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1. EINLEITUNG

1.1. DER SCHIMMELPILZ ASPERGILLUS FUMIGATUS

Schimmelpilze sind dem Menschen wohlbekannte Lebewesen. Aufgrund ihrer hiufig saprophyta-
ren Lebensweise und der ubiquitiren luftgetragenen Verteilung ihrer Sporen tauchen sie beispiels-
weise auf verderbenden Nahrungsmitteln oder anderem organischen Material auf (Samson et al.
2014). Neben der im Zentrum dieser Arbeit stehenden Spezies Aspergilius fumigatus aus der Gruppe
der Askomyzeten finden sich hierunter eine Vielzahl verschiedener Schimmelpilzarten mit unter-
schiedlicher Morphologie. Betrachtet man das gesamte Spektrum der Pilze, wird die Zahl an ver-
schiedenen Spezies weltweit auf etwa 1,5 Millionen geschitzt, die sich teilweise stark in Aussehen,
Lebensform und ihrer Bedeutung fiir den Menschen unterscheiden (Hawksworth 2001).

Die Gattung Aspergillus verdankt ihren Namen der Form der Konidientrager (Konidiophoren),
die den Erstbeschreiber Pierantonio Micheli an den in der Kirche verwendeten Weihwasserprengel,
auch Aspergill genannt, erinnerte (Micheli und Gastone 1729). Die hydrophoben, etwa 2,5 bis
3,0 wm grof3en, bei der Spezies A. fumigatus blaugrinen Konidien lieferten den Beinamen in Anleh-
nung an das lateinische Wort fumus fur Rauch (Fresenius 1863).

In der Gattung Aspergillus sind aktuell mehr als 250 Spezies bekannt, die wiederum in mehrere
Komplexe eingeteilt werden. In der Humanmedizin am relevantesten sind die finf Komplexe
Fumrigati, Flavi, Nigri, Terrei und Nidulante; hiervon ist wiederum A. fumigatus, auch A. fumigatus sensn
strictn, aus dem Fumigati-Komplex am bedeutendsten (Sugui et al. 2015). Dem A. fumigatus sensu latu-
Komplex werden neben der namensgebenden noch elf, von einigen Experten sogar bis zu 63 wei-
tere Spezies zugeordnet, darunter A. wdagawae, A. psendofischeri, A. lentulus, A. fumigatiaffinis, die zum
Teil nur durch molekulare Untersuchungen voneinander unterschieden werden kénnen (Sugui et

al. 2015; Frisvad und Larsen 2015).

1.2. DIE MEDIZINISCHE BEDEUTUNG VON ASPERGILLUS FUMIGATUS

Unter allen Spezies der Gattung Aspergillus stellt A. fumigatus die mit Abstand haufigste krankheits-
verursachende Spezies dar, insbesondere bei Infektionen der Lunge, gefolgt von A. flavus, A. niger,
A. terreus und A. nidulans (Kosmidis und Denning 2015; Garnacho-Montero et al. 2013).
Interessanterweise wurden in drei bis sechs Prozent der Patienten mit invasiver Aspergillose (IA)
von A. fumigatus abweichende Spezies aus dem A. fumigatus sensu latn-Komplex isoliert. Die tatsich-
liche Privalenz von Infektionen durch A. fumigatus sensu latn-Spezies konnte jedoch héher liegen,
da konventionelle Methoden oft nicht zur eindeutigen Differenzierung ausreichen und es dadurch

zu einer Fehlidentifizierung als A. fumigatus sensu strictn kommt (Lamoth 2016; Sugui et al. 2015).
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Aufgrund der aerogenen Verbreitung von Schimmelpilzsporen ist die Lunge das am haufigsten
befallene Organ. Dartiber hinaus kénnen beispielsweise die Nasennebenhéhlen, der Gastrointesti-
naltrakt oder die Haut betroffen sein (Bennett 2009; Latgé 1999; Taccone et al. 2015; Kousha et al.
2011; Denning 1998).

Inhalierte Sporen gelangen aufgrund ihrer geringen GréBe bis in die Alveolen (Latgé 1999).
Selbst wenn sie nicht durch mukozilidre Reinigung durch das Flimmerepithel aus den Atemwegen
herausbefordert werden, bleibt dies meist folgenlos, da die Konidien durch verschiedene patho-
generkennende Rezeptoren der Alveolarmakrophagen erkannt, phagozytiert und abgetétet werden
(Kousha et al. 2011; Drummond und Brown 2011). Liegt jedoch ein hyperreagibles, mif3ig oder
stark geschwichtes Immunsystem vor, kann es zu einer allergischen bronchopulmonalen Aspergil-
lose, zu einer chronischen pulmonalen Aspergillose mit oder ohne Aspergillom oder zu einer inva-

siven Aspergillose kommen (Kousha et al. 2011).

1.2.1.  DIE DURCH ASPERGILLUS FUMIGATUS AUSGELOSTEN KRANKHEITSBILDER IM STECK-
BRIEF

Eine allergische bronchopulmonale Aspergillose (ABPA) kann sich durch eine Sensibilisierung
auf A. fumigatus auf dem Boden einer atopischen Grunderkrankung oder zystischen Fibrose
entwickeln (Latgé 1999; Kousha et al. 2011). So kann ein hyperreagibles Immunsystem auf die
eingeatmeten Sporen durch Verstirkung eines bestehenden Asthmas bronchiale oder einer Allergie
reagieren. Umstritten ist, ob eine hohe Sporenkonzentration in der unmittelbaren Atemluft allein
ursichlich fir die Entstehung einer ABPA ist (Tillie-Leblond und Tonnel 2005). Die Erkrankung
kann sich klinisch als schlecht kontrolliertes Asthma mit Himoptysen, Fieber, schwerem Krank-
heitsgetithl, Brustschmerzen und dem Abhusten von Schleim darstellen (Kousha et al. 2011; Tillie-
Leblond und Tonnel 2005). Diagnostisch wegweisend sind neben der klinischen Symptomatik er-
hohte Aspergillus-spezifische IgE-Level oder ein positiver Aspergi/ius-Hauttest (Richardson und Page
2017, Patterson et al. 2016). Die Therapie erfolgt durch orale Kortikosteroide, teilweise in Kombi-
nation mit Triazol-Antimykotika (Kousha et al. 2011; Patterson et al. 2016).

