ml was

einer starken Promoter-Aktivierung entspricht c¢) Zugabe von CFW in einer

Konzentration von 25ug/ml und d) Zugabe von Doxycyclin 7,5 ug/ml und CFW 25ug/ml.

Abbildung 27 zeigt die Ergebnisse: Unter Zugabe von CFW zeigen die konditionellen
Mutanten ohne Doxycyclin wie die Deletionsmutante Arho2 eine erhdhte Sensibilitat

gegenuber CFW auf. Unter Einfluss von CFW und 7,5ug/ml Doxycyclin verhalten sich
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die konditionellen Mutanten wie die Komplementationsmutante Arho2 + rho2
(Referenzklon #4).

Unter Ruhebedingungen zeigte nur die Komplementationsmutante Arho2 + rho2
kleinere Kolonien im Vergleich zu den anderen Stammen, unter Zugabe von Doxycyclin
ohne CFW weisen auch die beiden Klone der konditionellen Mutante diesen Phanotyp

auf.

Der Klon Arho2 + rho2ada3 #10 wies wie in Abbildung 26 einen Phanotyp ahnlich dem
Wildtyp auf.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine Expression des konditionellen
Promoters rhoZw«ton zu einer erhohten Resistenz gegenuber dem Zellwandstressor
CFW sowie einer verminderten Wachstumsgeschwindigkeit ahnlich der
Komplementationsmutante Arho2 + rho2 fuhrt, wahrend die beiden Stamme rho2seton
#4 und #6 unter reprimierten Bedigungen eine verminderte Zellwandstressresistenz
ahnlich der Deletionsmutante Arho2 aufweisen. Aufgrund der entsprechenden
Ahnlichkeiten der Phanotypen kann angenommen werden, dass unter induzierten
Bedingungen eine Uberexpression, unter reprimierten Bedingungen eine verminderte

Expression von rho2 stattfindet.
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wt

Arho?2

rho2 #4
rho2,4q3#10

rho2.ic, #4

rho2;cion #6

wt
Arho2

rho2 #4

rho2,,45#10

th 0235;0;1 #4

rho2;qion #6

+ 25 pg/ml CFW + 25 ug/ml CFW

+ 7.5 ug/ml Doxycycline

Abbildung 27: Klone der konditionellen Mutante rho2:tn zeigen in reprimierten Bedingungen einen
Phanotyp ahnlich Arho2, in induzierten Bedingungen unter Zugabe von Doxycyclin einen Phdnotyp dhnlich
Arho2 + rho2. Agarplatten mit Aspergillus Minimalmedium (AMM) wurden vorbereitet, sofern angegeben,
wurde CalfocluorweiB (CFW) in einer finalen Konzentration von 25ug/ml sowie Doxycyclin in einer finalen
Konzentration von 7,5ug/ml beigefiigt. A. fumigatus Sporen der angegeben Stamme wurden in einer von
links nach rechts absteigenden 1:10 Verdiinnungsreihe in einem Volumen von 3ul aufgetropft und
anschlieRend bei 37° C fiir 34h inkubiert. AnschlieRend wurden die Platten fotografiert.
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7.5.2 Untersuchung der Resistenz gegeniiber neutrophilen Granulozyten

Es konnte gezeigt werden, dass die konditionelle Mutante rhoZiweton unter induzierten
Bedingungen eine erhohte Zellwandstressresistenz ahnlich der
Komplementationsmutante Arho2 + rho2 aufweist. Unter reprimierten Bedingungen
besteht eine erhdhte Sensibilitat analog zur Deletionsmutante Arho2. Im nachsten
Schritt wurde die Resistenz des Stamms gegenuber neutrophilen Granulozyten
uberpruft. Analog zum in 7.2 durchgefuhrten Experiment wurden die Hyphen nach einer
Wachstumszeit von 10h mit neutrophilen Granulozyten (1,5 x 108 pro Well) konfrontiert

und fir 2h gemeinsam inkubiert, anschlieRend das Uberleben mithilfe der

A " B
| |
100 - 100 -
+10% Serum
*
80 4 -
| | 80
c [
g 60 & 60 A .
Q Q
g g 1
0
S 40 S 40 -
xR xR
n.s.
20 4 20 T
1
0| 0 -
wt rho2icion wt rho2ieion
Doxycyclin [ug/ml] - 75 - 75 - 7.5 - 7.5

Abbildung 28: Die konditionelle Mutante rhoteton Weist ohne den Induktor Doxycyclin eine erhéhte
Sensibilitat, unter Zugabe von Doxycyclin eine erhohte Resistenz gegenliber neutrophilien
Granulozyten mit und ohne Zugabe von Serum auf. A. fumigatus Sporen mit mitochondrialem GFP
wurden in RPMI-1640 ausgesat, sofern angegebene wurde Doxycyclin in einer Konzentration von
7,5ug/ml zugegeben. Im rechts dargestellten Graphen wurde nach 9,5h Inkubationszeit bei 37°C
humanes Serum in einer finalen Konzentration von 10% zugegeben. 30mins spater erfolgte die Zugabe
von PMNs. Nach weiteren 120min gemeinsamer Inkubation wurden die Proben fixiert und
anschlieRend mit CFW gefarbt. Dabei wurden Hyphen als vital definiert, die in >60% des Hyphenkoérpers
tubuldre oder lediglich teilweise fragmentierte Mitochondrien aufwiesen. Statistische
Signifikanztestung erfolgte mittels one-way ANOVA mit Tukey’s multiple comparison post-test.
(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, n.s. = nicht signifikant). Die Fehlerbalken reprasentieren
Standardabweichungen. Alle abgebildeten Graphen basieren auf drei unabhdngig voneinander
durchgefiihrte Experimenten.
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mitochondrialen Morphologie bestimmt. Verglichen wurden dabei Wildtyp und rho2teton
jeweils mit und ohne Doxycyclin (7,5ug/ml). In einem zweiten Ansatz wurde in allen
Wells 30 min vor Zugabe der Granulozyten humanes Serum in einer finalen

Konzentration von 10% zugegeben.

Im Ergebnis wies der Stamm rho2ewton unter reprimierten Bedingungen ohne Zugabe
von Serum eine signifikant erhdhte Sensibilitat (Uberleben rho2eeton von 15% vs.
Wildtyp 60%) gegenuber der fungiziden Aktivitat neutrophiler Granulozyten auf, unter
induzierten Bedingungen war eine signifikant gesteigerte Resistenz (Uberleben
rho2eton ca. 95%) zu beobachten (Abbildung 28 A).

