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1. Einleitung

Die Gattung Aspergillus umfasst mehr als 200 Arten von Schimmelpilzen, die ubiquitar
vorkommen und sich in allen 6kologischen Nischen von der Luft bis hin zur Erde finden .
Einige dieser Aspergillus-Spezies werden in der Lebensmittelindustrie eingesetzt. So werden
beispielsweise Asperqgillus oryzae und Aspergillus sojae fir die Herstellung von Reiswein und
Sojasauce verwendet, wahrend Aspergillus niger eine tragende Rolle bei der Produktion von
Citronenséure spielt 2. Die Sekundarmetabolite von Aspergillus niger finden ihren Einsatz auch
in der pharmazeutischen Industrie. Allerdings sind von den Uber 200 beschriebenen
Aspergillus-Arten 40 auch als humanpathogene opportunistische Krankheitserreger bekannt 3.
Gesunde Menschen sind kaum davon betroffen. Jedoch kann es bei Kontakt mit den
Pilzsporen zu allergischen Reaktionen und insbesondere bei Asthmatikern zur allergischen

4

bronchopulmonalen Aspergillose kommen *. Patienten mit einer bekannten chronisch

obstruktiven Lungenerkrankung (COPD) sind ebenfalls anfalliger fur eine Kolonisation oder

Infektion mit Aspergillus °

. Bei immunsupprimierten Menschen kann Aspergillus eine
lebensbedrohliche Aspergillose verursachen, die sogenannte invasive Aspergillose. Hierbei ist
Aspergillus fumigatus der haufigste Erreger der invasiven Aspergillose im Menschen °. Zur
Pathogenitat von A. fumigatus tragen mitunter das allgegenwartige Vorkommen sowie die
geringe Grole der Sporen bei, die Uber die Luft in die oberen Atemwege des Menschen

®. Aufgrund der hohen

gelangen und von dort weiter die Alveolen erreichen kénnen
Letalitatsrate der invasiven Aspergillose von Uber 50% ist es wichtig den Erreger besser zu

verstehen sowie mdgliche Therapieansatze zu finden ’.

1.1 Der Pilz Aspergillus fumigatus

1.1.1 Taxonomie und Morphologie des Aspergillus fumigatus

Aspergillus fumigatus ist ein Schimmelpilz, der zur Klasse der Ascomycetes (echte
Schlauchpilze) und zur Gattung Aspergillus (GielRkannenschimmel) gehort. Fumigatus stammt
aus dem Lateinischen und bedeutet Rauch (lat. fumus). Dies ist vermutlich auf die rauchgriine
Farbe der Sporen zuriickzufihren und auf die rauchahnlichen Konidienwolken, die bei
Luftbewegungen freigesetzt werden. In der Vergangenheit wurde A. fumigatus zu den fungi
imperfecti gezahlt, da lange Zeit keine sexuelle Fortpflanzung nachgewiesen werden konnte.
Uber eine Genomsequenzierung von A. fumigatus konnten im Jahr 2005 Gene identifiziert

werden, die mit sexueller Reproduktion assoziiert sind, so dass die Hypothese entstand, dass



A. fumigatus durchaus sexuell reproduzieren kann 8. Dies konnte im Jahr 2009 durch

O’'Gorman et al. bestatigt werden °

. Demnach durchlauft der Pilz einen pleomorphen
Entwicklungszyklus mit einer sexuellen Form (Telemorphe) und einer asexuellen Form
(Anamorphe). Die telemorphe Form wurde Neosatorya fumigatus genannt und A. fumigatus
konnte endgiiltig in die Klasse der Ascomyceten aufgenommen werden °.

A. fumigatus produziert asexuelle Sporen. Diese sind ca. 2-3 ym grof3 und werden auch

t10

Konidien genannt '. Die Konidien sind kugelférmig und rauchgrin. Sie hangen als

Konidienkette an den Konidientragern, auch Konidiophoren genannt. Diese entstammen einer

Hyphenzelle, die aus dem Nahrmycel hervorgeht '°

. Am Ende der Konidiophore bildet sich das
Konidiophorenvesikel, von dem aus kegelférmige Auswilchse, auch Phialiden genannt,
wachsen. Die Phialiden schniiren die Konidien in langen Sporenketten ab ''. Von hier aus

kdnnen die Konidien durch die Luft verbreitet werden.

1.1.2 Lebenszyklus und Wachstum

Zu Beginn des Lebenszyklus steht die Auskeimung der Sporen. Die Konidien beinhalten das
Disaccharid Trehalose, welches vor allem bei erschwerten Lebensbedingungen in den
Konidien erhéht ist und als Reservezucker fungiert '2. In Anwesenheit von verschiedenen

Nahrstoffen und Wasser wird die Germination ausgelost '

. Zunachst kommt es zum isotropen
Wachstum der Konidie. Durch Umorganisation der Zellwand wird intrazellular der
osmolarische Druck erhoht, der zur Wassereinstromung nach intrazellular fuhrt. Die Konidie
schwillt an. Danach folgt die Ausbildung von einem tubuldren Keimschlauch, der nach und
nach durch ein polarisiertes Wachstum zu einer Hyphe heranwéchst '*. Durch Verzweigung
der Hyphen entsteht ein Geflecht, welches Mycel genannt wird. Bei direktem Kontakt zur Luft
kommt es zur Ausbildung von Konidiophoren, die wiederum Konidien abschniiren, so dass ein
neuer Lebenszyklus beginnen kann. Als thermophiler Pilz wachst A. fumigatus optimal bei
einer Temperatur von 37°C. Allerdings ist er auch bei Temperaturen von 12°C bis 65 °C sowie

bei weit variierendem pH-Mileu zwischen 2,1 und 8,8 (iberlebensfahig '°.



1.1.3 Medizinische Relevanz

Taglich atmet jeder Mensch ca. mehrere hundert Aspergillus-Sporen ein. A. fumigatus zahlt
zu den humanpathogenen opportunistischen Erregern. Somit sind immunkompetente
Menschen seltener betroffen, allerdings kann der Schimmelpilz bei immunkompromittierten
Patienten gefahrliche Erkrankungen auslésen. Da die Sporen von A. fumigatus mit einer
GrolRe von ca. 2-3 um alveolargangig sind, kommt es Uberwiegend zu pulmonalen
Erkrankungen. Andere Pilze wie A. flavus oder A. niger sind weniger virulent, da ihre Sporen
gréRer sind '°. Zudem hat A. fumigatus durch seine Thermotoleranz einen erheblichen Vorteil.
Die Korpertemperatur von 37 °C bietet ihm optimale Wachstumsbedingungen. Bei den durch
A. fumigatus ausgeldsten Erkrankungen kann zwischen allergischen und infektidsen
Erkrankungen unterschieden werden '°. Die Aspergillose ist eine Infektion durch Pilze der
Schlauchpilz-Gattung Aspergillus. A. fumigatus ist dabei in bis zu 90% der Falle der

urséchliche Erreger invasiver Aspergillosen .

1.1.3.1 Allergische bronchopulmonale Aspergillose

Die allergische bronchopulmonale Aspergillose (ABPA) ftritt gehauft bei Patienten mit
atopischem Asthma (1-2%) und zystischer Fibrose (7-35 %) auf '°. Bei der ABPA besteht eine
Hypersensitivitdt gegen Antigene von A. fumigatus, die meistens auf einer IgE-vermittelten
allergischen Reaktion beruht '’. In selteneren Fallen kann es aber auch zu Typ Ill und Typ IV
Reaktionen kommen '8, Gelangen Konidien in die Alveolen, kénnen sie dort auskeimen. Dabei
wird eine uberwiegend durch Typ 2 T-Helferzellen-vermittelte Immunreaktion ausgelost. Die
Pilze wachsen nur im Mukus und infiltrieren das Gewebe nicht. Histopathologisch
kennzeichnend sind der Sekretverhalt in den Atemwegen, eosinophile Entziindungsreaktionen
und die Infiltration der Alveolarsepten mit Plasma- und mononukleéren Zellen . Unbehandelt
fuhren diese Mechanismen zu Bronchiektasen und Lungenfibrose. Die Diagnose der ABPA
erfolgt durch Durchfihrung eines Haut-Pricktests, der Bestimmung von Gesamgt-IgE und
Bestimmung spezifischer IgE- oder IgG-Antikorper (Prazipitine) gegen A. fumigatus. Eine
Therapie sollte so friih wie mdglich nach Diagnosestellung eingeleitet werden. Dabei ist die
Therapie der Wahl die Gabe von systemischen Steroiden. Eine antimykotische Therapie wird

gemaR der Leitlinie bei fehlender signifikanter Evidenz nicht empfohlen .