Die chronische pulmonale Aspergillose (CPA) tritt vorwiegend bei beispielsweise durch eine
Kortikosteroid-Therapie maBig eingeschrinktem Immunsystem auf. Begtnstigt wird sie durch zu-
grundeliegende oder abgelaufene kavitire oder bullése Lungenerkrankungen, beispielsweise Tu-
berkulose oder COPD (Kosmidis und Denning 2015). Im Rahmen einer CPA kann auch ein
Aspergillom entstehen. Hierbei handelt es sich um einen abgetrennten Pilzball ohne Merkmale
invasiven Wachstums. Dieser kann nicht nur in der Lunge, sondern in simtlichen priformierten
Korperhdhlen vorkommen (Kosmidis und Denning 2015). Neben Allgemeinsymptomen wie Ge-
wichtsverlust, einem starken Krankheitsgefiihl, Nachtschweil3 und Appetitlosigkeit kann sich die

CPA auch mit chronischem produktiven Husten, Dyspnoe, Brustschmerzen oder Himoptysis
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manifestieren (Kosmidis und Denning 2015). Mégliche radiologische Befunde sind Kavititen mit
oder ohne sichtbaren Pilzball, Infiltrate, Knétchen sowie eine Fibrose des Lungen- oder Pleurage-
webes (Kosmidis und Denning 2015). Zur Diagnosestellung kann Aspergi/ius-spezifisches IgG un-
tersucht werden (Richardson und Page 2017; Patterson et al. 2016). Aulerdem ist der Nachweis
von Aspergilius mittels Kultur oder PCR im Sputum, Biopsat oder Aspirat hilfreich (Patterson et al.
2016; Kosmidis und Denning 2015). Medikamente der ersten Wahl sind die Triazole Voriconazol
und Itraconazol (Patterson et al. 2016; Kosmidis und Denning 2015; Ullmann et al. 2018). Liegt
ein Aspergillom vor, sollte eine chirurgische Resektion erfolgen (Ullmann et al. 2018), gegebenen-
falls begleitet von pra- und postoperativer Antimykotika-Gabe zur Verhinderung eines konsekuti-
ven Empyems (Patterson et al. 2016). Die 5-Jahres-Uberlebensrate einer CPA liegt insgesamt zwi-
schen 50 und 85 % (Richardson und Page 2017; Kosmidis und Denning 2015).

Liegt dagegen eine deutliche Schwiche des Immunsystems vor, kann es zum invasiven Wachs-
tum der in den Atemwegen auskeimenden Sporen aus der Atemluft und somit zu einer invasiven
Aspergillose (IA) kommen, bei der es zur Infiltration ins Parenchymgewebe und Bronchial- und
Gefillsystem kommt (Kosmidis und Denning 2015). Eine Beteiligung anderer Organe, wie bei-
spielsweise von Gehirn, Haut, Nieren, Augen oder Sinus, ist sowohl primar mdglich als auch in-
folge einer Dissemination bei Einbruch in das Gefil3system (Kosmidis und Denning 2015).

Zu den klassischen Risikofaktoren zihlen das Auftreten einer Neutropenie, himatopoetische
Stammzell- oder Organtransplantationen, eine prolongierte Hochdosis-Kortikosteroid- oder eine
zytotoxische Therapie sowie das Vorliegen einer himatoonkologischen, einer AIDS-Erkrankung
oder einer septischen Granulomatose (Kousha et al. 2011; Denning 1998). Dartiber hinaus wurden
als weitere Risikofaktoren eine fortgeschrittene COPD mit oder ohne systemische Kortikosteroid-
behandlung, die Notwendigkeit eines intensivstationdren Aufenthalts sowie eine vorliegende In-
fluenza-Infektion identifiziert (Kousha et al. 2011; Lilienfeld-Toal et al. 2019).

Die meist unspezifischen Symptome einer IA dhneln in der Regel denen einer Bronchopneu-
monie und kénnen ein auf Antibiotika nicht ansprechendes Fieber, Husten, Auswurf, Atemnot
sowie pleuritische Brustschmerzen beinhalten (Kousha et al. 2011; Denning 1998; Ruhnke et al.
2012). Weitere Symptome konnen im Rahmen einer himatogenen Streuung in andere Organe auf-
treten (Denning 1998; Kousha et al. 2011).

Zum sicheren Nachweis einer pulmonalen invasiven Aspergillose ist eine histopathologische
Untersuchung eines Biopsats notwendig (Patterson et al. 20106); die typischen septierten, verzweig-
ten, das Lungengewebe infiltrierenden Hyphen lassen sich am besten nach pilzspezifischer PAS-,
Grocott-Methenamin-Silber- oder CFW-Firbung des Priparats erkennen (Ruhnke et al. 2012). In
Kombination mit einer von derselben Stelle stammenden Aspergillus-positiven Kultur beweist dies

eine Aspergillus-Infektion (Kousha et al. 2011). Wihrend Blutkulturen und Aspergillus-Antikérper
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insbesondere bei immunsupprimierten Patienten typischerweise negative Ergebnisse bei IA liefern
(Kousha et al. 2011; Ruhnke et al. 2012), wird die Untersuchung von bronchoalveolirer Lavage-
Flussigkeit empfohlen (Garnacho-Montero et al. 2013; Ullmann et al. 2018; Ruhnke et al. 2012).
Neben dem Anfertigen einer Kultur kann es sinnvoll sein, auf das Vorliegen von Antigenen wie
Galaktomannan und 3-1,3-Glukan oder von Pilz-DNS mittels PCR zu testen (Kousha et al. 2011;
Kosmidis und Denning 2015; Ullmann et al. 2018; Ruhnke et al. 2012). Die Kombination verschie-
dener Testmethoden kann bei der klinischen Einschitzung helfen (Kosmidis und Denning 2015;
Ullmann et al. 2018). In der Bildgebung mittels hrCT zeigen sich als mogliche Befunde multiple
Knoten, Halo-Zeichen sowie Luftsicheln, welche nicht als pathognomonisch, jedoch als hinwei-
send gewertet werden (Kousha et al. 2011; Ruhnke et al. 2012).

Zur Erstlinientherapie werden Voriconazol oder Isavuconazol tiber sechs bis zwolf Wochen
empfohlen (Ullmann et al. 2018; Kéhler et al. 2019; Lilienfeld-Toal et al. 2019). Neben den Azolen
stehen noch Amphotericin B sowie Echinocandine zur Salvage-Therapie zur Verfigung (Patterson
et al. 2016; Lilienfeld-Toal et al. 2019). Einige Versuche 7» vitro wie auch Studien zz vivo ergaben
Hinweise darauf, dass eine Kombination verschiedener Substanzen mdéglicherweise zu besseren
Ergebnissen fithrt (Ledoux et al. 2017; Marr et al. 2015; Perea et al. 2002; Philip et al. 2005; Patter-
son et al. 2016). Trotz der Fortschritte in Diagnostik und Therapie ist die Letalitit einer IA mit 30
bis 100 % weiterhin sehr hoch (Kousha et al. 2011; Chowdhary et al. 2017; van Paassen et al. 2016;
Beardsley et al. 2018; Montagna et al. 2013; Meersseman et al. 2004; Perea und Patterson 2002).