Unter Zugabe von Serum kam es insgesamt zu einer starken Zunahme der fungiziden
Aktivitat der PMNs, es resultierte ein durchschnittliches Uberleben des Wildtypstamms
von 10% (Abbildung 28 B). In der Folge waren Unterschiede zwischen den einzelnen

Wells mit Wildtyp (mit und ohne Doxycyclin) sowie den Wells von rho2:tn ohne

Doxycyclin nicht mehr signifikant. Der Stamm rho2eton mit Zugabe von Doxycyclin wies

eine signifikant erhéhte Uberlebensrate von ca. 30% auf (Abbildung 28 B).

Die Zugabe von Doxycyclin zeigte beim Wildtypstamm keine signifikante Auswirkung
auf das Uberleben. Ein relevanter fungizider oder die Granulozyten beeinflussender
Effekt ist somit unwahrscheinlich. In 7.1.6 konnte bereits gezeigt werden, dass

humanes Serum allein keinen Einfluss auf das Pilziberleben zeigt.

7.6 rho2weton Weist unter induzierten Bedingungen eine reduzierte

Wachstumsgeschwindigkeit auf
Bereits in friheren Versuchen fiel die auffallig reduzierte Koloniegrofle von rho2teton
unter supprimierten Bedingungen sowie von Arho2 + rho2 auf (siehe entsprechende
Experimente in 7.3.1, 7.3.4, 744 und 7.5.1). Nun wurden erganzend radiare
Wachstumstests durchgeflihrt. Dabei wurden zentral auf eine Agarplatte Sporen
aufgebracht und dann bei 37°C inkubiert. Nach 46h wurde der Kolonieradius
ausgemessen. Das Experiment wurde mit AMM und dem Komplexmedium Sabouraud

durchgefuhrt. Signifikanzberechnungen wurden mittels one-way-ANOVA und Tukey’s
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multiple comparison post-test durchgefuhrt. Gezeigt sind die Daten drei unabhangig

voneinander durchgefuhrter Experimente.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 29 und Abbildung 30 zu sehen. Deutlich erkennbar
ist das verlangsamte Wachstum von rhoZeton unter Zugabe von Doxycyclin. Im
Gegensatz zu bisherigen Tupfeltest weist Arho2 + rho2 (,rho2“ in der Abbildung)
Uberraschenderweise keine signifikant verminderte Wachstumsgeschwindigkeit auf.

Anzumerken ist jedoch, dass die Inkubationszeit beim radiaren Wachstumstest im

Sabouraud

rho2:eion rho2

Doxycyclin -
[ug/ml]
AMM

wt Arho2

rho2

Doxycyclin
[ug/ml]
Abbildung 29: Die konditionelle Mutante rho2..n weist unter induzierten Bedingungen ein

vermindertes radidres Wachstum auf. Fur dieses Experiment wurden 1,5 x 10°/3pul ddH,0 suspendierte
Sporen auf AMM- bzw. Sabouraud-Agarplatten getropft und fiir 46h bei 37°C inkubiert. AnschlieRend
wurde der Kolonieradius mittels einem Lineal ausgemessen und die Platten fotografiert.
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Vergleich zum Tupfeltest mit 46 vs. 32h deutlich verlangert ist. Vor allem bei Wachstum
auf AMM entsteht der Eindruck, dass Arho2 + rho2 am Kolonierand im Vergleich zum
Wildtyp eine geringere Myzeldichte aufweist: Der Radius des grunen Sporenrasens ist
geringer, die fransenartigen Auslaufer des Myzels starker ausgepragt. Nur auf AMM
wachst Arho2  signifikant schneller im  Vergleich zu  Wildtyp, die
Wachstumsgeschwindigkeit von rho2ieton ohne Zugabe von Doxycyclin ist im Vergleich
zum Wildtyp nicht signifikant verandert. Die Zugabe von Doxycyclin zeigte beim Wildtyp

keinen signifikanten Einfluss auf die Wachstumsgeschwindigkeit.

B sabouraud
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Abbildung 30: Auswertung des radidaren Wachstumstests: Die konditionelle Mutante rho2ton weist
unter induzierten Bedingungen ein vermindertes radidres Wachstum auf. Fir dieses Experiment
wurden 1,5 x 10°im 3ul ddH,0 geléste Sporen auf AMM- bzw. Sabouraud-Agarplatten getropft und fiir
46h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Platten fotografiert und der Kolonieradius mittel
einem Lineal ausgemessen. Signifikanzberechnung erfolgte mittels one-way-ANOVA und Tukey’s post-
test. In AMM waren signifikant unterschiedlich die Gegentiberstellungen Wildtyp ohne Doxycyclin vs.
rho2ieton Mit Doxycyclin, Wildtyp mit Doxycyclin vs. rho2i.on mit Doxycyclin (jeweils p <0,001) sowie
Wildtyp ohne Doxycyclin vs. Arho2 und Wildtyp mit Doxycyclin vs. Arho2 (p<0,01). Zudem signifikant
unterschiedlich war die Gegeniberstellung rho2ton mit Doxycyclin vs. rho2Citon ohne Doxycyclin
(p<0,001), rho2teton mit Doxycyclin vs. Arho2 (p<0,001) sowie rho2eton Mit Doxycyclin vs. Arho2 + rho2
(p<0,001). In Sabouraud waren signifikant unterschiedlich die Gegeniberstellungen Wildtyp ohne
Doxycyclin vs. rho2ton mit Doxycyclin, Wildtyp mit Doxycyclin vs. rho2iton mit Doxycyclin (jeweils p
<0,001), rho2:eton mit Doxycyclin vs. rho2:eton 0hne Doxycyclin (p<0,001), rho2teton mit Doxycyclin vs.
Arho2 (p<0,001) sowie rho2teton mit Doxycyclin vs. Arho2 + rho2 (p<0,001).

Seite 106



Ergebnisse

7.7 Die Virulenz der Deletionsmutante Arho2 ist reduziert in Galleria

melonella
Infektionsversuche im wirbellosen |Insekt Galleria melonella (dt. Trivialname
,Bienenmade®) stellen ein etabliertes in vivo Infektionsmodell flir pathogene Pilze
dar*849_ Da Arho2 eine erhohte Sensibilitat und Arho2 + rho2 eine erhohte Resistenz
gegenuber der antifungalen Akitvitat neutrophiler Granulozyten aufweisen (siehe 7.2),

ergab sich die Frage, inwieweit rho2 auch Einfluss auf die Virulenz hat.

Um dies zu untersuchen, wurde ein in vivo Infektionsversuch in Galleria melonella mit
den Stammen Wildtyp, Arho2 sowie Arho2 + rho2 (Referenzklon #4) durchgeflhrt.
Erganzend wurden Kontrollgruppen mitgeflihrt, welche entweder tberhaupt nicht oder
nur mit destillierten Wasser (,Wasserkontrolle®) beimpft wurden. Pro Gruppe wurden
insgesamt 60 Maden eingeschlossen. Die Zuteilung in die Gruppen erfolgte (mit

Ausnahme der Negativkontrollgruppe) verblindet.