1.1.3.2 Chronische Aspergillose

Eine Form der chronischen Aspergillose ist das Aspergillom. Dies bezeichnet eine lokale
Besiedlung von Aspergillus-Hyphen in praformierten Lungenhdhlen. Kavitatsbildende
Erkrankungen der Lunge wie Tuberkulose, Sarkoidose oder zystische Fibrose kénnen zur
Bildung eines Aspergilloms fuhren. Auch in Nasennebenhoéhlen kann es zu Pilzbesiedlung
kommen '°. Die nicht invasive Aspergillose ist haufig klinisch asymptomatisch, kann aber durch
lebensbedrohliche Hamoptysen auffallen, die durch die Invasion der Hyphen in die bronchialen

Gefale entstehen kénnen %°.

1.1.3.3 Invasive Aspergillose

Die invasive Aspergillose (lA) ist eine schwerwiegende Erkrankung mit hoher Letalitat, die vor
allem immunkompromittierte Patienten betrifft. Die alveolaren Makrophagen sind fiir die
Abwehr der inhalierten Aspergillus-Konidien verantwortlich. Durch Erkennung von
spezifischen Zellwandantigenen des Schimmelpilzes werden Zytokine ausgeschuttet und das
Recruitment von Neutrophilen induziert ?'. Aus diesem Grund haben vor allem Patienten mit
einer Neutropenie, zum Beispiel auf dem Boden einer hamatoonkologischen Erkrankung oder
nach allogener Stammzelltransplantation, ein deutlich héheres Risiko an der IA zu erkranken
22 Ebenso zeigen Patienten mit einer Immunsuppression nach Organtransplantation oder mit
einer Therapie mit hochdosierten Glukokortikoiden bei Autoimmunerkrankungen ein hdheres
Risiko. Auch Patienten mit HIV-Infektion, COPD und kritisch kranke Patienten auf
Intensivstationen sind haufiger von der IA betroffen '°. Bei der IA kommt es zum invasiven
Wachstum des Schimmelpilzes mit Infiltration von Parenchym, Invasion von Blutgefalen mit
nachfolgender hamatogener Streuung. Vor allem bei neutropenen Patienten kommt es
haufiger durch die niedrige  Entzindungsreaktion zur  Angioinvasion  und
Koagulationsnekrosen. Hingegen zeigt sich bei Patienten mit Immunsuppression durch eine
andauernde Glukokortikoid-Therapie ein anderer Pathomechanismus. Glukokortikoide haben
zwar eine anti-inflammatorische Wirkung und hemmen die Phagozytosefunktion der
Neutrophilen, jedoch wird das Recruitment und die Einwanderung von Neutrophilen ins
Lungengewebe nicht gehemmt 2. Es kommt zur Auslésung einer starken
Entziindungsreaktion und Gewebedestruktion ?*. Klinisch kann eine IA auffallen durch Fieber,
purulentem Sputum und Hamoptysen. Bei hamatogener Streuung in andere Organe, wie zum
Beispiel das Gehirn, kann es auch zu neurologischen Ausféllen kommen 2'. Daneben kann es

auch zu kutaner Manifestation kommen oder Beteiligung der Augen und des Herzens'®.



1.1.4 Diagnostik und Therapie der invasiven Aspergillose

Die eindeutige Diagnosestellung stellt weiterhin eine Herausforderung dar, da es kein
universelles Nachweisverfahren gibt. Aus diesem Grund erfolgt die Diagnosestellung durch
kombinierte Untersuchungen. Zudem ist die Interpretation der Untersuchungsergebnisse
abhangig vom Immunstatus des Patienten. Zu Beginn sollte daher immer evaluiert werden, ob
bei dem Patienten die im vorherigen Abschnitt genannten Risikofaktoren vorliegen. Prinzipiell
basiert die Diagnosestellung der IA auf drei Saulen: klinische Untersuchung, Bildgebung und
Erregernachweis ?°. Als sogenannter Goldstandard gilt die histopathologische Sicherung des
Schimmelpilzes in Gewebeproben. Allerdings ist es vielfach schwierig mikroskopisch
morphologisch zwischen anderen Erregern wie Fusarium zu differenzieren 2. Zudem ist die
Gewebeentnahme, z.B. thorakoskopisch oder offen-chirurgisch, unter dem schlechten
Allgemeinzustand mit héheren Risiken verbunden. Die Kulturdiagnostik ist wichtig, da sie die
genaue Spezies-ldentifizierung und eine Resistenzentestung erlaubt, so dass eine gezielte
Therapie eingeleitet werden kann. Jedoch ist diese Methode zeitaufwendiger und zeigt eine
geringe Sensitivitat. Mittel der Wahl bei der Bildgebung ist die native Computertomographie
des Thorax. Hier kénnen sich typische radiologische Zeichen wie das Halo-Zeichen oder
sichelférmige Lufteinschliisse um den Aspergillenherd zeigen ?°. Bei Verdacht auf ZNS-
Beteiligung sollte erganzend eine kranielle MRT-Untersuchung erfolgen. Mittlerweile haben
sich Assays zur Detektion von Pilzantigenen, die Bestandteile der Pilzzellwand sind, etabliert.
Hierzu gehdéren der Galactomannan-Assay sowie der 1-3-R-D-Glucan-Assay (BDG).
Galactomannan ist spezifisch fiir Aspergillus spp. und wird vor allem in der Wachstumsphase
und der invasiven Ausbreitungsphase des Pilzes freigesetzt. Neuere Studien zeigen jedoch,
dass Galactomannan auch bei anderen Pilzgattungen wie Penicillium und Fusarium vorkommt
2" Es lasst sich tiber Serum, Bronchialalveolarlavage (BAL) und auch iiber Liquor bestimmen.
In einigen Studien wird gezeigt, dass die Detektion von Galactomannan in der BAL sensitiver
ist als im Serum ?'. Die Detektion von Galactomannan kann bereits Tage vor Eintreten von
klinischen Zeichen einer |IA oder radiologischen Befunden Hinweise auf eine IA geben. Somit
eignet sich der Galactomannan-ELISA-Test sowohl als Screening als auch als
Therapiemonitoring. Allerdings konnen die gleichzeitige Gabe von Galactomannan-
kontaminierten Medikamenten zu falsch positiven Ergebnissen filhren 2'. Die Sensitivitat fur
das Serum ist ca. 45%, die Spezifitit betragt 99% 28. 1-3-R-D-Glucan ist ein
Zellwandbestandteil vieler Spross- und Fadenpilze, jedoch gilt dies nicht fir Mucor und
Cryptcoccus %. Der 1-3-R-D-Glucan-Assay kann mit dem Galactomannan-Assay kombiniert
werden, um die Sensitivitat zu erhéhen. Der molekulare Nachweis mittels PCR stellt eine sehr

sensitive Methode mit einer Sensitivitat von ca. 67-100 % und einer Spezifitdt von 55-95% dar.



Problematisch sind allerdings falsch positive Ergebnisse und die Schwierigkeit zwischen einer

einfachen Pilz-Besiedlung und einer invasiven Infektion zu differenzieren .