1.2.2.  DIE ZELLWAND ALS ANGRIFFSPUNKT FUR ANTIMYKOTIKA
Aus medizinischer Sicht ist die Zellwand pathogener Pilze vor allem aus drei Griinden relevant:
Zum einen stellen ihre Gberwiegend nicht im menschlichen Korper vorkommenden Strukturen ein
geeignetes Ziel fir Antimykotika dar (Debono und Gordee 1994; Hector 1993). Zum anderen ver-
mittelt sie die Interaktion mit Immunzellen (Lee und Sheppard 2016). Dartiber hinaus kénnen
einzelne Komponenten zur Diagnostik herangezogen werden. So lassen sich beispielsweise Galak-
tomannan und B-1,3-Glukan im Serum von an IA erkrankten Patienten finden (Sarwar et al. 2020).
Die Zellwand der Pilze besteht aus verschiedenen Kohlenhydratketten (Beauvais und Latgé
2001; Wagener et al. 2020), vernetzt mit Proteinen (Debono und Gordee 1994), erginzt durch
Lipide und Pigmente (Latgé et al. 2017; Lee und Sheppard 2016). Soweit bekannt, ist 3-1,3-Glukan
der vorwiegende Zellwandbestandteil in allen Hefe- und Schimmelpilzen und bildet eine Art Ge-
rust fur andere Polysaccharide (Beauvais et al. 2001; Fontaine et al. 2000; Wagener et al. 2020).
B3-1,3-Glukan ist aus medizinischer Sicht besonders hervorzuheben, da es durch den Dectin-1-Re-
zeptor der Immunzellen erkannt wird und zur Phagozytose fihrt (Drummond und Brown 2011).

Es wird durch das Enzym B-1,3-Glukansynthase (3-1,3-GS, Fks1) hergestellt, das wiederum das
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Drug Target fiir die Gruppe der Echinocandin-Antimykotika darstellt, welche fungizid auf Hefen
und fungistatisch auf Aspergillen wirken (Dichtl et al. 2015).

Der Glukansynthasekomplex von A. fumigatus besteht aus zwei Bestandteilen, der katalytischen
Untereinheit Fks1 sowie der Untereinheit Rhol, einer kleinmolekularen GTPase, die die 3-1,3-GS-
Aktivitdt reguliert (Beauvais et al. 2001; Perlin 2007; Wagener et al. 2020). Er befindet sich bei
A. fumigatus an den apikalen Hyphen als dem Ort besonders starken Wachstums (Beauvais et al.
2001). Bis vor kurzem ging man davon aus, dass die 3-1,3-GS wie in allen anderen bisher unter-
suchten Pilzen essenziell fur A. fumigatus ist (Beauvais et al. 2001). Dies konnte durch unsere
Arbeitsgruppe jedoch durch die erfolgreiche Herstellung einer konditionellen f&s7-Mutante sowie
einer lebensfahigen fks7-Deletionsmutante widerlegt werden (Dichtl et al. 2015). Diese Mutanten
zeichnen sich makroskopisch durch langsam wachsende Kolonien mit fehlender Sporenbildung
sowie mikroskopisch durch irregulir und langsam wachsende, stark verzweigte Hyphen mit hiufi-
ger Zelllyse aus (Dichtl et al. 2015; Wagener et al. 2020). Diese Morphologie entspricht detjenigen
von Wildtyp-Hyphen unter Einwirkung von Echinocandinen und liefert mit der Tatsache der Le-
bensfihigkeit der fks7-Deletionsmutante die Erklirung fir die nur fungistatische Wirkung von

Echinocandinen auf A. fumigatus (Dichtl et al. 2015; Wagener et al. 2020).

1.3. AUSWAHL DER ANTIMYKOTIKA BEI INVASIVER ASPERGILLOSE

Wihrend eine chirurgische Entfernung nur in seltenen Fillen, wie bei einem abgekapselten Asper-
gillom, die Therapie der Wahl ist, mussen invasive Aspergi//us-Infektionen in der Regel medikamen-
tOs therapiert werden (Patterson et al. 2010).

Bei den zuvor genannten Risikopatienten ist jedoch bereits die Vermeidung einer Pilzinfektion
von grofler Bedeutung. Hierzu werden MaB3nahmen zur Gewihrleistung hoher hygienischer Stan-
dards, nach Moglichkeit eine Unterbringung in Reinluftriumen sowie bei hohem Risiko eine
Chemoprophylaxe mit den Wirkstoffen Posaconazol, Voriconazol oder Micafungin empfohlen
(Patterson et al. 2016; Ullmann et al. 2018; Denning 1998; Kohler et al. 2019). Kommt es dennoch
zu einer Infektion, stehen aktuell drei Klassen an Antimykotika zur Verfiigung, welche im Folgen-

den mit Fokus auf die Behandlung der IA niher betrachtet werden.

1.3.1. POLYENE

Das lange als Erstlinientherapeutikum verwendete Amphotericin B geh6rt der Klasse der Polyene
an (Moen et al. 2009). Seine Wirkung beruht auf einer irreversiblen Bindung von Ergosterol an
extramembrandse Aggregate der Wirkstoffmolekiile und auf Porenbildung mit konsekutivem Ver-
lust der osmotischen Stabilitit, wodurch schlieBlich der Zelltod eintritt (Ghannoum und Rice 1999;
Beauvais und Latgé 2001; Moen et al. 2009; Anderson et al. 2014). Es wird angenommen, dass

dartiber hinaus auch oxidationsabhingige Effekte und die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies
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zur Wirksamkeit beitragen (Beauvais und Latgé 2001; Adler-Moore et al. 2016). Inzwischen werden
weitgehend liposomale Rezeptierungen verwendet, welche ein besseres Nebenwirkungsprofil als
die urspriingliche Deoxycholat-Verbindung bei gleichwertiger Wirksamkeit aufweisen (Beauvais
und Latgé 2001; Adler-Moore et al. 2016). Dennoch ist die Toxizitit von Amphotericin B im Ver-
gleich zu anderen Antimykotika hoch (Moen et al. 2009; Jenks und Hoenigl 2018), weshalb es
seinen Stellenwert als Mittel der ersten Wahl bei der Behandlung der IA verloren hat (Ullmann et
al. 2018). Es steht weiterhin bei der Behandlung von Aspergi/ius-Infektionen bei Neugeborenen
sowie bei Versagen einer Erstlinientherapie mit Azolen bei Erwachsenen oder bei hohen Resis-
tenzraten zur Verfugung (Ullmann et al. 2018; Verweij et al. 2015). Seine fungizide Wirkung ent-
faltet es zudem auch auf andere Pilzarten, wie beispielsweise Mucorales oder Candida spp. (Hamill

2013).