100-
80 4
Il Negativkontrolle

E 60 Wasserkontrolle
2 Bl Arho2
1]
:% 40 - B rho2
= B Wildtyp

20 -

0 L) ]

Zeit[h] 50 100
N=60

Abbildung 31: In vivo Infektionsversuch in der Bienenmade Galleria mellonella zeigt ein signifikant
gesteigertes Uberleben von mit Arho2 infizierten Maden. Frische (<24h Lagerzeit beim Hindler)
Bienenmaden wurden mittels einer 24 Gauge Injektionskaniile entweder jeweils mit 5 x 10° Sporen
angegebener Stamme oder mit ddH,0 beimpft und anschliefend im Dunklen in 10er Gruppen bei 37°C
gehalten. Alle 8h erfolgte eine Zahlung abgestorbener Maden und ggf. die Entfernung dieser aus dem
Versuch. Sich verpuppende Maden wurden zensiert und aus dem Pool entfernt. Abgebildet sind die
Daten von 60 infizierten Maden je Stamm, dargestellt in einer Kaplan-Mayer-Uberlebenskurve.
Signifikanzberechnung erfolgte mittels Log-Rank (Mantel-Cox) Test.
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In der Log-Rank-Analyse nach Mantel-Cox ergibt sich ein im Vergleich zum Wildtyp
signifikant (p<0,05) gesteigertes Uberleben in der mit Arho2 beimpften Gruppe. Ohne
Signifikanz blieb der Uberlebensvergleich des Wildtyps zu Arho2 + rho2 (siehe
Abbildung 31).

Zu beachten ist die hohe Uberlebensrate der nicht oder lediglich mit Wasser beimpften
Maden auch insbesondere uber den langen Zeitraum von >100h, wobei es in diesen

Gruppen haufig zu in Zensuren resultierenden Verpuppungen der Tiere kam.
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8 Diskussion

8.1 mitoFLARE als neue Methode zur Lebend-/Totdifferenzierung
Immunzellen, Antimykotika sowie chemischen Noxen, Temperatur oder UV-Licht
konnen fungizide, fungistatische oder auch kombinierte Effekte auf pathogene
Pilzerreger ausuben. Um diese Effekte zu quantifizieren und voneinander zu
unterscheiden, ist eine zuverlassige Lebend-/Totdifferenzierung in Form eines
funktionierenden killing Assay eine Grundvoraussetzung. Bisher publizierte
Forschungsarbeiten verwendeten fur A. fumigatus im Wesentlichen drei methodische
Ansatze: Indirekte, metabolisch-colorimetrische Ansatze sowie direkte mikroskopische
Lebend-/Totquantifizierung mittels zugegebener Farbesubstanzen oder mithilfe von
cytosolischer GFP-Fluoreszenz69155.157.160.165,167,168,170,187  Jede dieser Methoden weist
dabei Limitationen auf (siehe auch 5.10). Im Rahmen dieser Dissertation ist es
gelungen, eine neue Methode zur Lebend-/Totdifferenzierung von A. fumigatus zu
etablieren und in deren Anwendung zu prifen. Es konnte gezeigt werden, dass
Anderungen in der mittels mitochondrialem GFP visualisierten mitochondrialen
Morphologie mit Stress, Zellschaden und Zelltod von A. fumigatus Korrelieren.
Fungizide Konzentrationen von H202 oder von Antimykotika fuhren genauso wie
neutrophile Granulozyten zu derselben schwerwiegenden Stérung des mitochondrialen
Netzwerks in Form von Fragmentierung, Clustering und Erléschen der Fluoreszenz.
U.a. durch Videomikroskopie sowie durch die Anwendung eines metabolisch-
colorimetrischen Assays konnte gezeigt werden, dass Hyphen mit solch
schwerwiegenden Anderungen der mitochondrialen Morphologie kein Wachstum mehr
aufweisen. In Anlehnung an die bereits publizierte FLARE-Methode'”-170 (FLARE steht
fur Fluorescent Aspergillus Reporter, siehe hierzu 5.10), nannten wir diese neue
Methode ,mitoFLARE®.

8.1.1 Vergleich zu metabolisch-colorimetrischen Methoden

In metabolisch-colorimetrischen Ansatzen kénnen fungizide bzw. fungistatische Effekte
vollstandig verschleiert werden: Im Resazurin-basierten Experiment von Kapitel 7.1.6
wurde Uberraschenderweise festgestellt, dass im Gegensatz zur mikroskopischen

Auswertung via mitoFLARE die Zugabe von 1,5 x 106 PMNs im Vergleich zur
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Kontrollgruppe ohne Zugabe von Zellen keinen signifikanten Einfluss auf die
Wachstumskurve von A. fumigatus zu haben scheint. Allerdings wurde auch
beobachtet, dass die Zugabe einer vergleichbaren Zahl von durch Eiswasser lysierten
humanen Zellen die Wachstumsgeschwindigkeit der Hyphen deutlich erhoht. Dieser
Effekt war in schwacherem Umfang auch bei alleiniger Zugabe von Serum zu
beobachten. Zu erklaren sind diese Effekte vermutlich durch den entstandenen
héheren Nahrstoffgehalt im ansonsten einem Minimalmedium entsprechendem RPMI-
1640 (,Futterungseffekt”). Somit wird ein wesentlicher Storfaktor offenbar: Die
scheinbar fehlende Abflachung der Wachstumskurve unter Zugabe von PMNs ohne
Serum ist in Wahrheit auf eine Linksverschiebung der Wachstumskurve durch den
.Futterungseffekt zurlckzufiihren. Dieses Ergebnis unterstreicht die Wichtigkeit
adaquater Kontrollgruppen insbesondere bei indirekten Methoden wie der metabolisch-
colorimetrischen Resazurin-Methode. Als adaquate Kontrollgruppe fir die
Probengefalle mit Zugabe von PMNs sollten Probengefalte mit Zugabe lysierter Zellen
dienen. Damit wird nicht nur ein deutlicher, zuvor verschleierter Einfluss unter Zugabe
von PMNs ohne Serum sichtbar, sondern auch der verstarkende Einfluss von PMNs
mit Serum betont. Durch den ,Futterungseffekt® werden aufllerdem maogliche
Kritikpunkte entkraftet, die die beobachtete verringerte metabolische Aktivitat unter
Zugabe von PMN + Serum auf die Anwesenheit inhibitorischer/fungizider Substanzen

im Serum oder aus lysierten Granulozyten zurtckfuhren.