Die Therapie der Wahl bei der IA ist eine Therapie mit Azol-Antimykotika, zum Beispiel mit
Voriconazol oder Isavuconazol %. Zu den &lteren Azolen gehdren unter anderem Itraconazol
und Fluconazol, wahrend zu der neueren Generation von Azolen Voriconazol, Posaconazol
und Isavuconazol zéhlen #. Voriconazol und Isavuconazol sind Triazole, welche durch
Inhibition der 14a-Sterol-Demethylase (CYP51) die Ergosterolbiosynthese aus Lanesterol in
der Pilzzellmembran hemmt. Ergosterol ist ein wesentlicher Bestandteil der Pilzzellmembran
(Plasmalemm), der bisher in anderen biologischen Membranen nicht gefunden wurde. Als
Zellmembranlipid ist es fiir die Membranfluiditat und —permeabilitét verantwortlich *°. Wir
konnten zeigen, dass Uber die Hemmung der Ergosterolsynthese es zu einer Induktion der
Produktion von Kohlenhydraten wie 1-3-B-Glucan und Chitin an bestimmten Stellen der
Pilzzellwand kommt. Diese ,Kohlenhydrat-Patches“ fluhren zur Einstilpung der
Pilzzellmembran und damit zur Zerstérung der Zellwandintegritat und letztlich zum Zelltod 3'.
Bevor die Uberlegenheit von Voriconazol in der Therapie der IA gezeigt wurde, war
Amphotericin B lange Zeit das Antimykotikum der Wahl *2. Amphotericin B gehort zur Klasse
der Polyene. Uber viele Jahre wurde die fungistatische und fungizide Wirkung von
Amphotericin B damit begriindet, dass es an Ergosterol in der Zellmembran bindet und zur
Formation von lonenkanalen fuhrt. Dies fihrt zum Verlust von Kationen, gefolgt vom Einstrom
von Protonen in die Pilzzelle **. Neuere Studien stellten jedoch ein neues Modell fir die
fungizide Wirkung von Amphotericin B auf. Demzufolge bildet Amphotericin B
extramembrandse Aggregate oder ,Schwamme®, die der Pilzmembran Ergosterol entziehen
% Der Einsatz von Amphotericin B-Desoxycholat ist jedoch aufgrund seiner Nephrotoxizitat
limitiert, weshalb seit den 1990er Jahren liposomale Zubereitungen von Amphotericin B
angeboten werden, die ein geringeres Nebenwirkungsprofil aufweisen, jedoch erheblich teurer
sind *. Neben der IA kann das liposomale Amphotericin B ebenfalls gegen Mukormykose,

%  Eine weitere

Kryptokokken-Meningitis und invasiver Candidose eingesetzt werden
Wirkstoffklasse, die bei der Therapie der IA als Kombinationstherapie eingesetzt werden kann,
sind Echinocandin-Antimykotika, wie z.B. Caspofungin und Anidulafungin. Caspofungin
hemmt das Enzym R-1,3-D-Glucan-Synthase, welches flr die Synthese von 3-1,3-D-Glucan
verantwortlich ist. Somit ist es gegen Aspergillus und Candida spp., nicht aber gegen
Cryptococcus neoformans und Fusarium spp. einsetzbar *. Unsere Arbeitsgruppe konnte
zeigen, dass die Glucansynthese in Aspergillus fumigatus nicht essenziell ist und Caspofungin

daher nur fungistatisch wirkt *’.



1.1.5 Azolresistenz und CYP51

In den letzten Jahren wurde eine zunehmende Resistenzentwicklung gegen Azole bei A.
fumigatus beobachtet *. Eine Azolresistenz kann sich bei langandauernder Therapie mit
Triazolen entwickeln, kann aber auch durch Exposition mit Fungiziden, die Azol enthalten,
herbeigefuhrt werden. So kommen azolhaltige Fungizide sowohl in der Lebensmittelindustrie
als auch in der Landwirtschaft zum Einsatz *. Die Azolresistenz ist in den meisten Fallen auf
eine Mutation im cyp57A-Gen zuriickzufiihren *°. Dieses Gen kodiert eine von zwei Lanosterol-
14a-Demythylasen, an denen die Azole nicht kompetitiv binden und die Ergosterolbiosynthese
unterbrechen. A. fumigatus besitzt zwei CYP51 Isoenzyme, CYP51A und CYP51B “.
Konditionelle Mutanten zeigten, dass bei Abwesenheit von sowohl CYP51A als auch CYP51B
A. fumigatus nicht mehr lebensféahig war, jedoch bei Abwesenheit von nur eines der Isoenzyme
Wachstum beobachtet werden konnte *'. In den meisten Fallen der azolresistenten Isolate
zeigten sich Punktmutationen im cyp51A-Gen “°. Allerdings sind ebenfalls auch sogenannte
Tandem Repeats in der Promotorregion des cyp51A-Gens beschrieben . Tandem Repeats
bezeichnet eine sich mehrfach wiederholende Nukleotidsequenz und weisen eine hohe

Mutationsrate auf .

1.2 Mitochondrien

1.2.1 Aufbau und Funktion von Mitochondrien

Mitochondrien sind hochdynamische Organellen. Die Endosymbiontentheorie besagt, dass
Mitochondrien aus einer Symbiose von eukaryotischen Vorlauferzellen mit prokaryotischen a-
Proteobakterien entstanden seien **. Die Doppelmembran, die das Mitochondrium umgibt, sei
demnach durch die initiale phagozytotische Aufnahme des Proteobakteriums in die
eukaryotische Vorlauferzelle zu erklaren. Durch die Doppelmembran der Mitochondrien
entstehen zwei Subkompartimente. Die Aullenmembran umschlielt das gesamte
Mitochondrium. Zusammen mit der Innenmembran bildet es den Intermembranraum. Die
mitochondriale AuRenmembran steht im Signalaustausch mit dem endoplasmatischen
Retikulum (ER) und tibernimmt auch eine Rolle beim Lipidtransfer *4. Die Innenmembran bildet
Einstllpungen, sogenannte Cristae, die zur Oberflachenvergroflerung flihren. Je nach
Organismus, Gewebetyp und Wachstumsbedingungen variiert die Morphologie der Cristae
von tubuldr, blasenartig oder lamellar “*. An der Innenmembran finden wichtige
Stoffwechselprozesse, wie zum Beispiel die oxidative Phosphorylierung, statt. Die
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Mitochondrien verandern kontinuierlich ihre Form und Verteilung durch koordinierte Teilungs-
und Vereinigungsprozesse. Das Gleichgewicht zwischen der mitochondrialen Fission und
Fusion wird auch mitochondriale Dynamik genannt “¢. Dadurch sind die Mitochondrien meist
als tubulare Netzwerke miteinander vernetzt. Als sogenannte ,Kraftwerke® der Zellen sind die
Mitochondrien vor allem fur die Energielieferung in Form von ATP Uber die Atmungskette
verantwortlich *’. Daneben finden wichtige Abbauwege wie der Citratzyklus in den
Mitochondrien statt “%. In tierischen Zellen werden Fettsduren in der Mitochondrienmatrix
oxidativ abgebaut, wahrend der Fettsdureabbau in Saccharomyces cerevisiae Gberwiegend
Uber die Peroxisomen stattfindet *°. AuRerdem sind Mitochondrien an der Biosynthese von
Eisen-Schwefel-Clustern beteiligt. Eisen ist ein essenzieller Nahrstoff und fungiert als Co-
Enzym bei wichtigen zellularen Prozessen. Fir A. fumigatus ist Eisen essenziell fur Wachstum

und Virulenz °

°. Die Mitochondrien erfiillen dariiber hinaus eine wichtige Funktion beim
programmierten Zelltod, der Apoptose, welche zur Aufrechterhaltung der Gewebehomdostase
benétigt wird °'. Bei Uberwiegen vom proapoptotischen Bcl-2-Protein Bax kommt es zur
Porenbildung in der mitochondrialen AuRenmembran *2. So gelangt das proapoptotische
Protein Cytochrom ¢ aus dem Intermembranraum in das Zytosol und kann dort mit anderen
Proteinen Komplexe bilden und damit spezielle Proteasen aktivieren, die zum Abbau der Zelle

und zum Zelltod fiihren %2

1.2.2 Mitochondriale Genetik

Far Mitochondrien ist es charakteristisch, und ebenfalls durch die Endosymbiontentheorie
erklart, dass sie ihre eigene DNA besitzen. Die mitochondriale DNA (mtDNA) ist
doppelstrangig, kann zirkular oder linear angeordnet sein und befindet sich in der Matrix der
Mitochondrien 8. Anderson et al. gelang 1981 erstmals die vollstandige Sequenzierung des
menschlichen mitochondrialen Genoms. Insgesamt besteht die menschliche mtDNA aus
16.569 Basenpaaren und kodiert 13 Proteine, 22 tRNAs und zwei ribosomale RNAs. Die 13
Proteine bilden allesamt Untereinheiten eines Komplexes der oxidativen Phosphorylierung >4,
In A. fumigatus besteht die mtDNA aus 31.765 Basenpaaren, die 16 Gene und 27 tRNAs

beinhalten °.