1.3.2. TRIAZOLE

Seit den frithen 1990er Jahren wurden aus der Wirkstoffklasse der Triazole bisher Voriconazol,
Posaconazol, Itraconazol und als jungste Substanz Isavuconazol zugelassen (Hossain und
Ghannoum 2000; Jenks und Hoenigl 2018; Patterson et al. 2016). Azole werden zur Erstlinienthe-
rapie der meisten durch Aspergillus spp. ausgelosten Infektionen herangezogen (Patterson et al.
2016) und erzielen ihre Wirkung durch Hemmung des fiir die Ergosterolbiosynthese zustindigen
Enzyms Lanosterol-14a-Demethylase (Hossain und Ghannoum 2000). Ergosterol ist ein fir die
Fluiditit und Integritit wichtiger Bestandteil der Pilzmembran (Ghannoum und Rice 1999). Wird
Lanosterol-14a-Demethylase durch ein Azol gehemmt, kommt es zum Ergosterolmangel sowie
zur Akkumulation von Vorlauferprodukten und daraus folgend zu einer verinderten Struktur und
Funktion der Plasmamembran (Ghannoum und Rice 1999; Chowdhary et al. 2017; Beauvais und
Latgé 2001). Aufgrund des von Cytochrom P450 (CYP450) abhingigen Wirkstoffmetabolismus
ergibt sich ein problematisches Wechselwirkungspotenzial mit zahlreichen Medikamenten
(Hossain und Ghannoum 2000). Seltene mégliche Nebenwirkungen sind Nieren- und Leberscha-
den, Sehstérungen, Ubelkeit, Erbrechen und Durchfall (Jorgensen et al. 2014; Wang et al. 2015;
Kousha et al. 2011). Wihrend Triazole auf Hefen fungistatisch wirken, fihren sie bei Schimmel-
pilzen zum Zelltod. Ein hierfir zugrundeliegender Mechanismus besteht in der Ausbildung von
Zellwandkohlenhydrat-Patches, wie unsere Arbeitsgruppe in einer der im Rahmen dieser Arbeit

vorliegenden Publikationen zeigen konnte (Geil3el et al. 2018).

1.3.3. ECHINOCANDINE
Die Echinocandine, die jungste Klasse der Antimykotika, haben als Zielstruktur das in der Zell-

wand lokalisierte Enzym 3-1,3-GS. Durch Bindung hieran hemmen sie die Produktion des wichti-

gen Zellwandbestandteils 3-1,3-Glukan (Douglas et al. 1997).
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2001 wurde erstmalig Caspofungin in den USA als Mittel gegen invasive Pilzinfektionen zuge-
lassen (Patil und Majumdar 2017; Chen et al. 2011). 2005 und 2006 folgten jeweils die klinischen
Zulassungen fur Micafungin und Anidulafungin (Chen et al. 2011). Weitere Echinocandine befin-
den sich in Entwicklung. So kénnte das Spektrum der zugelassenen Echinocandine zum Beispiel
bald durch das einmal wochentlich anzuwendende CD101 (Rezafungin) erweitert werden
(Sandison et al. 2017; Ong et al. 2016; Rauseo et al. 2020).

Echinocandin-Antimykotika kénnen je nach Pilzart sowohl fungizid als auch fungistatisch wir-
ken. In Hefen fithrt die durch die Hemmung der 3-1,3-GS ausgeloste Zelllyse zum Tod des Pilzes
(Cappelletty und Eiselstein-McKitrick 2007), bei Schimmelpilzen hingegen kommt es zum Wachs-
tumsarrest (Hector 1993) und zu den kennzeichnenden kurzen, stark verzweigten Hyphen mit ver-
dickten Zellwinden, die osmotisch instabil werden und zur Lyse neigen (Ghannoum und Rice
1999). Dieser Unterschied wird damit erklirt, dass A. fumigatus im Gegensatz zu beispielsweise
Candida spp. ohne B-1,3-GS lebensfihig ist (Dichtl et al. 2015).

Echinocandine stehen als Mittel der ersten Wahl bei invasiver Candidiasis (Pappas et al. 20106)
und bei IA als Mittel der weiteren Wahl zur Verfigung (Ullmann et al. 2018). In einigen Fillen wird
eine Kombination mit Voriconazol bereits in der Erstlinientherapie empfohlen (Marr et al. 2015;
Verweij et al. 2015). Thr entscheidender Vorteil besteht in der im Vergleich zu anderen Antimyko-
tika sehr guten Vertriglichkeit. Mogliche Nebenwirkungen sind hepatotoxische Effekte, Phlebiti-
den, Ausschlag oder Ubelkeit, welche jedoch selten in therapielimitierendem Ausmal} auftreten
(Wang et al. 2015; Kousha et al. 2011). Wechselwirkungen mit anderen Medikamenten oder
CYP450-Interaktionen kommen kaum vor (Chen et al. 2011).

1.4. RESISTENZEN UND ANPASSUNGSMECHANISMEN GEGEN ANTIMYKOTIKA

Das Auftreten von Antimykotika-Resistenzen ist neben der Pilzspezies und Grunderkrankung,
Immunstatus, Komorbidititen, Compliance des Patienten, dem betroffenen Organ, der Dosierung
und auftretenden Nebenwirkungen ein malgeblicher Faktor fir den Erfolg einer Therapie
(Beardsley et al. 2018). Werden Resistenzen nicht rechtzeitig erkannt, kann dies zu hoheren Mor-
talititsraten fithren, da eine wirksame Therapie erst verzogert — nach Versagen der Erstlinienthe-

rapie — eingesetzt wird (van Paassen et al. 2010).

1.4.1. HINTERGRUNDE ZUM AUFTRETEN VON AZOLRESISTENZEN

Triazol-resistente Stimme treten sowohl unter Candida spp. als auch Aspergillus spp. auf. Neben der
Zunahme von Infektionen durch Spezies aus dem A. fumigatus sensu latn-Komplex, welche teilweise
mit einer anderen Empfindlichkeit gegentiber Antimykotika einhergehen als A. fumigatus sensu strictn
(Lamoth 2016), werden auch vermehrt A. fumigatus sensu strictn-Stimme mit Azol-Resistenzen iso-

liert (Goncalves et al. 20106). In den meisten Lindern gelten Resistenzen als ungew6hnlich, doch in
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einzelnen europdischen klinischen Zentren, insbesondere nach langwieriger Azol-Behandlung bei
chronischer kavitirer Aspergillose, scheint die Pravalenz auf bis zu 27 % zu steigen (Goncalves et
al. 2016). Hohe Resistenzraten von bis zu 30 % bei Patienten ohne vorangehende antimykotische
Therapie in den Niederlanden deuten auf eine Verbreitung resistenter Sporen iiber die Umwelt hin
(Goncalves et al. 2016; Fisher et al. 2018). Ein Zusammenhang mit der verbreiteten Anwendung
von Azolen in Landwirtschaft und Tierhaltung wird angenommen (Snelders et al. 2009; Snelders
et al. 2008; van der Linden et al. 2015; Chowdhary et al. 2017; Abdolrasouli et al. 2018; Bromley et
al. 2014).