Eine entscheidende weitere Starke von mitoFLARE gegenuber metabolisch-
colorimetrischen Verfahren ist die zuverlassige, spezifische Friherkennung von Stress
gegenuber A. fumigatus Hyphen: Wahrend metabolisch-colorimetrische Ansatze
abhangig von der Anzahl der eingesetzten Sporen erst nach einer Inkubation von vielen
Stunden Uberhaupt erst Wachstum im Probengefall nachweisen, sind Effekte auf die
mitochondriale Morphologie bereits nach wenigen Minuten sichtbar. Wie wichtig dies
ist, wird deutlich, wenn man den steilen Anstieg der Wachstumskurven der Resazurin-
basierten Experimente betrachtet: Dieses exponentielle ,Uberwachsen“ von
Probengefallen macht es nach langerer Inkubationszeit schwer, schwacher
ausgepragte Effekte oder frih stattfindende fungizide oder inhibitorische Effekte noch

zu detektieren.
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8.1.2 Vergleich zu Methoden basierend auf zugegebenen
Farbesubstanzen

Neben einem indirekten Lebend-/Totnachweis Uber den Metabolismus ist es mdglich,
die Vitalitdt von A. fumigatus Hyphen mithilfe von Farbesubstanzen wie Propidium-
lodid (P1) oder FUN-1 zu bestimmen'67-169.188.189 Das Farbeverhalten von Pl wird dabei
malfdgeblich von der Permeabilitat der Zellmembran beeinflusst, was mitunter zu
falschen Ergebnissen fiihrt'®. Fir FUN-1 wurde gezeigt, dass dessen Farbeverhalten
sich etwa bei Zugabe von Antimykotika wie Voriconazol sowie bei unterschiedlicher
Inkubationsdauer deutlich verandert'®. Ein entscheidender Nachteil ergibt sich zudem
bei der Anwesenheit von Immunzellen: Diese werden etwa bei der haufig verwendeten
Farbesubstanz FUN-1167.188 mit angefarbt. Da unter den in dieser Arbeit gewahlten
experimentellen Bedingungen eine groRe Zahl von Immunzellen auf den Hyphen zum
Liegen kommen, wurde die Detektion von Farbumschlagen oder Fluoreszenz darunter
liegender Hyphen hierdurch erheblich erschwert werden. Um diesem Problem zu
begegnen, konnte man in einem zusatzlichen Arbeitsschritt Immunzellen
beispielsweise durch die Zugabe von Eiswasser lysieren und einen Grofiteil nach
Abzug des Mediums aus dem Well entfernen. Dabei geht jedoch einerseits der Aspekt
der Beobachtung einer direkten mikroskopischen Immun-Pathogen-Interaktion
verloren, andererseits ist der Einfluss von Eiswasser auf das Farbeverhalten der

Hyphen kritisch zu Gberprifen.

Im Vergleich hierzu ist mitoFLARE unabhangig von zugegebenen Reagenzien zur
Lebend-/Totdifferenzierung, unter den gewahlten experimentellen Bedingungen

weisen >99% der Hyphen eine Expression von mitochondrialem GFP auf.

8.1.3 Vergleich zu Methoden basierend auf cytosolischer Fluoreszenz

Ein weiterer alternativer Ansatz der mikroskopischen Lebend-/Totdifferenzierung stellt
prinzipiell die Verwendung cytosolischer Fluoreszenz nach dem direkten Vorbild von
FLARE™”170 dar. Wie in 7.1.3 dargelegt, weist die Verwendung cytosolischer
Fluoreszenz bei A. fumigatus in Hyphenform erhebliche Limitationen auf, da auch nach
mehreren Stunden Einwirkzeit von H202 in fungizider Konzentration Hyphen mit
cytosolischem GFP weiterhin bestehende Fluoreszenz zeigen und optisch nicht von
der Kontrollgruppe ohne Einfluss von H202 zu unterscheiden sind. Im Gegensatz dazu
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weisen Hyphen mit mitochondrialem GFP im gleichen Ansatz deutliche Zeichen einer
mitochondrialen Netzwerkstérung bzw. teilweise sogar verblasste Fluoreszenz auf.
Dies unterstreicht die Fahigkeit der in dieser Arbeit etablierten Methode, fungizide
Effekte fruh und zuverlassig zu erkennen und stellt somit eine klare Verbesserung von
FLARE dar.

8.1.4 Einsatz von mitoFLARE bei immunologischen Fragestellungen

Die Interaktion zwischen mehrzelligen pathogenen Organismen wie A. fumigatus und
dem humanen Immunsystem ist komplex und nicht vollstandig verstanden. Wahrend
diese Arbeit den Fokus auf die Pilzseite der Immun-Pathogen-Interaktion setzte, sind

speziellere immunologische Fragestellungen eine weitere Anwendungsmaoglichkeit.

Die antifungale Aktivitat der neutrophilen Granulozyten konnte in mehreren Versuchen
deutlich durch die Zugabe von Lipopolysaccharid oder humanem Serum gesteigert
werden (siehe 7.1.5 und 7.1.7.). Hier bietet sich ein Ansatzpunkt fur viele mogliche
weitere Untersuchungen im Bereich der immunologischen Pilzforschung, da Effekte
diverser Immunstimulanzien direkt auf Zellniveau sichtbar gemacht und quantifiziert

werden konnen.

Neutrophile Granulozyten erkennen Hyphen vermutlich mafigeblich durch den
Immunrezeptor Dectin-1, welcher den Zellwandbaustein B-1,3-Glucan bindet"’0. Es
wurde gezeigt, dass Dectin-1 -/- Knock-out-Mause neben einer generell erhdhten
Sterblichkeit gegenuber einer Infektion mit A. fumigatus Sporen eine verminderte
Rekrutierung neutrophiler Granulozyten in das Lungengewebe aufweisen?019
MitoFLARE koénnte nun eine Madglichkeit bieten zu untersuchen, ob A. fumigatus
Hyphen beispielsweise durch murine neutrophile Dectin-1 -/- Granulozyten noch

effektiv bekampft und abgetotet werden kdnnen.

Neben neutrophilen Granulozyten ist ein Einsatz von mitoFLARE auch mit anderen
Effektoren des Immunsystems wie etwa Alveolarmakrophagen, dendritischen Zellen
oder natirlichen Killerzellen moglich. Dies bietet einen Ansatzpunkt fir viele
Fragestellungen und Experimente, wie etwa ein Vergleich der durchschnittlichen

Abtotungsrate von A. fumigatus Hyphen seitens unterschiedlicher Immunzellen oder
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eine Untersuchung mdglicher bestehender Abhangigkeiten wie die Anwesenheit von

Serum oder von anderen Immunmediatoren.