1.2.3 Mitochondriale Dynamik

Wahrend es bereits sehr gute Modelle zur mitochondrialen Dynamik in der Béackerhefe
Saccharomyces cerevisiae gibt, sind die verschiedenen mitochondrialen Proteine, die an der
mitochondrialen Dynamik in A. fumigatus beteiligt sind, weitgehend unerforscht. Die
mitochondriale Fusion und Fission sollten sich in einem Gleichgewicht befinden und spielen
eine wichtige Rolle in der mitochondrialen Qualitatskontrolle, der Aufrechterhaltung des
mitochondrialen Membranpotentials und der Erhaltung der mtDNA *'%5". Da Mitochondrien
nicht de novo entstehen kdnnen, erfolgt die Proliferation Uber Teilungsprozesse. Die
mitochondriale Fusion spielt eine entscheidende Rolle bei der Erhaltung und Weitervererbung
von mtDNA. In S. cerevisiae und in Sdugetierzellen kommt es bei fusionsdefizienten Mutanten
zur Fragmentation der Mitochondrien und zum Verlust von mtDNA %% Viele der
Mitochondrienfragmente beinhalteten keine mtDNA, so dass die entstandenen Tochterzellen
keine mitochondrialen Genome enthielten . Dies fiihrte wiederum zu Funktionsdefiziten in
der Zellatmung ®"®2. Miteinander vernetzte Mitochondrien fungieren als ein vereintes Netzwerk,
welches das von der Atmungskette generierte Membranpotential fortleitet ®3. Dies wird durch
die Beobachtung bestatigt, dass Zellen, die einen erhdhten Energiebedarf haben, eine lang
vernetzte Mitochondrienmorphologie aufweisen ®. So kann an sauerstoffreichen Orten der
Zelle Uber die Atmungskette Energie gewonnen und Uuber das mitochondriale
Membranpotential gespeichert werden. Besonders in grofden Zellen kann so die Energie an
Orte in der Zelle mit hohem Energiebedarf fortgeleitet werden °°. Eine weitere wichtige
Funktion der mitochondrialen Dynamik besteht in der mitochondrialen Qualitatssicherung und
der Alterung ®°. Als Nebenprodukte der oxidativen Phosphorylierung entstehen reaktive
Sauerstoffradikale (ROS). Als ROS bezeichnet man eine heterogene Gruppe von
Sauerstoffverbindungen, die durch eine partielle Reduktion von elementarem Sauerstoff
gebildet werden und eine hohe chemische Reaktionsfahigkeit zeigen. Zu ROS gehdren unter
anderem Wasserstoffperoxid (H202) und das Superoxid-Anion O,". Diese kdnnen zu oxidativer
Schadigung und zu Mutationen der DNA fiihren . Fast 90% der ROS-Produktion fallt in den
Mitochondrien an. Damit ist die mtDNA anfallig fur ROS-induzierte Mutationen, was schlieRlich
zum Funktionsverlust der Atmungskette filhren kann %8°, In hohen Dosen induziert ROS die
mitochondriale Fission und die Apoptose in Zellen °. Neuere Studien zeigen, dass ROS in
niedriger Dosis als Signalmolekiile fiir verschiedene Signalwege fungieren ’'. Die
Aufrechterhaltung des Gleichgewichts des ROS-Haushaltes ist ebenso eine wichtige Funktion
der mitochondrialen Dynamik. Eine weitere Aufgabe ist die Fusion der nicht funktionsfahigen
Mitochondrien mit intakten Organellen und die Elimination der beschadigten Mitochondrien
durch Fission. Die Mitophagie ist die Autophagie von beschadigten Mitochondrien. Hierbei

kommt es zur Abschnirung der defekten Organellen vom mitochondrialen Netzwerk, so dass
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diese durch Autophagosomen sequestriert und durch Fusion mit Lysosomen und Vakuolen

hydrolytisch abgebaut werden kdnnen ©.

1.2.3.1 Mitochondriale Fission

Die mitochondriale Fissionsmaschinerie besteht unter anderem aus Dynamin-Proteinen.
Diese sind GTPasen, welche sich zu Oligomeren an der Zellmembran gruppieren, Spiralen
bilden und durch GTP-Hydrolyse die Membran abschniiren kénnen . In Saugetierzellen ist
das Protein Drp1 hauptverantwortlich fiir die mitochondriale Fission. Drp1 besitzt am N-
terminalen Ende eine GTPase und am C-terminalen Ende eine GTPase Effektor-Domane zur
Rekrutierung von weiteren Fissionsproteinen 2. Drp1 befindet sich teils im Zytosol in Form von
Tetrameren und teils an vordefinierten Stellen als ,Tupfel an der mitochondrialen
AuRenmembran . Uber die vier integralen mitochondrialen AuRenmembranproteine Mff
(mitochondrial fission factor), Fis1, MIEF1 und MIEF2 (mitochondrial elongation factor, auch
mitochondrial dynamics proteins of 49 and 51kDa, MID49/51) wird Drp1 aus dem Zytosol
rekrutiert 4. In Saugetieren ist Fis1 nicht essenziell fiir die mitochondriale Fission und fiir die
Rekrutierung von Drp1 7°. Nach Rekrutierung von Drp1 an die mitochondriale Aulenmembran
bildet Drp1 spiralférmige Oligomere von ca. 100 Drp1-Monomeren und I8st Gber eine GTP-
Hydrolyse die Durchtrennung der mitochondrialen Auenmembran aus "3. Untersuchungen
zeigten, dass der Durchmesser der Drp1-Ringe mit ca. 30 nm weit unter dem
Mitochondriendurchmesser (ca. 1 ym) liegt "®. Daraus folgte die Schlussfolgerung, dass die
mitochondriale Fission in mehreren Schritten ablaufen misse. Interessanterweise wurde die
mitochondriale Fission an bestimmten Kontaktstellen von Mitochondrien und dem
endoplasmatischen Retikulum (ER) beobachtet. Hier war der Mitochondriendurchmesser auch
deutlich geringer (ca. 140 nm) 7’. So wurde ein Modell aufgestellt, demzufolge es im Bereich
der Kontaktstellen zwischen Mitochondrien und ER zu Polymerisation von Aktinfilamenten und
damit zur Einschnurung und Verringerung des Mitochondriendurchmessers kame und
nachfolgend erst zur Drp1-Rekrutierung an der mitochondrialen AuRenmembran 8. Ein
weiteres Protein, Dynamin 2 (Dnm2), wird fiir den finalen Schritt der mitochondrialen Fission
bendtigt "°. In neueren Studien wird jedoch gezeigt, dass Dnm2 zwar eine Rolle in der
mitochondrialen Fission spielt, jedoch nicht essenziell dafirr ist ®°. In S. cerevisiae wurde kein
orthologes Gen fir dnm2 gefunden. Das homologe Protein von Drp1 in S. cerevisiae ist Dnm1.
Dnm1 befindet sich hier ebenfalls im Zytosol. Wahrend der Fission kommt es zur Rekrutierung
von Dnm1 durch das Adapterprotein Mdv1. Mdv1 besitzt am C-terminalen Ende eine Domane,
welche vorzugsweise mit der GTP-gebundenen Form von Dnm1 interagiert. Durch die

Aktivierung von Mdv1 gruppiert sich Dnm1 zu einer spiralformigen Formation an der
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mitochondrialen AuBenmembran 8'. Am N-terminalen Ende bindet Mdv1 an Fis1. Fis1 ist in
der mitochondrialen AuRenmembran verankert und rekrutiert Mdv1 aus dem Zytosol 2. Der
Proteinkomplex aus Fis1, Mdv1 und Dnm1 bildet somit die Fissionsmaschinerie . In S.
cerevisiae ist Caf4 als paraloges Protein von Mdv1 vorhanden. Caf4 kann ebenfalls an Fis1
binden und ein Fis1-Caf4-Dnm1-Komplex bilden, jedoch ist es in Anwesenheit von Mdv1
entbehrlich fiir die mitochondriale Fission 3. Auch in der Backerhefe wurde die Beobachtung
beschrieben, dass das ER durch spezifische Kontaktstellen mit den Mitochondrien ebenfalls

an der mitochondrialen Fission beteiligt ist ®°

. In einigen Studien wurde ein Zusammenhang
zwischen der Hochregulierung der mitochondrialen Fission und Tumorgenese und

neurodegenerativen Erkrankungen beschrieben ™.

1.2.3.2 Mitochondriale Fusion

Die Fusion von zwei Mitochondrien verlauft ebenfalls in mehreren Schritten. Zunachst erfolgt
die Fusion der mitochondrialen Auflenmembran und nachfolgend die Fusion der

mitochondrialen Innenmembran .