Aktuell werden vier verschiedene Mechanismen als ursichlich fir die Resistenzen angesehen.
(1) Eine verstirkte Funktion von Effluxpumpen fihrt zu einer herabgesetzten intrazelluldren Azol-
Konzentration (Morschhauser 2010; Goncalves et al. 2016). Dieser Mechanismus wurde in Asper-
gillus nur in vitro untersucht und konnte in resistenten klinischen Isolaten bisher nur aufgrund einer
niedrigen intrazelluliren Azol-Konzentration vermutet werden (Denning et al. 1997). (2) Verinde-
rungen der Zielstruktur Lanosterol-14a-Demethylase (ERG11 in Candida spp., CYP51 in
Aspergillus spp.) tesultieren in einer reduzierten Affinitidt des Wirkstoffs zut Zielstruktur und/oder
einer schwicheren Hemmung der Ergosterolbiosynthese aufgrund einer hochregulierten Enzym-
produktion (Perea und Patterson 2002). Die Lanosterol-14a-Demethylase in Aspergillus spp. wird
von zwei Genen kodiert, ¢gp57.A4 und ¢p57B. In Triazol-resistenten klinischen Isolaten wurden
bisher vor allem Verinderungen im Gen oder in der Promoterregion von gp57.4 gefunden
(Arendrup et al. 2008; Goncalves et al. 2016; Chowdhary et al. 2017; Wiederhold 2017). (3) Auch
nicht-¢yp57.4-Mutationen wurden beschrieben (Chowdhary et al. 2017; Romero et al. 2019; Hagi-
wara et al. 2018), insbesondere Mutationen der HMG-CoA-Reduktase, die zu einem verinderten
Ergosterolprofil fithren (Rybak et al. 2019; Hagiwara et al. 2018). (4) Dartiber hinaus wird auch die

Induktion einer zelluldren Stressantwort als ursdchlich fir Resistenzbildung genannt (Li et al. 2019).

1.4.2. RESISTENZMECHANISMEN GEGENUBER ECHINOCANDINEN

Auch wenn Resistenzen gegentiber Echinocandinen als ausgesprochen selten gelten, zeigen ein-
zelne Studien und Fallberichte eine Zunahme vor allem bei Candida spp., wihrend die Datenlage
zu Aspergillus spp. stark begrenzt ist (Wiederhold 2016).

Als dominierender Mechanismus von Echinocandin-Resistenzen wird eine verdnderte
3-1,3-GS beschrieben (Perlin 2007; Walker et al. 2010). So wurden in resistenten Isolaten von
Candida spp. mehrfach Punktmutationen in den die 3-1,3-GS kodierenden Genen nachgewiesen
(Goncalves et al. 20106; Fekkar et al. 2013; Alexander et al. 2013; Wiederhold 2016; Garcia-Effron
et al. 2009). Analog hierzu weisen 7 vitro-Studien in _Aspergillus spp. auf derartige Mutationen in der
3-1,3-GS als moglichen Resistenzmechanismus auch in dieser Gattung hin (Rocha et al. 2007,

Walker et al. 2010; Gardiner et al. 2005); derartige Mutationen konnten jedoch bisher nur in



Einleitung 13

Einzelfillen in resistenten klinischen Isolaten dieser Gattung nachgewiesen werden (Jiménez-Orti-
gosa et al. 2017).

Weiterhin wurde eine verinderte Zellwandzusammensetzung im Sinne einer Erhoéhung der
Chitinproduktion als Kompensationsmechanismus vielfach diskutiert (Goncalves et al. 2016; Gar-
diner et al. 2005; Walker et al. 2010; Garcia-Rodriguez et al. 2000). Einige 7z vitro hergestellte
C. albicans-Mutanten mit einem erhohten Chitingehalt wurden mit einer Caspofungin-Resistenz
assoziiert, so dass es sich hierbei durchaus um einen méglichen Resistenzmechanismus oder einen
begleitenden Prozess handeln kénnte (Plaine et al. 2008).

Neuere Untersuchungen klinischer Isolate von .A. fumigatus ohne auffindbare Mutationen in der
3-1,3-GS weisen darauf hin, dass eine durch reaktive Sauerstoffspezies induzierte verinderte An-
ordnung von Lipiden in der Plasmamembran um die 3-1,3-GS deren Caspofungin-Empfindlichkeit
herabsetzt (Satish et al. 2019). Diese Ergebnisse sind insbesondere mit den von uns zuvor publi-
zierten Ergebnissen vereinbar, welche ein wesentlicher Bestandteil der vorliegenden Arbeit sind

(Loiko und Wagener 2017).

1.4.3. PARADOXES WACHSTUM ALS EINE ANPASSUNGSREAKTION AUF ECHINOCANDIN-
INDUZIERTEN STRESS

Bereits in Versuchen mit dem frithen Echinocandin Cilofungin fiel auf, dass einige Stimme der
Spezies C. albicans und C. tropicalis in dessen Gegenwart Wachstum bei Konzentrationen zeigten,
die oberhalb derer mit partieller Hemmung lagen (Hall et al. 1988). Dieses Echinocandin-spezifi-
sche ,,paradoxe Wachstum* bestitigte sich spiter bei Empfindlichkeitstestungen in Verdiinnungs-
platten auch bei anderen Pilzspezies der Gattungen Candida und Aspergillus (Chamilos et al. 2007,
Antachopoulos et al. 2007). Dabei handelt es sich um die Fahigkeit einiger Stimme in der Gegen-
wart von hohen FEchinocandin-Konzentrationen weit oberhalb der minimalen -effektiven
Konzentration (MEC) bzw. der minimalen Hemmkonzentration (MIC) zu wachsen, obwohl sie
bei ebenfalls tber der MEC/MIC liegenden niedrigeren Konzentrationen gehemmt beziehungs-
weise abgetotet werden (Wagener und Loiko 2017).