Es konnte in vitro mithilfe eines metabolischen Assays gezeigt werden, dass (-1,3-
Glucan-Antikorper von Mausen das Wachstum von A. fumigatus Hyphen erfolgreich
verlangsamen konnen (es wurde ein Glucose-Umsatz von 25% im Vergleich zu
Normalbedingungen gemessen)'37.191, Metabolische Ansatze konnen
Wachstumsinhibition naturgemafy schwer von einer Abtétung eines Teils der Hyphen
unterscheiden. Hier ware ein Einsatz von mitoFLARE hilfreich, um den direkten
Einfluss von B-1,3-Glucan-Antikérpern auf die Mitochondrienmorphologie zu zeigen
und schwere, mit Zelltod gleichzusetzende Stérungen des mitochondrialen Netzwerks

frih und sicher zu erkennen und zu quantifizieren.

8.1.5 Ubertragbarkeit auf andere Pilzspezies

MitoFLARE kann auf andere Pilze (ibertragen werden. S. cerevisiae'®? kommt dabei
prinzipiell genauso in Frage wie der fakultativ pathogene Erreger C. albicans'®® oder
andere Aspergilli wie Aspergillus terreus'*. Nach entsprechender Transformation des
Organismus mit einem Vektor fir mitochondriales GFP kénnten Stressexperimente
beispielsweise mit H202, Antimykotika oder Immunzellen analog zu dieser Arbeit
durchgefuhrt werden. Zu beachten ware dabei jedoch die erschwerte zur Auswertung
bendtigte Differenzierung der unterschiedlichen mitochondrialen Morphologien bei
Pilzen in Hefenform: Durch die deutlich geringere Grélie kdnnte eine Fragmentierung
der Mitochondrien schwerer zu detektieren sein, was die Quantifizierung
mitochondrialer Morphologien von mehreren Hundert Pilzorganismen pro Experiment

vermutlich erheblich erschweren wirde.

8.1.6 Limitationen von mitoFLARE

Eine zuverlassige Erkennung der mitochondrialen Morphologieanderungen erfordert
Erfahrung und Ubung. Das dreidimensionale Pilzwachstum flihrt dazu, dass Teile von
Hyphen nicht immer im gegenwartigen mikroskopischen Fokus liegen, was viele Nach-
und Zwischenjustierungen der Ebene erfordert. Weiterhin sind manche Anderungen
der mitochondrialen Morphologie besonders in Zwischenstadien nur mit

entsprechender Ubung erkennbar.
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Die Tatsache, dass in einer Hyphe gelegentlich mehrere mitochondriale Morphologien
nebeneinander vorkommen, stellt prinzipiell ein Problem dar: Ab welchem Anteil des
Hyphenkorpers mit schweren Stérungen im mitochondrialen Netzwerk kann man vom
Hyphentod ausgehen, insbesondere wenn man in Betracht zieht, dass theoretisch ein
einziges Uberlebendes Kompartiment zu einem erneuten Auskeimen und damit
Uberleben des Pilzes fuhren kann? Solche Grenzfalle sind bei den gewahlten
Inkubationszeiten nicht besonders haufig, weshalb deren Einfluss in den
durchgefuhrten Experimenten von untergeordneter Rolle erscheint. Zudem war das
primare Ziel der durchgefihrten Versuche, signifikante fungizide Aktivitat
nachzuweisen, was nicht unbedingt bedeutet, dass 100% des Hyphenkdrpers betroffen
sein muss. Im etablierten Protokoll erfolgte deshalb die Definition, dass in 60% des
Hyphenkorpers schwerwiegende Stérungen des mitochondrialen Netzwerks
nachzuweisen sein mussen, um von einer gezahlten ,Abtotung” der jeweiligen Hyphe
zu sprechen. Bei langeren Inkubationszeiten und vermehrter dreidimensionaler
Struktur der Hyphen mit folglich schwierigerer Beurteilbarkeit (und schwererer
Erreichbarkeit bestimmter Hyphenteile durch Immunzellen) kénnten Hyphen mit

einzelnen Uberlebenden Kompartimenten ein erhebliches Problem darstellen.

Wie bereits in 8.1.5 erwahnt, ist mitoFLARE fur die Anwendung in A. fumigatus Sporen,
sowie fur die Anwendung bei Pilzen in Hefenform nur bedingt geeignet. Die geringe
Grolke der Sporen erschwert sehr eine Differenzierung vorliegender mitochondrialer
Morphologien, insbesondere von deren Zwischenstadien. Denkbar waren jedoch
Versuche mit nicht-fixierten Sporen, bei denen mithilfe von Videomikroskopie solche
mit beweglichen Mitochondrien als Nachweis intakter mitochondrialer Dynamik von

solchen mit unbeweglichen Mitochondrien unterschieden werden konnten'®3,

Bevor mitoFLARE als Methode implementiert werden kann, muss ein
Fluoreszenzmikroskop mit entsprechend geeigneter Aufldsung zur quantitativen
Auswertung der Uberlebensrate verfligbar sein. Abgesehen davon ist die
Kosteneffizienz unserer Methode als positiv hervorzuheben: Pilzanzucht und -kultur
bendtigt kaum Material und Aufwand, Versuchskammern und Medien sind kommerziell

und gunstig zu erwerben.
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8.2 Der Zellwandintegritatsweg als Vermittler von Sensibilitat und

Resistenz gegeniiber Immunzellen

Es war bereits bekannt, dass Deletionsmutanten, denen Komponenten des
Zellwandintegritatswegs fehlen, eine erhohte Sensibilitat gegenuber Zellwandstress

aufweisen1.12.91,

Mit dem neu entwickelten Ansatz mitoFLARE war es nun mdglich, einzelne
Deletionsmutanten des Zellwandintegritatswegs gegenuber humanen Granulozyten zu
testen. Im Ergebnis zeigt sich ein deutlich reduziertes Uberleben von Arho2 und AmidA
sowie von Arho4 (wobei Rho4 wahrscheinlich nicht Teil des Zellwandintegritatswegs
ist') unter Einfluss neutrophiler Granulozyten. Diese Deletionsmutanten reagieren
sensibel auf Zellwandstress'" 2. Es ist also zu vermuten, dass humane Granulozyten
auf A. fumigatus signifikanten Zellwandstress austben und eine adaquate Antwort in

Form des Zellwandintegritatswegs fur ein Uberleben des Pilzes wichtig ist.