In Sé&ugetieren gehdren die malgeblich an der
mitochondrialen Fusion beteiligten Proteine ebenfalls der Familie der Dynamin-
Proteinsuperfamilie an. Dazu zahlen unter anderem Mitofusin 1 (Mfn1), Mitofusin 2 (Mfn2) und
Optische Atrophie 1 (OPA1). Fir die Fusion der mitochondrialen Auenmembran in
Séaugetieren sind die Proteine Mfn1 und Mfn2 zustandig. Uber GTP-Hydrolyse kénnen die
Mitofusin-Proteine ihre Form verandern und mit Mitofusin-Proteinen an der mitochondrialen
AuRenmembran eines anderen Mitochondriums andocken ®. Dabei spielt Mfn1 eine gréRere
Rolle. Mfn2 besitzt eine schwachere GTP-Hydrolyse-Aktivitat %. Mfn2 ist jedoch an
verschiedenen anderen Funktionen beteiligt, unter anderem an der Kommunikation zwischen
Mitochondrien und dem ER und an der Mitophagie . Mutationen von mfn2 fiihren zur
neurodegenerativen Charcot-Marie-Tooth-Erkrankung °'. Die genauen Prozesse der Fusion
der inneren mitochondrialen Membran sind bisher noch nicht geklart. Die Rolle von OPA1 ist
jedoch entscheidend ®'. OPA1 kann in zwei verschiedenen Isoformen vorliegen. Hierbei ist die
lange Isoform, [-OPA1, von der kurzen Form s-OPA1 zu unterscheiden. Die lange Isoform ist
mit ihrem N-terminalen Ende an der mitochondrialen Innenmembran verankert und kann durch
die Metallopeptidasen OMA1 oder YME1L proteolytisch in die kurze Isoform s-OPA1 gespalten
werden %2, Ohne den transmembranen Anker befindet sich s-OPA1 im Intermembranraum. Fiir
die mitochondriale Fusion scheinen beide Isoformen [-OPA1 und s-OPA1 von Bedeutung zu
sein. Es gibt jedoch auch Studien, die berichten, dass das alleinige Vorliegen von |I-OPA1
bereits suffizient fir die mitochondriale Fusion sei ®. In S. cerevisiae ist das Ortholog von Mfn1

und Mfn2 das Protein Fzo1. Es gehort zu den Mitofusinen und ist als transmembranes Protein
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mit zwei transmembranen Doménen in der mitochondrialen AuRenmembran verankert %.
Dabei ragt der langere Anteil ins Zytosol, wahrend sich der kirzere Anteil im
Intermembranraum befindet. Mgm1 ist das orthologe Protein von OPA1 und eine Dynamin-
ahnliche GTPase, welche durch das N-terminale Ende in der inneren mitochondrialen
Membran verankert und ein entscheidender Bestandteil der Fusion der inneren

Mitochondrienmembran ist °

. Ugo1 ist ein essenzielles Fusionsprotein in S. cerevisiae. Es ist
in der duReren Mitochondrienmembran lokalisiert und fungiert als Adapterprotein, welches
Fzo1 mit Mgm1 verbindet und somit die Fusion von &uferer und innerer

Mitochondrienmembran miteinander verbindet 3

. In S. cerevisiae gibt es ebenfalls zwei
Isoformen von Mgm1, die langere Form (I-Mgm1) und die kiirzere Form (s-Mgm1), die beide
aus dem gleichen Vorlauferprotein hervorgehen. Dieser Mechanismus wird als sogenannte
alternative Topogenese bezeichnet *. Die I-Mgm1-Isoform entsteht nach Prozessierung des
Vorlauferproteins durch das Protein mitochondrial processing peptidase (MPP). Die s-Mgm1-
Isoform entsteht nach Prozessierung durch die rhomboid-&hnliche Membranprotease Pcp1 .
Die s-Mgm1-Isoform besitzt die transmembrane Region nicht und liegt in Iéslicher Form im
Intermembranraum vor ¥. Wahrend I-Mgm1 fiir das Andocken der zu fusionierenden inneren
Mitochondrienmembran verantwortlich ist, fuhrt s-Mgm1 Uber die GTPase-Aktivitat zur Fusion
der inneren Mitochondrienmembran *. Der Anteil der beiden Isoformen ist abhéngig vom
Energiestatus der Mitochondrien *°. Die Fusion der mitochondrialen Innenmembran in der

Béackerhefe erfordert beide Isoformen von Mgm1 1%,
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Aspergillus fumigatus ist der wichtigste Erreger, der zur geflrchteten invasiven Aspergillose
fuhren kann. Da die Erkrankung eine hohe Letalitat aufweist, ist eine spezifische Therapie
essenziell. In diesem Hinblick ist es von grof3er Bedeutung, die grundlegenden zellularen
Mechanismen in dem Pilz zu verstehen. In unserer Arbeitsgruppe wurden bereits Proteine des
Zellwandintegritatswegs in A. fumigatus untersucht, die an der zelluldren Stressantwort des
Pilzes beteiligt sind. In der Backerhefe S. cerevisiae spielt die mitochondriale Dynamik eine
wichtige Rolle in der Erhaltung der mitochondrialen DNA und der Vitalitat des Pilzes. Zur
mitochondrialen Dynamik und zur mitochondrialen Fission in A. fumigatus ist bisher noch
wenig bekannt. Interessanterweise ist fur das mitochondriale Fissionsprotein mdv1 S.
cerevisiae kein homologes Protein in Saugetieren bekannt. Ziel dieser Arbeit war es, die
mitochondriale Fission in A. fumigatus besser zu verstehen und damit mogliche neue
Zielproteine fir die Therapie zu identifizieren. Hierzu wurden mitochondriale
Fissionsdeletionsmutanten hergestellt, um den Einfluss der mitochondrialen Fission auf die
Mitochondrienmorphologie, Fitness und Stressresistenz von A. fumigatus zu untersuchen. In
der Therapie von A. fumigatus stellt eine steigende Azolresistenz eine besondere
Herausforderung dar. Es wurde daher untersucht, inwiefern sich bei eingeschrankter

mitochondrialer Fission die Sensibilitat gegeniber Azolen verandert.
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2. Material und Methoden

2.1 Verwendete Stamme, Plasmide und Oligonukleotide

Tabelle 1: Verwendete A.

fumigatus-Stamme

+mtGFP

Stamm Genotyp und Plasmide Hintergrund Referenz
AfS35 akuA::loxP D141 Krappmann et al.,
2006
Adnm1 Adnm1::loxP-hygrof/tk AfS35 diese Arbeit
Afis1 Afis1::loxP-hygro®/tk AfS35 diese Arbeit
Amdv1 Amdv1::loxP-hygro®/tk AfS35 diese Arbeit
Adnm1+ dnm1 pCHO004 Adnm1 diese Arbeit
Afis1+ fis1 pYZ008 Afis1 diese Arbeit
Amadv1+ mdv1 pYZ007 Amav1 diese Arbeit
mgm1 pkiatston Pmgm1::ptrA-FpkiA-teton AfS35 diese Arbeit
Adnm1 mgmpaeton | “mgm1::ptrA-pkiA-teton Adnm1 diese Arbeit
AfS35 + mtGFP pCHO005 AfS35 diese Arbeit
Adnm1 + mtGFP pCHO005 Adnm1 diese Arbeit
Afis1 + mtGFP pCHO005 Afis1 diese Arbeit
Amdv1 + mtGFP pCHO005 Amav1 diese Arbeit
mgm1 gpda-teton pRS54-phleo mgm7gpaateton | diese Arbeit
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Tabelle 2: Verwendete Oligonukleotide