Die Frage, ob paradoxes Wachstum nur ein 7z vitro zu beobachtendes Phinomen ist oder auch
in vivo eine wichtige Rolle spielt, wurde vielfach diskutiert, jedoch nicht abschlieBend geklart (Wa-
gener und Loiko 2017). Tiermodelle liefern Hinweise auf ein Vorhandensein dieses Effekts 7z vivo
(Wagener und Loiko 2017). Das Auftreten von paradoxem Wachstum ist abhdngig von der Spezies,
ihrer Wachstumsform, dem Echinocandin, der Einwirkzeit, dem Medium und seinen Zusitzen
(Antachopoulos et al. 2008; Fleischhacker et al. 2008; Stevens et al. 2004; Chamilos et al. 2007;
Steinbach et al. 2015; Wagener und Loiko 2017; Loiko und Wagener 2017). Es konnte widerlegt
werden, dass Mutationen im Gen fks7 oder Ausfillung oder Zerfall des Echinocandins fiir diesen

Effekt verantwortlich sind (Stevens et al. 2005; Rueda et al. 2014). Mikrokolonien, die zuvor bei
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hoher Echinocandin-Konzentration paradox gewachsen sind, sind in neuem Medium mit mittlerer
Konzentration wieder uneingeschrinkt empfindlich (Stevens et al. 2004). Die molekularen Grund-
lagen dieses Phinomens konnten bisher nicht geklirt werden, es wurden jedoch einige Pathways
damit assoziiert. So wurde gezeigt, dass der vor dem Auftreten paradoxen Wachstums beobachtete
Anstieg des Zellwandchitins eng mit dem CWI- und dem HOG-Pathway verkniipft ist (Walker et
al. 2008; Dichtl et al. 2012) und abhingig von Calcineurin und Heat Shock Protein 90 ablauft
(Fortwendel et al. 2009; Lamoth et al. 2012; Lamoth et al. 2014). Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit konnte gezeigt werden, dass paradoxes Wachstum auf einem Wiedereinsetzen der 3-1,3-GS
nach vorheriger starker Hemmung ebendieser basiert (Loiko und Wagener 2017). Die oben ge-
nannten Effekte konnen deshalb als notwendige Kompensationsmechanismen verstanden werden,
welche durch eine verbesserte Uberlebensfihigkeit das AussprieBen paradoxer Hyphen iiberhaupt
erst ermdglichen (Wagener und Loiko 2017). Die Ergebnisse der vorliegenden Studie konnten
durch die Experimente einer anderen Arbeitsgruppe bestitigt werden, die zudem beobachtete, dass
die Lokalisation von Fks1 in Anwesenheit von Caspofungin von den Hyphenspitzen zu den Va-
kuolen hin wechselt (Moreno-Velasquez et al. 2017). Bei bestindiger Exposition gegeniiber hohen
Caspofungin-Konzentrationen wird dies riickgingig gemacht, was als Voraussetzung fiir die wie-
derhergestellte Funktionsfahigkeit der 8-1,3-GS verstanden werden kann (Moreno-Velasquez et al.
2017). Einen weiteren Baustein im Verstindnis dieser Prozesse lieferten Satish et al. durch die
Beobachtung, dass eine veranderte Zusammensetzung der Lipide in der Plasmamembran zu einer

geringeren Caspofungin-Empfindlichkeit fihrt (Satish et al. 2019).

1.5. ZIELSETZUNG DIESER ARBEIT

Azole und Echinocandine sind wichtige Medikamente in der Therapie humaner Pilzinfektionen,
welche mit einer schwierigen Diagnosefindung sowie einer hohen Mortalitit trotz Therapie einher-
gehen. Die zunehmende Inzidenz aufgrund einer steigenden Zahl an Risikopatienten (Kousha et
al. 2011) sowie das Auftreten von Resistenzen machen die genaue Untersuchung der Wirkmecha-
nismen von Antimykotika notwendig. Dies kann letztlich dabei helfen, die Entstehung von Resis-
tenzen besser zu verstehen, bestehende Therapien zu verbessern und neue zu entwickeln. Echino-
candine mogen aktuell eine untergeordnete Rolle in der Monotherapie von Aspergillus-Infektionen
spielen. Insbesondere vor dem Hintergrund zunehmender Resistenzen gegeniiber Azolen sind sie
jedoch wegen ihrer guten Vertriglichkeit und verschwindend niedriger Resistenzraten von Inte-
resse und werden in einigen Fillen in Kombination mit einem Azol empfohlen (Marr et al. 2015).

Der zugrundeliegende Wirkmechanismus von Azolen auf Aspergillen und Hefen ist der gleiche,

ebenso der von Echinocandinen. Dennoch gibt es je nach Pilzspezies Unterschiede darin, ob die
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Wirkung fungizid oder fungistatisch ist. In Anbetracht dessen stellt sich die Frage, welche Eigen-
schaften fir diese grundlegenden Unterschiede verantwortlich sind.

Die Veroffentlichungen im Rahmen dieser Arbeit liefern neue Erkenntnisse zu diesen Fragen
und stellen ausgewihlte Vorginge im Schimmelpilz A. fumigatus infolge einer Exposition gegentiber

Echinocandin- und Azol-Antimykotika dar.
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1.6. ZUSAMMENFASSUNG DER PUBLIKATIONEN MIT DARSTELLUNG DES EIGEN-
ANTEILS

1.6.1. ZUSAMMENFASSUNG DES PAPERS |

The Paradoxical Effect of Echinocandins in Aspergitlus fumigatus Relies on Recovery of the beta-

1,3-Glucan Synthase Fks1
Loiko, V.; Wagenet, J.; 2017. Antimicrobial agents and chemotherapy 61(2). DOI: 10.1128/2ac.01690-16.

Die Hintergriinde des vielfach vorbeschriebenen paradoxen Wachstums sind nach wie vor nicht
abschlieBend geklirt. In Ubereinstimmung mit der Literatur zeigte sich auch in unseren Versuchen
bei einer Inkubation von Sporen in Anwesenheit von Caspofungin in Konzentrationen weit ober-
halb der MEC zunichst das typische Bild gehemmten Wachstums mit kurzen, stark verzweigten,
dicken Hyphen. Darauf folgte nach einigen Tagen ein WiederaussprieBen von Hyphen, die mot-
phologisch denen bei ungehemmtem Wachstum gleichen. Caspofungin erzielt seine Wirkung durch
Hemmung der B-1,3-GS. Es stellte sich also die Frage, wie sich das Drug Target in paradox
wachsenden Hyphen verhilt. Fur die Experimente verwendeten wir die Farbstoffe Anilinblau fir
B3-1,3-Glukan und CFW fiir Chitin sowie eine konditionelle f&s7-Mutante, die unter reprimierten
Bedingungen keine 3-1,3-GS und somit auch kein 3-1,3-Glukan enthilt. Wir konnten zeigen, dass
in der Zellwand paradox wachsender Hyphen wieder B3-1,3-Glukan zu finden ist. Nachdem der
Zellwandgehalt an Chitin sich wihrend der Hemmphase erhoht, normalisiert sich dieser wieder in
den paradox wachsenden Hyphen. Repression der 3-1,3-GS fiihrt zu einem Ausbleiben paradoxen
Wachstums sowie zu einer erh6hten Caspofungin-Resistenz, wohingegen eine Uberexpression in
einer erhohten Empfindlichkeit resultiert. Zudem ist ein Unterschied im 3-1,3-Glukan-Gehalt der
Hyphen abhingig von der Caspofungin-Konzentration zu erkennen. Beide untersuchten
Konzentrationen, 1 und 8 pg/ml, liegen oberhalb der MEC. Im ersten Fall jedoch lisst sich die
Zellwand mit Anilinblau anfirben, enthilt folglich 3-1,3-Glukan. Erst bei einer Konzentration, bei
der spiter paradoxes Wachstum auftritt, ist wihrend der Hemmphase kein beziehungsweise deut-
lich weniger $3-1,3-Glukan zu erkennen.