Es ist bekannt, dass Immunzellen und allen voran neutrophile Granulozyten multiple
Abwehrmechanismen besitzen und Fremdorganismen wie A. fumigatus auf
verschiedene Art und Weise abzutéten vermogen™ 139145 Jedoch war bisher unklar, ob
diese Abwehrmechanismen zu Zellwandstress flihren. Um dieser Fragestellung
nachzugehen, verwendeten wir einen sogenannten Luciferin-Assay, welcher darauf
basiert, dass messbare Lumineszenz in A. fumigatus Hyphen entsteht, sobald der
Promoter der Alpha-Glucan Synthase (Ags) aktiviert wird'®. Es konnte zuvor gezeigt
werden, dass Zellwandstress eine starke Aktivierung des Ags-Promoters bewirkt'®.
Unsere bisherigen nichtpublizierten Daten konnten mit dieser Methode zeigen, dass
unter Einfluss neutrophiler Granulozyten in der Tat eine Aktivierung des Ags-Promoters
vergleichbar mit der Aktivierung unter Einfluss von chemischen Zellwandstressoren wie
CFW entsteht. Dies deutet stark darauf hin, dass Immunzellen signifikanten
Zellwandstress auf A. fumigatus Hyphen ausuben.

Die gesteigerte Anfalligkeit von Arho4 ist dabei aller Wahrscheinlichkeit nach durch das
Fehlen von Septen zu erklaren'>84 weshalb der Stress, den Immunzellen an einem
Hyphenteil austben, nicht durch eine Unterteilung in Kompartimente vom Rest der

Hyphe ferngehalten werden kann.
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Besonders interessant ist das Ergebnis, dass die Komplementationsmutante Arho2 +
rho?2 eine signifikant erhdhte Resistenz gegentber neutrophiler Granulozyten aufweist.
Dies bot Ansatzpunkt fur viele weitere Experimente (siehe 7.3 und 7.5 sowie 8.3) zur

weiteren Klarung dieses Phanomens.

Im nachsten Schritt sollte auch die Deletionsmutante AmidA noch eingehender
untersucht werden, um mdgliche Zusammenhange zur GTPase Rho2 aufzudecken
(siehe 8.3.1).

Insgesamt unterstreichen diese Ergebnisse erneut das Potenzial von mitoFLARE: Auf
Zellebene kénnen Einflisse einzelner Gene auf das fungale Uberleben beobachtet und
quantifiziert werden. Aulerhalb von den Zellwandintegritatsweg von A. fumigatus
betreffenden Fragestellungen ist mitoFLARE auf eine Vielzahl weiterer
Forschungsgebiete Ubertragbar. Denkbar sind ,killing“-Experimente mit A. fumigatus-
Stammen, welche beispielsweise Deletionen von Virulenz-vermittelnden Genen
aufweisen wie AzafA'%® (ein Stamm, dem ein wichtiger Transkriptionsfaktor fiir den

Zinkmetabolismus fehlt) oder ApksP'®® (ein Stamm, dem der Farbstoff Melanin fehlt).

8.3 Spielt Rho2 eine zentrale Rolle in der Vermittlung der

Zellwandstressantwort?

8.3.1 Funktion von Rho2 und Position im Zellwandintegritatsweg

Es wurde bereits vermutet, dass die Rho-GTPase Rho2 Bestandteil des
Zellwandintegritatswegs von A. fumigatus sein konnte, da eine Deletion des Gens zu
einer gesteigerten Empfindlichkeit gegenuber typischen Zellwandstressoren wie CFW
und Kongorot fiihrt''1283 (siehe 5.6). Unklar ist jedoch die genaue Position im
Integritdtsweg’!, mogliche vorgeschaltete Rezeptoren oder nachgeschaltete

Effektorproteine sind also unbekannt.

Neu ist die ebenfalls gesteigerte Empfindlichkeit gegenuber Immunzellen von Arho2
und rho2wton unter reprimierten Bedingungen sowie die signifikant gesteigerte
Resistenz gegenuber Zellwandstress von Mutanten mit gesteigerter Expression von
rho2. Sowohl Komplementationsmutanten mit mehrfacher genetischer Integration des

Komplementationsvektors, als auch die konditionelle Mutante rhoZtton unter
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induzierten Bedingungen weist eine im Vergleich zum Wildtyp deutlich erhdhte
Resistenz gegenuber CFW auf. Diese erhohte Resistenz gegenlber einem
Zellwandstressor steht in Korrelation mit einer erhdohten Resistenz gegenuber
neutrophilen Granulozyten, was die Bedeutung des Zellwandintegritatswegs in der

Stressantwort auf Immunzellen und die in 4.2 dargelegten Punkte erneut unterstreicht.

Eine neue Erkenntnis ist die verminderte Wachstumsgeschwindigkeit des Pilzes bei
(wahrscheinlicher) Uberexpression von rho2. Dabei |asst sich dieses Ergebnis im
radiaren Wachstumstest fur rho2tweton unter induzierten Bedingungen bestatigen, fur
Arho2 + rho2 ergibt sich dort kein signifikanter Wachstumsunterschied im Vergleich
zum Wildtyp (siehe 7.6). Im Gegensatz dazu sind in zuvor durchgeflhrten TUpfeltests
kleinere KoloniegréRen bei Arho2 + rho2 im Vergleich zum Wildtyp aufgefallen (siehe
7.3.1,7.3.4,7.4.4,7.5.1). Eine Erklarung fur diese Diskrepanz konnte sein, dass bei
Arho2 + rhoZ2 funktionale regulatorische Mechanismen des Promoters vorliegen, die
trotz einer mehrfachen Integration des Komplementationskonstrukts beispielsweise ab
einer gewissen KoloniegroRe (die Inkubationszeit des radiaren Wachstumstests ist im
Vergleich zum Tupfeltest deutlich langer) einer erhéhten Expressionsrate von rho2
teilweise gegensteuern. Im Gegensatz hierzu wird der konditionelle Promoter von
rho2weton durch das im Medium vorliegende Doxycyclin dauerhaft aktiviert, wodurch

vorhandene regulatorische Elemente nicht zum Tragen kommen konnen.

Eine mogliche Erklarung des Phanotyps der gesteigerten Resistenz und
verlangsamten Wachstums ware, dass unter Uberexpression von rho2 eine verdickte
bzw. anders zusammengesetzte Zellwand entsteht. Der Pilz ist dadurch
widerstandsfahiger, wachst jedoch etwa z.B. aufgrund erhdhten Energiebedarfs oder
,Breiten“- statt Langenwachstums verzogert. Bildlich gesprochen wurde ein langsam
wachsender, aber dick ,gepanzerter” Organismus entstehen, der resistent gegentiber
Stressbedingungen ist, die seine Panzerung bzw. Zellwand betreffen. Unter
lichtmikroskopischen Vergrofierungen ist ein offensichtlicher phanotypischer
Unterschied der Komplementationsmutante Arho2 + rho2 und rhoZwton unter
induzierten Bedingungen im Vergleich zum Wildtyp im Wachstumsverhalten bis auf ein
insgesamt verlangsamtes Wachstum nicht zu erkennen, wobei die Zellwand in der

maximal erreichbaren 1000x VergroRerung nicht genau darstellbar ist. Interessant
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waren daher elektronenmikroskopische Untersuchungen der Zellwand, ob sich

beispielsweise deren Dicke oder Morphologie verandert.