Primer

Sequenz 5° — 3

dnm1-8g02840-5-fwd

TTGCGGCCGCGAGGCTGCGGAGGACAATG

dnm1-89g02840-5-rev

T GGCCTGAGTGGCC AAGAGATGTCCTCGCGGTGG

dnm1-8g02840-3-fwd

T GGCCATCTAGGCC GCTTTGTTAGAGAGCCTTACC

dnm1-8902840-3-rev

TT GCGGCCGC GGTATACACGGCGTTCTTCG

dnm1-8902840-5-cast GACAACCAGAAGCACCTCG
dnm1-8902840-3-cast CGTCTCGCTGTCATGTGG
dnm1-8902840-fwd CATGGCATCCCTTAGTGAAG
dnm1-89g02840-rev GATCACAGCACTTCACCTAC

fis1-2G13320-5fwd

TT GCGGCCGC CTGAAGTTGCCGGCCTCG

fis1-2G13320-5rev

CG GGCCATCTAGGCC GCGTCCGCAGCATCTAAGG

fis1-2G13320-3fwd

GT GGCCTGAGTGGCC TTGAGCGCGCAGGACCAC

fis1-2G13320-3rev

TT GCGGCCGC CCATGGATCGGCCCATGTG

fis1-2G13320-5cast

GCGCCGCATCGTCATATCC

fis1-2G13320-3cast

TAGGTGTCGGCCAACCCG

fis1-2G13320-profwd

GG CTGCAG GCCGATGGTGTGGTGGATG

fis1-2G13320-rev

TCATCGTCTCTTTGCGGCAC
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mdv1-5G13140-5fwd

TT GCGGCCGC GACCTCATCGCCTGGGATC

mdv1-5G13140-5rev

CGGGCCATCTAGGCC CATACGGCTTATTCGGGCAC

mdv1-5G13140-3fwd

GT GGCCTGAGTGGCC CGGCTAGCATTGTCGTCC

mdv1-5G13140-3rev

TT GCGGCCGC CGATGATGAAGTGTAGAGCTG

mdv1-5G13140-fwd3(b)

GTGGCCTGAGTGGCCATGGGACCGATCACAGATTCAA
GCAATGG

mdv1-5G13140-rev2(b)

TTGCGGCCGCTCAACAAGTCCAGGCCGCCACGG

mdv1-5G13140-5cast

TCGAGCACCTCAGGGAAG

mdv1-5G13140-3cast

GCGCTTAGGCGGCATCTG

mgm1-1g11970-5-fwd

TTGCGGCCGCGCAGTAGTGCCTGTCCA

mgm1-1g11970-5-rev

CGGGCCATCTAGGCCACAGATCAGCCGGAAGGG

Pmgm1-1g11970-3-fwd

GTGGCCTGAGTGGCC ATGAGCGGGAGAATACTCTCG

Pmgm1-1g11970-3-rev

TT GCGGCCGCCGCGTGACCATGTTG

Prho1-6g06900-5-fwd

GTTGCGGCCGCTGGTTACGACAGAGGATACC

Prho1-6g06900-5c¢-rev

CGGGCCATCTAGGCCGGAATACTTCGTACAGT

Prho1-6g06900-3x-fwd

GTGGCCTGAGTGGCCATGGCTGAAATCCGCCGCAAG

Prho1-6g06900-3-rev

GTTGCGGCCGCGGTTATGAAGACAACGCCTCC

ptrA-5-rev

CGTTACCAATGGGATCCCG
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ptrA-3-fwd GTCCCGTATGTAACGGTGG

seq-his2A(t)-rev CAGATGCCCACTAAGCTTGG

2.2 Molekularbiologische Grundlagen

2.2.1 Isolierung von genomischer DNA aus A. fumigatus

Zur Isolierung von genomischer DNA aus A. fumigatus wurde das MasterPure Yeast DNA
Purification Kit (Epicentre Biothechnologies) verwendet. A. fumigatus Sporen wurden in 200 pl
flissiges AMM bei 37°C auf einem Schittler bei 180 rpm Uber Nacht inkubiert. Nach 16-24 h
wurde das gewachsene Myzel mithilfe sterilen Filterpapiers abgeerntet und anschlielend ca.
200 mg von dem Myzel in ein 2 ml Lysing Matrix A Tube (MP Biomedicals) hinzugefugt,
welches zuvor mit Quarzsand und einer Keramikkugel befullt wurde. Nach Zugabe von 225 pl
Yeast Cell Lysis Solution (Epicentre Biothechnologies) wurde das Lysing Matrix A Tube im
Homogenisator FastPrep 24 (MP Biomedicals) fiur 40 sec bei 6 m/s geschittelt. Daraufhin
folgten eine 30-mindtige Inkubation bei 65°C und anschlieRend eine Inkubation auf Eis fur 5
min. Nun wurde 112,5 pyl MCP Protein Precipitation Reagent zugegeben und das
Reaktionsgefal bei 10000 g fir 10 min zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde in ein neues
Eppendorf-Reaktionsgefal tberfihrt. Zum Ausfallen der DNA wurde 375 pl Isopropanol
hinzugegeben. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt bei 13000 g fur 15 min bei
Raumtemperatur wurde der Uberstand verworfen und das Sediment mit 500 pl 70% Ethanol
(v/v) gewaschen. Im Anschluss wurde das Reaktionsgefal bei 13000 g fir 15 min bei 4°C
zentrifugiert und der Uberstand wieder verworfen. Um Ethanol-Riickstdnde zu beseitigen,
wurde das Reaktionsgefall mit offenem Deckel bei 55°C inkubiert. Schlie3lich wurde die

getrocknete DNA in 30 pl sterilem Wasser mit RNase (1 ml H.O + 2 yl RNase) geldst.

2.2.2 DNA-Amplifizierung durch Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion ist eine Methode zur Vervielfaltigung von DNA. Fir die
Klonierungs-PCRs wurde die Pfu DNA-Polymerase (Fermentas) verwendet, da diese im

Vergleich zur DreamTaq DNA-Polymerase (Fermentas) eine 3'-5° Exonukleaseaktivitat besitzt,
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mit der sie eine ,proofreading“-Funktion erflllt und somit die Fehlerrate bei der DNA-
Amplifikation senkt. Die DreamTaq DNA-Polymerase zeichnet sich durch eine hohe
Prozessivitat und Geschwindigkeit aus und wurde bei analytischen PCRs eingesetzt. Ein
typischer Reaktionsansatz betrug 50 pl, im Fall einer analytischen PCR 25 pl. In einem
Reaktionsansatz von 50 uyl waren 5 ul vom Hersteller mitgelieferten Puffer, supplementiert mit
MgSOs und in zehnfacher Konzentrierung, 200 pM von jedem der vier
Desoxynukleosidtriphosphate, 0,1 -1,0 uM von jeweils beiden Oligonukleotiden, 50-500 ng von
der Matrizen-DNA und 1-3 U der thermostabilen DNA-Polymerase enthalten. Eine Standard-
PCR bestand aus einem initialen Denaturierungsschritt fir 2 min bei 95°C, gefolgt von 30
Zyklen und schloss mit einer Inkubation flir 10 min bei 72°C zur Vervollstandigung inkomplett
synthetisierter DNA-Strange und einer anschlieBenden Kuhlung auf 4 °C ab. Jeder Zyklus
umfasste die Denaturierung der Matrizenstrange flr 30 sec bei 95°C, die Anlagerung der
Oligonukleotide fir 30 sec bei einer Temperatur ca. 5°C unter der Schmelztemperatur der
verwendeten Oligonukleotide und die DNA-Synthese flr 1-6 min (abhangig von der Lange des
Matrizenstrangs und der eingesetzten DNA-Polymerase) bei 72°C. Die Aufreinigung der PCR-
Produkte erfolgte durch das Wizard SV Gel and PCR Clean-up System Kit (Promega) nach

Protokoll des Herstellers.

2.2.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

2.2.3.1 Minipreps

Kleine Mengen an Plasmid-DNA wurden entweder durch alkalische Lyse (Birnboim und Doly,
1979) oder mit Hilfe des PureYield Plasmid Miniprep System Kits (Promega) gewonnen. Bei
der alkalischen Lyse wurden E. coli-Zellen Gber Nacht in 2ml LB-Medium mit 100 pg/mi
Ampicillin bei 37°C in einem Schittler bei 180 rpm angezogen. 1,5 ml der Kultur wurden in ein
Eppendorf-Reaktionsgefal® tibertragen und fir 1 min bei 15000 g zentrifugiert. Nachdem der
Uberstand verworfen wurde, folgte die Resuspendierung der E. colis in 100 ul Lésung 1
(Lysozym-L6sung: 50 mM Glukose; 10 mM EDTA; 25 mM Tris-HCI pH 8,0). Anschlief3end
wurde fur 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Mit Lésung 2 (alkalische SDS-Lésung: 0,2 M
NaOH; 1% (w/v) SDS) wurden die E. coli-Zellen lysiert. Es wurde wieder flir 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 150 pl L6sung 3 (Salzlésung: 3 M Natriumacetat;
pH 4,8) und kurzem Schitteln wurde das Reaktionsgefal® fir 10 min auf Eis inkubiert, um die
Ausfallung der Proteine, der RNA und der chromosomalen DNA abzuwarten. Fir 20 min wurde
bei 13000 g und bei 4°C zentrifugiert. Nun befand sich die Plasmid-DNA im klaren Uberstand,
welches in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefald tberflihrt und mit 700 ul gekihltem, 100%
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Ethanol (v/v) gewaschen wurde. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt bei 13000 g und
bei 4°C fir 15 min wurde der Uberstand verworfen und mdgliche Ethanol-Riickstéande durch
Inkubation bei 60°C beseitigt. SchlieRlich wurde die getrocknete DNA in 50 pl sterilem Wasser
mit RNase (1 ml H20 + 2 pyl RNase) geldst (vgl. 2.1.2).