Lange wurde vermutet, dass eine Hochregulation des Zellwandchitins eine zentrale Rolle im
paradoxen Wachstum spielt, da die Zellwand von durch Caspofungin gehemmten Hyphen einen
erhéhten Chitingehalt aufweist. Fiir paradox wachsende Hyphen gilt dies jedoch nicht. Interessant
ist dagegen, dass wieder [3-1,3-Glukan produziert wird. Folglich muss die Funktionsfihigkeit der
3-1,3-GS wiederhergestellt werden. Wir konnten zwei Voraussetzungen fiir paradoxes Wachstum
identifizieren: Zum einen ist das Vorhandensein der 8-1,3-GS essenziell, zum anderen muss diese

stark genug gehemmt werden, damit darauffolgend paradoxes Wachstum auftritt.
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Diese Ergebnisse konnten durch die Studien einer anderen Arbeitsgruppe untermauert werden.
Darin zeigte sich zudem, dass die initiale Hemmung und die Wiederherstellung der Funktionsfa-
higkeit der 3-1,3-GS mit einer Verinderung ihrer Lokalisation einhergeht (Moreno-Velasquez et
al. 2017).

Die Erstellung und Veréffentlichung dieser Publikation erfolgten in enger Zusammenarbeit mit
Dr. Johannes Wagener. Ich erhob die Daten fur alle Versuche, fithrte die Auswertung und Statistik
durch und erstellte die Abbildungen. Dariiber hinaus war ich an Literaturrecherche, Formulierung

und Korrektur der Publikation beteiligt.

1.6.2. ZUSAMMENFASSUNG DES PAPERS Il

Azole-induced cell wall carbohydrate patches kill Aspergillus fumigatus
GeiBiel, B.; Loiko, V.; Klugherz, 1.; Zhu, Z.; Wagener, N.; Kurzai, O.; van den Hondel, C. A. M. J. J.; Wagener, J.; 2018.
Nature communications 9(1). DOL: 10.1038/s41467-018-05497-7.

Azol-Antimykotika wirken je nach Pilzspezies fungistatisch oder fungizid durch Hemmung der
Ergosterolbioysnthese. Wihrend Echinocandine auf Aspergillus wachstumshemmend wirken, ent-
falten Azole bekannterweise eine fungizide Wirkung auf diese Spezies. In den Versuchen meiner
Kollegin Bernadette Geil3el konnte der Vorgang des Azol-induzierten Zelluntergangs niher be-
leuchtet werden. Hierin konnte die Aktivierung des Cell-Wall-Salvage-Systems sowie auch eine
wachstumshemmende Komponente zusitzlich zur fungiziden beobachtet werden. Bei mikrosko-
pischer Betrachtung des Vorgangs zeigten sich an einigen Stellen der Zellwand B-1,3-Glukan- und
Chitin-haltige Patches, kurz bevor es zur Einstilpung der Membran und zum Zelltod kam. Durch
genetische Repression der Zielstruktur der Azole, CYP51, lieB3en sich diese Ergebnisse reproduzie-
ren.

Eine genauere Untersuchung der einzelnen Wirkungskomponenten erméglichten die konditi-
onellen Atmungsketten-Mutanten 7570, und ¢yeAduo,. Bei diesen stellte meine Kollegin Isabel
Klugherz fest, dass erst eine deutlich héhere Voriconazol-Konzentration zum Tod der Hyphen
fihrte, wohingegen die Wachstumshemmung bereits bei gleichen Konzentrationen wie beim Wild-
typ auftrat.

Aus diesen Beobachtungen heraus ergaben sich die Fragen, welche Rolle die 3-1,3-GS bei der
Patch-Bildung spielt, ob ein Zusammenhang zwischen Voriconazol-Empfindlichkeit und Patch-
Bildung hergestellt werden kann und ob sich daraus Anwendungen fiir die Klinik ableiten lassen.
Zur Beantwortung dieser Fragen trugen meine Versuche im Rahmen dieser Veroffentlichung bei.

Es zeigte sich, dass bei den Atmungsketten-Mutanten auch die Zellwand-Patches erst bei ho-

heren, todlich verlaufenden Konzentrationen auftraten. Dies liel3 eine Assoziation von exzessiver
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Patch-Bildung mit niedrigerem Uberleben vermuten. Durch Erfassung des Verhiltnisses der ku-
mulativen Patch-Durchmesser zur Kompartimentlinge in toten und lebendigen Hyphen lief3 sich
diese Annahme bestitigen. Wir konnten zudem zeigen, dass eine gleichzeitige Inhibition der 3-1,3-
GS die Entstehung der Patches reduzierte und den Voriconazol-bedingten Untergang der Kom-
partimente hinauszogerte. Die Wirksamkeit des Azols und die Empfindlichkeit des Pilzes korre-
lierten folglich mit der Bildung von Patches. Dies bestitigte die Untersuchung Azol-resistenter
klinischer Isolate, in denen keine Patches entstanden.

Durch diese Experimente konnte ein Modell entworfen werden, nach dem die fungizide Wir-
kung der Azole auf einer punktuell verstirkten Synthese von Zellwandkohlenhydraten, nicht zu-
letzt durch die -1,3-GS, beruht. Hierdurch kommt es zu einem Verlust der Integritit der Plasma-
membran. Die Abwesenheit derartiger Patches in Azol-resistenten klinischen Isolaten weist auf

einen moglichen klinischen Anwendungsbereich in der Identifikation von Azol-Resistenzen hin.

Mein Beitrag zu dieser Publikation bestand in der Durchfiihrung und Darstellung einzelner
Versuche. Fir die Abbildung 6a-c, 8c und die erginzende Abbildung S2 erhob ich die Daten, wer-
tete sie aus und erstellte die Abbildungen. Ebenso wurden die in den Abbildungen 7a-d gezeigten
Experimente von mir durchgefithrt. Die Planung der in Abbildungen 7a-d dargestellten Experi-
mente basierte dabei auf Vorexperimenten meiner Kollegin Bernadette Geif3el.

Die in der Arbeit in Abbildung 5a-c und 9 dargestellten Experimente wurden in Zusammenar-
beit mit Isabel Klugherz durchgefiihrt.