Auf molekularer Ebene ware ein mdglicher Wirkmechanismus, dass Rho2 als weiterer
Effektor stromaufwarts des bekannten MAP-Kinase-Moduls Bck2/mkk2/MpKAS55:80 gitzt.
Eine Phosphorylierung von Bck2/mkk2/MpKA fuhrt im Zellkern zur gesteigerten
Expression diverser Transkriptionsfaktoren, die mit der Zellwand und deren
Zusammensetzung/-synthese  assoziiert sind'%%80  Um dieser Hypothese
nachzugehen ware es notig, die erhohte Phosphorylierung von MpKA bei
Uberexpression von rho2 mit einem entsprechenden Assay nachzuweisen. Solche

Phosphorylierungsnachweise von MpKA sind bereits erfolgreich angewandt worden®°.

Eine weitere hypothetische Funktion von Rho2 ware die direkte oder indirekte
Aktivierung von Zellwandsyntheseproteinen, bspw. der Glucan-Synthasen oder von
Chitin-Synthasen. Es gibt Hinweise aus der Pilzforschung, dass Rho2 mit der a-1,3-
Glucan Synthese assoziiert ist: Im Hefepilz Saccharomyces Pombe flhrt eine
Uberexpression zu einer Erhdhung von a-1,3-Glucan, nicht aber von B-1,3-Glucan'¥’.
Diese Erh6hung ist abhangig vom Proteinkinase C Homolog Pck2, welche ein MAP-
Kinase Modul aktiviert, welches wiederum als Aktivator fir diverse mit der
Zellwandsynthese assoziierte Transkriptionsfaktoren dient (siehe 5.5)19%197, Dies ist ein
Hinweis, dass ein Zusammenhang von Rho2 mit der a-1,3-Glucan Synthese nicht Uber
eine direkte Aktivierung, sondern Uber Genregulation Synthese-assoziierter Gene

besteht®4.

Um der Hypothese einer Assoziation von Rho2 mit der Zellwandsynthese weiter
nachzugehen, waren Deletionsanalysen hilfreich. Wuirde nach Deletion von
Synthesegenen einzelner Zellwandbausteine eine Uberexpression von rho2 keine
Auswirkung mehr auf Resistenzen gegenutber Zellwandstress haben, ware dieser
Baustein bzw. dessen Synthase/syntheseassoziierten Gene als Zieleffektor von rho2
identifiziert. Ein Problem ist dabei, dass Zellwandbestandteile haufig von mehreren
Synthasen gebildet werden, wodurch ein redundantes und komplexes System
entsteht>. Entsprechende Deletionsanalysen sind somit durch die notwendige

Mehrfachdeletion aufwendig. Eine Deletion von mehr als drei bis vier Zielgenen ist in

Seite 118



Diskussion

A. fumigatus aufgrund einer begrenzten verfugbaren Anzahl an zur Selektion
verwendeten Antimykotika nur sehr schwierig moglich. Eine interessante Ausnahme
bildet der Zellwandbaustein B-1,3-Glucan, welcher nur durch die Synthase Fks1
gebildet wird'98199.55 Dije Mutante Afks? (welche folglich kein B-1,3-Glucan bildet,
wodurch der Zellwand ein sehr wesentlicher Baustein fehlt) ist jedoch kaum
Uberlebensfahig: Sie wachst sehr langsam und verzweigt sich verstarkt mit konsekutiv
verstarkter Septenbildung, um einen beobachteten vermehrten Integritatsverlust der
Zellwand in Form von Aufplatzen zu kompensieren”®. Damit befindet sich die Mutante
Afks1 vermutlich dauerhaft in Stressbedingungen. Unter diesen Voraussetzungen
erscheinen Experimente, welche Veranderungen der Zellwandstressresistenz unter

Uberexpressionsbedingungen von rho2 beinhalten, wenig erfolgsversprechend.

Interessant ware eine Untersuchung der genauen Zellwandzusammensetzung.
Dadurch konnte untersucht werden, ob sich der quantitative Anteil an Chitin, a-1,3-
Glucan oder [(-1,3-Glucan der Zellwand unter induzierten bzw. reprimierten
Bedingungen von rho2 andert. Damit konnten wichtige Hinweise flr mdgliche

Zieleffektoren von rho2 gesammelt werden.

Sollte sich eine im Vergleich zum Wildtyp geanderte Zellwand ergeben, kdnnten im
nachsten Schritt Versuche durchgefuhrt werden, in denen die Zytokin-Produktion von
Immunzellen nach Exponierung mit Hyphen von rho2:tn mit und ohne Zugabe von
Doxycyclin im Vergleich zum Wildtyp gemessen wird. Ein Unterschied in der Menge
oder Zusammensetzung der gebildeten Zytokine kdnnte weitere Rickschlisse auf die
Interaktion von Zellwand und Immunsystem zulassen. Wurde sich etwa der Anteil von
a-1,3-Glucan erhdhen, wurde die beobachtete erhdhte Resistenz von rho2teton Hyphen
unter induzierten Bedingungen gegenuber PMNs der Hypothese zusprechen, dass das
Zellwandpolymer a-1,3-Glucan eine Art Tarnungsmechanismus des Pilzes darstellt
(siehe auch 5.4)?7:7273_Sollte sich bei rho2:eton Hyphen unter induzierten Bedingungen
hingegen der Anteil an (-1,3-Glucan vermindern, ein fur Immunzellen wichtiges
PAMP®364 ware dies ebenfalls eine mogliche Erklarung fir eine im Vergleich zum
Wildtyp abgeschwachte Immunantwort.
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8.3.2 Rolle von MidA und Bezug zu Rho2

Der Zellwandsensor MidA ist Teil des Zellwandintegritatswegs und gibt Zellwandstress
Uber Rom2, Rho1 und PkcA an Bck2/Mkk2/MpKA weiter'"-1278_Eine Deletion von MidA
fuhrt neben einer erhdhten Sensibilitat gegenuber Zellwandstress wie beschrieben
auch zu einer erhohten Sensibilitdt gegenliber Immunzellen wie bei Arho2'?. Denkbar
ware, dass MidA einen erheblichen Anteil seiner Stressdetektion und -antwort an Rho2
vermittelt. Dies bietet einen Ansatzpunkt flir weitere Experimente: Neben einer
Doppeldeletion AmidAArho2 ware auch eine konditionelle midA-Mutante hilfreich, um
zu Uberprifen, ob eine (starke) Expression von midA analog zu rho2 zu einer erhéhten
Zellwandstressresistenz fuhrt. Ware dies der Fall, wirde dies fur eine Rolle von MidA

als Sensor vor Rho2 sprechen.