2.2.3.2 Midipreps

Zur Gewinnung groRerer Mengen an Plasmid-DNA wurde das PureYield Plasmid Midiprep

System Kit (Promega) nach Protokoll des Herstellers verwendet.

2.2.4 Restriktionsverdau

Zur sequenzspezifischen Spaltung von DNA wurden Restriktionsendonukleasen von
Fermentas verwendet. Hierbei wurde nach den Angaben des Herstellers verfahren. Es wurde

Uber Nacht verdaut.

2.2.5 Dephosphorylierung und Phosphorylierung von DNA-Fragmenten

Die Dephosphorylierung von Vektoren erfolgte mithilfe von FastAP (Fermentas), einer
thermosensitiven alkalischen Phosphatase. Dazu wurden Ansatze mit ca. 0,1-1 uyg vom Vektor,
den vom Hersteller mitgelieferten FastAP Puffer in zehnfacher Verdinnung und 1-3 U der
alkalischen Phosphatase hergestellt. AnschlieRend wurde der Reaktionsansatz fiir 1 h bei
37°C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde das Enzym fir 5 min bei 75°C irreversibel
inaktiviert. Die Phosphorylierung der 5° Enden von PCR-Produkten erfolgte unter Verwendung
der T4 Polynukleotid-Kinase (Fermentas). Ein Reaktionsansatz enthielt neben 1-100 ng des
PCR-Produkts, den T4 DNA-Ligase Puffer in zehnfacher Verdinnung, 20 pmol ATP und 10-
20 U von der T4 Polynukleotid-Kinase. Inkubiert wurde fiir 45 min bei 37°C und hitzeinaktiviert
fir 10 min bei 75°C.

2.2.6 Ligation von DNA

Nach der Dephosphorylierung des linearisierten Vektors und der Phosphorylierung der
aufgereinigten und ebenfalls verdauten PCR-Fragmente folgte die Ligation beider
Komponenten. Dies wurde mit Hilfe der T4 DNA-Ligase durchgefuhrt. Das Verhaltnis von

PCR-Fragmenten zum eingesetzten Vektor betrug im Idealfall 1:1 bis 5:1. Zudem war T4 DNA-
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Ligase Puffer in zehnfacher Verdinnung und 1 Weiss U der T4 DNA-Ligase im

Reaktionsansatz enthalten. Die Inkubation erfolgte Gber Nacht bei 16°C.

2.2.7 Agarosegelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese wurden DNA-Fragmente ihrer Grofe nach aufgeteilt.
Dazu wurden 1% (w/v), in TAE-Puffer (40 mM Tris pH 7,5; 20mM Essigsaure; 1 mM EDTA)
aufgekochte Agarosegele verwendet. Vor dem Auftragen der DNA-Proben in die vorgefertigten
Taschen, wurden die Proben mit 1/6 Volumen Ladepuffer (6x Loading Dye) versetzt. Zur
Bestimmung der FragmentgroRe wurden stets 4-6 pl eines GroRRenstandard (GenRuler 1kb
DNA Ladder, Fermentas) mitgeflhrt. Die Elektrophorese wurde bei 100-120 V fir 40-90 min
mit TAE als Laufpuffer durchgefiihrt. Zum Anfarben der DNA-Fragmente wurde das Gel
anschlieend fur 10-15 min in ein Ethidiumbromidbad (1 pg/ml) gelegt. Mit einem UV-
Transilluminator konnten die DNA-Banden bei einer Wellenlange von 254 nm dargestellt
werden. Fur analytische Zwecke wurden die Gele gescannt, bei Restriktionsverdaus von
Vektoren und Ligationen wurden die benétigten Banden aus den Gelen ausgeschnitten und
mit Hilfe des Wizard SV Gel and PCR Clean-up System Kits (Promega) nach Protokoll des

Herstellers aufgereinigt.

2.2.8 Herstellung chemisch-kompetenter E. coli-Zellen

Chemisch-kompetente E. coli-Zellen wurden nach einem modifizierten Protokoll von Inoue et
al. (1990) hergestellt '°'. Dazu wurden 500 ml LB-Medium mit 1,2 ml einer Vorkultur von E.
coli DH5a-Zellen angeimpft und unter Schitteln bei 180 rpm und 37°C bis zu einer OD595 von
0,5-0,7 inkubiert. Danach wurde die Kultur fir 30 min auf Eis inkubiert und anschlief3end fur
15 min bei 4000 g und 4°C zentrifugiert. Nachdem der Uberstand verworfen wurde, wurde das
Zellsediment in 150 pl Tfb | (10 mM K-Acetat, 10 mM CaCl2, 100 mM RbCI2, 50 mM MnCI2,
15% (v/v) Glycerin; pH 5,8 mit HCI) resuspendiert. Wieder erfolgte eine Inkubation auf Eis fir
15 min und die Zentrifugation fir 15 min bei 4000 g und 4°C. Diesmal wurde nach Abnahme
des Uberstandes das Zellsediment in 20 ml Tfb Il (10 mM MOPS, 75 mM CaCl2, 10 mM RbCI2,
15% (v/v) Glycerin; pH 6,5 mit Essigsaure) resuspendiert. Davon wurden Eppendorf-
Reaktionsgefalle mit je 60 ul beflllt und diese umgehend in Flussigstickstoff schockgefroren.
Die gefrorenen Aliquots wurden bei -80°C gelagert. Es wurden stets frisch hergestellte Tfb |-

und Tfb II-Lésungen verwendet.
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2.2.9 Transformation chemisch-kompetenter E. coli- Zellen

Bei der Transformation von E. coli wurde freie DNA in kompetente Bakterienzellen tbertragen.
Dazu wurden die zuvor bei -80°C gelagerten, chemisch-kompetenten E. coli-Zellen bei
Raumtemperatur aufgetaut. 50 ul E. coli-Suspension in einem Eppendorf-Reaktionsgefa
wurden mit 10 yl des DNA-Fragments oder 1 pl Plasmid-DNA versetzt und fir 30 min auf Eis
inkubiert. Anschlieend erfolgte ein Hitzeschock fir 90 sec bei 42°C, um die Effizienz der
Transformation zu steigern. Nach einer kurzen Inkubation fir 2 min auf Eis wurde 1 ml LB-
Flussigmedium zur Suspension hinzugegeben und diese fir 1 h bei 37°C geschittelt.
Daraufhin wurde fiir 2 min bei 13000 g zentrifugiert. Es wurde so viel Uberstand abgenommen
und verworfen, bis ca. noch 100 pl im Reaktionsgefald verblieben, um das E. coli-Zellsediment
darin resuspendieren zu kdnnen. Zuletzt wurden 100 pl Suspension gleichmaRig auf eine LB-
Platte mit 100 ug/ml Ampicillin ausplattiert und die Platten fir ca. 16 h bei 37°C inkubiert, bis

einzelne E. coli-Kolonien erkennbar waren.