Zudem basiert die Abbildung 2b meiner Kollegin Frau Geif3el auf einer durch mich im Vorfeld
etablierten Farbemethode mit Anilinblau. Auch bei dieser Publikation war ich an der Formulierung

und Korrektur der Publikation beteiligt.
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2. ZUSAMMENFASSUNG

2.1. DEUTSCHE ZUSAMMENFASSUNG

Echinocandin-Antimykotika entfalten ihre Wirkung durch Hemmung der B3-1,3-Glukansynthase
(B-1,3-GS). Sie werden in der Therapie verschiedener Pilzerkrankungen eingesetzt, ausgelst bei-
spielsweise durch Aspergillus spp. oder Candida spp.

Bereits in frihen Studien mit dieser Antimykotika-Klasse zeigte sich der so genannte ,,paradoxe
Effekt®. Bei niedrigen Konzentrationen oberhalb der minimalen Hemmkonzentration wird das
Pilzwachstum gehemmt. Bei hoheren Konzentrationen kommt es nach einigen Tagen der Inkuba-
tion zu paradoxem Wachstum, bei dem der Pilz wieder in einer Form zu wachsen beginnt, die
ungehemmtem Wachstum gleicht. Bei sehr hohen Hemmstoffkonzentrationen wiederum ist dies
nicht zu beobachten. Die Ursache dieses Phanomens ist bis heute nicht abschlieSend geklart.

Im Rahmen der Dissertation wurde der paradoxe Effekt des Echinocandin-Antimykotikums
Caspofungin unter Verwendung des opportunistisch pathogenen Schimmelpilzes Aspergillus fumi-
gatus als Modellorganismus untersucht. Es konnte erstmals gezeigt werden, dass der paradoxe Ef-
fekt auf einer Wiederaufnahme der Funktionsfihigkeit der 3-1,3-GS basiert. Das Vorhandensein
der 3-1,3-GS lieB3 sich als essenzielle Voraussetzung fiir die Manifestation des paradoxen Effekts
identifizieren. Eine initiale Wachstumshemmung konnte bei allen Konzentrationen oberhalb der
minimal effektiven Konzentration (MEC) beobachtet werden, unabhingig davon, ob im weiteren
Verlauf paradoxes Wachstum auftrat. Es zeigte sich jedoch, dass dem paradoxen Wachstum eine
stirkere Hemmung der 3-1,3-GS vorangeht. Bei sehr hohen Caspofungin-Konzentrationen trat
eine zusatzliche, von der 3-1,3-GS unabhingige antifungale Wirkung auf. Repression der 3-1,3-GS
auf genetischer Ebene fihrte zwar zu einer erhohten Resistenz gegeniiber Echinocandinen, ver-
hinderte jedoch auch das Auftreten des paradoxen Wachstums.

Im Rahmen der Dissertation konnte zudem die Rolle der 3-1,3-GS bei der Toxizitit der Azol-
Antimykotika nachgewiesen werden. Azol-Antimykotika fithren durch Hemmung der Ergosterol-
Biosynthese zu einem Integrititsverlust der Plasmamembran des Pilzes und wirken im Gegensatz
zu Echinocandinen fungizid auf Aspergillus spp. Diese fungizide Wirkung beruht auf mehreren
Komponenten. Als eine davon konnte die ibermiBlige Produktion von Zellwandzuckern, insbe-
sondere von B-1,3-Glukan und Chitin, beobachtet werden. Die tbermiflige Zellwandsynthese
fithrte zu mikroskopisch sichtbaren Zellwandverdickungen und lie$3 sich mit schlechterem Uberle-
ben des Schimmelpilzes assoziieren. Inhibierung der 8-1,3-GS fithrte zu einer reduzierten Zell-
wandsynthese und einem verzégerten Zelltod. Diese Beobachtung unterstreicht die wesentliche
Bedeutung der 3-1,3-GS bei der Entstehung der Zellwandverdickungen und somit fiir die fungizide
Wirkung der Azol-Antimykotika.
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2.2. ENGLISH ABSTRACT
Echinocandin antifungals inhibit the 3-1,3-glucan synthase (3-1,3-GS). They are used to treat

various fungal infections caused, for example, by Aspergillus spp. or Candida spp.

Early studies showed a so-called paradoxical effect of the echinocandin class of antifungals.
Fungal growth is inhibited at low echinocandin concentrations above the minimum inhibitory con-
centration. At higher concentrations, paradoxical growth occurs after a few days of incubation; the
fungus begins to grow in a similar way to unrestrained growth. At very high inhibitor concentra-
tions, no paradoxical growth can be observed. To date, the cause of this phenomenon is not fully
understood.

As part of the dissertation, the paradoxical effect of the echinocandin caspofungin was
examined using the opportunistic pathogenic mold Aspergillus fumigatus as a model organism. For
the first time, it was shown that the paradoxical effect is based on the resumption of the
functionality of the B-1,3-GS. The presence of the [-1,3-GS was identified as an essential
prerequisite for the manifestation of the paradoxical effect. An initial inhibition of growth was
observed at all caspofungin concentrations above the minimal effective concentration (MEC) re-
gardless of whether paradoxical growth occurred later on. However, the paradoxical growth was
preceded by a stronger inhibition of 3-1,3-GS. At very high caspofungin concentrations an addi-
tional, 3-1,3-GS independent antifungal effect occurred. The suppression of B-1,3-GS on genetic
level led to increased echinocandin resistance while at the same time paradoxical growth was pre-
vented.

In addition, the role of the 3-1,3-GS in the toxicity of azole antimycotics could be demonstrated
within the scope of the dissertation. By inhibiting ergosterol biosynthesis, azole antifungals lead to
a loss of the integrity of the fungal plasma membrane and, in contrast to echinocandins, exert a
fungicidal effect on Aspergi/ius spp. This fungicidal effect is based on several components. As one
of these, excessive production of cell wall sugars, particularly 3-1,3-glucan and chitin, was observed.
The excessive cell wall synthesis resulted in microscopically visible thickenings of the cell wall and
was associated with poorer survival of the mold. The inhibition of 3-1,3-GS led to a decreased cell
wall synthesis and a delayed cell death. This observation underlines the relevance of the 8-1,3-GS
for the formation of the cell wall thickenings and consequently for the fungicidal effect of azole

antimycotics.
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The Paradoxical Effect of Echinocandins in Aspergitlus fumigatus Relies on Recovery of the beta-

1,3-Glucan Synthase Fks1
Loiko, V.; Wagenet, J.; Antimicrobial agents and chemotherapy, 2017, 61(2). DOI: 10.1128/aac.01690-16.
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Azole-induced cell wall carbohydrate patches kill Aspergillus fumigatus

GeiBiel, B.; Loiko, V.; Klugherz, 1.; Zhu, Z.; Wagener, N., Kurzai, O.; van den Hondel, C. A. M. J. J.; Wagener, J.;
Nature communications, 2018, 9(1):3098. DOI: 10.1038/s41467-018-05497-7.
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