8.3.3 Rolle der 3’-UTR von rho2 fiir die Regulation des Promoters

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine mehrfache Integration des
Komplementationsvektors Arho2 + rho2 aller Wahrscheinlichkeit nach aufgrund einer
konsekutiv erhohten Expressionsrate von rho2 zu einer erhohten Resistenz gegenuber
Zellwandstress fiihrt. Uberraschenderweise fiihrte eine einfache Integration des
Vektors nicht zu einer Reduktion der Resistenz auf Wildtypniveau. Die beobachtete
erhdhte Resistenz gegenuber dem Zellwandstressor CFW erreichte das Wildtypniveau
erst bei Komplementationsmutanten, welche zusatzlich eine Erweiterung am 3-UTR in
Form des neuen Komplementationsvektors pDR0O03 (Arho2 + rho2a443) aufwiesen.
Damit deutet vieles darauf hin, dass die 3*-UTR von rho2 eine regulatorische Funktion

auf die Genexpression aufweist.

Auf pratranskriptioneller Ebene ware hypothetisch denkbar, dass in der 3-UTR von
rho2 eine Bindungsstelle fiir Transkriptionsfaktoren sitzt?%°. Fehlt diese, wére eine
veranderte Genexpressionsrate wahrscheinlich. Nach der Transkription in mRNA ist in
eukaryoten Zellen ein komplexes und auf mehreren Mechanismen beruhendes
regulatorisches System beschrieben, in welchem die 3‘-UTR wichtige Funktionen
innehat?°!. Sie spielt beispielsweise eine Rolle bei der mRNA-Stabilitdt (mafgeblich
durch AU-reiche Regionen und microRNA202203)  der Regulation der Translation
(beispielsweise bei der Initierung der Translation Uber RNA-bindende Proteine

(RBPs)?94.205) oder der mRNA-Lokalisation?%. Viele der regulatorischen Mechanismen
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der 3-UTR beruht auf RBPs, welche wiederum weitere Effektorproteine binden
konnen?°!. Auch der 3-UTR von rho2 kdnnte eine Bindungsstelle fiir solche Regulator-

Proteine aufweisen.

Damit ergibt sich ein Ansatzpunkt fur weitere Untersuchungen: Mittels Analysen auf
Proteinebene z.B. mittels Western-Blot konnte bestatigt werden, ob die Erweiterung an
der 3'-UTR bzw. deren Fehlen zu einer geanderten Expressionsrate fuhrt. Fur die
Frage, welcher Teil der 3-UTR flir die mutmallich geanderte Expression von Rho2
verantwortlich ist, kdnnte die Konstruktion neuer Vektoren mit stickweiser Verkurzung

des um 1009bp am 3‘-Bereich erweiterten Vektors pDR003 Aufschluss geben.

8.3.4 In vivo Versuche

Ein in vivo Infektionsmodell in der Bienenmade Galleria melonella zeigt eine im
Vergleich zum Wildtyp erhéhte Uberlebensrate von mit Arho2 infizierten Maden, was
fur eine verminderte Virulenz des Stammes Arho2 spricht. Leider im Vergleich zu
Wildtyp keinen signifikanten Uberlebensunterschied zeigte die Infektion mit
Arho2+rho2, obwohl diese in vitro eine erhdhte Resistenz gegenuber neutrophilen
Granulozyten aufweist. Méglicherweise flihrt eine Uberexpression von rho2 durch ein
verlangsamtes Wachstum zu einer gleichermal3en reduzierten Virulenz, obwohl eine
erhohte Resistenz gegenuber Immunzellen besteht. Als mdglicher Storfaktor kommt
zudem eine zu hohe Abtdtungsrate des Wildtyps in Betracht: Am Ende der
Infektionsphase (iberlebten lediglich knapp 10% der Tiere, die Uberlebenskurve sinkt
frih steil ab. Eine Wiederholung der Experimente mit niedrigerer Infektionslast mit dem
Ziel eines héheren Uberlebens der mit Wildtyp beimpftem Maden wére ein mdglicher
nachster Schritt. Erganzend konnte auch die konditionelle Mutante rho2seton im
Madenmodell untersucht werden. No6tig hierzu sind sicherlich einige entsprechende
Vorversuche, in denen sichergestellt wird, dass eine starke Expression in der Made
erreicht wird, da die noétige Zufuhr von Doxycyclin (etwa durch Futterung oder
mehrfache Bolusgaben per Injektion) ein methodisches Problem darstellt. Zur
Vortestung kdnnte ein konditionellen Stamm mitgefuhrt werden, welcher ohne Zugabe
von Doxycyclin avirulent ist. Bei signifikanter Abtétungsrate der Maden vergleichbar mit

dem Wildtyp ware von einer suffizienten Doxycyclinversorgung auszugehen.
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Zwar stellt das Infektionsmodell Galleria melonella ein etabliertes in vivo Modell in der
Pilzforschung dar®%2%7 dennoch ware ein in vivo Infektionsversuch an Saugetieren wie
klassischerweise dem Mausmodell eine wertvolle Erganzung dieser Daten, um deren
Relevanz und mégliche Ubertragbarkeit auf die Infektion im Menschen zu tberpriifen.
Es gibt Evidenz, dass ein intakter Zellwandintegritatsweg fur die Virulenz von A.
fumigatus erforderlich ist. Eine Deletion von mkk2, einem von drei Elementen des MAP-
Kinase-Wegs uber Bck2, MpkA, und Mkk2 fuhrt zu einer verminderten Virulenz im
Mausmodell®. Uberraschenderweise fiihrt eine Deletion von mpkA zwar zu einem in
vitro drastischen Wachstumsdefekt vergleichbar mit dem von Amkk2, jedoch konnte
keine verminderte Virulenz festgestellt werden®. Auch eine Punktmutation der den
MAP-Kinasen Bck2/MpkA/Mkk2 direkt vorgeschalteten Proteinkinase PkcA fuhrt
bisherigen Erkenntnissen nach nicht zu einer reduzierten Virulenz>°82, Wertvoll waren
deshalb weitere Erkenntnisse, ob Rho2 auch im Mausmodell einen Einfluss auf die

Virulenz von A. fumigatus aufweist.

Insgesamt bleibt festzustellen, dass Uber die Rolle des Zellwandintegritatswegs fur die
Virulenz in in vivo Infektionsmodellen bisher wenig bekannt ist’%. Weitere
Untersuchungen konnten einen wertvollen Beitrag dazu leisten, die Rolle des
Zellwandintegritatswegs fur Resistenz und Virulenz in vivo besser zu verstehen und
mogliche Schllsselstellen zu identifizieren, welche wiederum Ausgangspunkt fur
Anwendungen wie die Uberpriifung mdglicher Ziele neuer medikamentdser Wirkstoffe

bieten konnten.
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