2.2.10 Transformation von Aspergillus fumigatus

Zur Transformation von A. fumigatus mussten zuerst Protoplasten (Pilzzellen ohne Zellwand)
gewonnen werden. Zunachst wurden 200 ml flissiges AMM mit ca. 10® Sporen beimpft und
uber Nacht bei 37°C auf einem Schuttler bei 180 rpm inkubiert. Vor der Aberntung des Myzels
wurden Enzymldsungen flr je einen zu transformierenden Aspergillus-Stamms hergestellt. Fir
einen Enzymlésungsansatz wurden 2 g von 66 mg/ ml VinoTastePro (Novozymes Maturation:
6-10 g/hl, hochaktives beta-glucanase in 30 ml Citratpuffer, pH 5,5; 150 mM KCI; 580 mM NaCl;
50 mM Natriumcitrat) gelést und die Enzymldsung anschliefend steril filtriert und in ein
Erlenmeyerkolben geflllt. Zur Ernte wurde nach 16-24 h die Flussigkultur mit dem
angewachsenen Myzel durch sterile, mit Microcloth (Calbiochem) ausgekleideten Trichtern
geschuttet. Das im Trichter angesammelte Myzel wurde dreimal mit 30 ml Citratpuffer
gewaschen. Mit einem sterilen Spatel wurde das Myzel vorsichtig zu einem groRen Myzelball
geformt und in die frisch vorbereitete Enzymlésung gegeben. Nun wurde die Enzymldsung fur
45 min bei 30°C auf dem Schdttler bei 80 rpm inkubiert, um so die enzymatische Zersetzung
der Pilzzellwand herbeizufihren. Dabei wurde darauf geachtet nicht zu lange zu verdauen, da
so die Protoplasten beschadigt werden kénnten. Um die Protoplasten vollstandig von den
Hyphenritckstanden zu trennen, wurde der Erlenmeyerkolben mit der Protoplastensuspension
ein paar Mal kurz geschwenkt. Danach wurde die Suspension wieder mit Hilfe eines sterilen,
mit Microcloth ausgekleideten Trichters, in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen (Falcon) filtriert. Da
die Protoplasten ohne Zellwand auRerst instabil sind, erfolgte die Filtration auf Eis. Zudem

wurde nach Filtration das Falcon-R6hrchen nach einer Inkubationszeit von 5-10 min auf Eis
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mit bei 4°C gekuhlter STC 1700-Lésung (1,2 M Sorbitol; 10 mM Tris pH 5,5; 50 mM CaCly; 35
mM NaCl) auf 50 ml aufgefillt, um die Protoplasten osmotisch zu stabilisieren. Im Anschluss
wurde das Falcon-Rahrchen bei 1700 g und 4°C fiir 12 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
vorsichtig abgegossen, das Falcon-Réhrchen mit frischer, gekihlter STC 1700-L6sung befillt
und erneut bei 1700 g und 4°C fiir 12 min zentrifugiert. Diesmal wurde so viel Uberstand
abgenommen, bis ca. 500 pl Restvolumen im Falcon-Rohrchen Ubrig blieben. Die nun
aufgereinigten Protoplasten wurden im Restvolumen resuspendiert und mikroskopisch
kontrolliert. Nun folgte die eigentliche Transformation. Je 100-200 pl der gewonnenen
Protoplastensuspension wurden in ein steriles 15 ml Falcon-Rohrchen Uberfihrt, mit 30 pl
DNA-L6sung versetzt und fur 30 min auf Eis inkubiert. Vorsichtig wurde schrittweise und unter
leichtem Schwenken erst zweimal 250 pl und anschlieRend 550 pyl PEG 4000 (50 mM CaCl2;
10 mM Tris pH 7,5; 60% (w/v) Polyethylenglykol 4000) hinzugegeben. Nach einem weiteren
Inkubationsschritt fir 20 min Gber Eis wurde das Roéhrchen mit gekihlter STC 1700-Lésung
auf 15 ml aufgefiillt und bei 1700 g und 4°C fiir 15 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis
auf ca. 500 yl abgegossen und verworfen. Das Sediment wurde im Restvolumen resuspendiert
und mit 5 ml flissigem, auf 50 °C vorgewarmtem AMM-Sorbitol-Weichagar (AMM; 0,7% (w/v)
Agar; 1,2 M Sorbitol) vermengt. Nach leichtem Schutteln wurde der Weichagar auf frische
AMM-Sorbitol-Platten (AMM; 2,0% (w/v) Agar; 1,2 M Sorbitol), supplementiert mit dem zur
Selektion erforderlichen Antibiotikum (z.B. Hygromycin B, Pyrithiamin oder Phleomycin),
ausplattiert und schlieBlich bei flir 48-96 h bei 37 °C inkubiert, bis heranwachsende Klone von

den Platten isoliert und auf frischen AMM-Platten+ Antibiotikum ausgestrichen werden kénnen.

2.2.11 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten wurde von der Firma GATC (Kempten) durchgefihrt.
AnschlieRend erfolgte die Analyse der Daten mit Hilfe der Programme DNAMAN (Lynnon
Software) und Chromas (Technelysium Pty Ltd).
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2.2.12 Klonierungsstrategien

22121 Deletionsmutanten

Zur Herstellung der mitochondrialen Fissionsmutanten Adnm1, Afis1 und Amdv1 wurde das
zu deletierende Gen durch eine Hygromycin-Resistenz-Kassette ausgetauscht. Dazu wurde
die 3,5 kb grolle Hygromycin-Resistenz-Kassette mit Hilfe des Restriktionsenzyms Sfil
(Fermentas) aus dem Vektor Aoch1 (pSK346) geschnitten. Mittels PCR wurden die
flankierenden 5'- und 3‘-Bereiche des zu deletierenden Gens amplifiziert und anschlie3end mit
der Hygromycin-Resistenz-Kassette ligiert. Das Konstrukt wurde zur Transformation von
Protoplasten des A. fumigatus-Stammes AfS35 (Wildtypstamm) verwendet. Durch homologe

Rekombination wurde das Gen durch die Deletionskassette ausgetauscht.

2.212.2 Komplementanten

Zur Herstellung der Komplementante der mitochondrialen Fissionsmutante Afis1 wurde
zunachst das Plasmid pZYO008 kloniert. Mittels PCR wurde fis1 amplifiziert, mit Pst1
geschnitten und anschlie3end phosphoryliert. Der Vektor psk379 wurde mit den Enzymen Pst1
und Pme1 verdaut. Nach Dephosphorylierung des geschnittenen Vektors erfolgte die Ligation
des amplifizierten fis1-Fragments mit dem Vektor. Das so entstandene Konstrukt (pYZ008)
wurde in den Aspergillus-Stamm Afis1 transformiert. Ahnlich gelang die Herstellung von der
Komplementante mdv1+ Amdv1. Hier wurde psk379 nur mit Pme1 geschnitten. Das fertige
Plasmid (pYZ007) wurde in den Aspergillus-Stamm Amdv1 transformiert. Fir die Herstellung
der Komplementante dnm1+ Adnm1 wurde das vom Vorganger Christoph Helmschrott

klonierte Plasmid mit dem integrierten dnm1-Gen in den Adnm1-Stamm kloniert.

22123 Mitochondriale GFP (mtGFP)-Mutanten

Zur Visualisierung der Mitochondrien wurde ein Vektor, der eine mitochondriale Zielsequenz
und eine GFP-Sequenz enthalt, in die zu untersuchenden Stamme transformiert. Dieser Vektor
(pCHOO05) ist ein Derivat von pSK379-phleo, in dem die mtGFP-Sequenz aus dem Vektor
pRS54-phleo integriert wurde %2,
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22124 Konditionelle Mutanten rho1pxiateton Und mgm1 priateton

Zunachst wurde das Plasmid pYZ002 mit einem pkiA-Promotor kloniert, welches ein Derivat
von pJW123 ist. Hierbei wurde der gpdA-Promotor aus pJW123 mit dem pkiA-Promotors aus
Aspergillus niger ausgetauscht. Im nachsten Schritt wurde zuerst rho1 mittels PCR amplifiziert,
das Produkt mit Sfi | geschnitten und anschlielend mit dem geschnittenen Vektor pYZ002
ligiert. Die Herstellung der mgm1iateton €rfolgte analog. Die entstandenen Konstrukte wurden

zur Transformation von Protoplasten des A. fumigatus-Stammes AfS35 verwendet.

2.3 Mikrobiologische Methoden

2.3.1 Kultur und Ernte von Aspergillus fumigatus

Zur Anzucht von A. fumigatus wurden 50 ml steriles AMM-Agar in eine Zellkulturflasche mit
einem maximalen Fullvolumen von 250 ml (Roth) gegossen und abgekihlt. Anschlie3end
wurde die Flasche mit ca. 10 sterilen Glaskugeln befillt und mit jeweils 5-10 x 10° Sporen
angeimpft. Zum gleichmaRigen Verteilen der Sporen auf der Agaroberflache wurde die
Flasche vorsichtig geschwenkt. Nun wurde die Zellkulturflasche fiir 2-4 Tage bei 37°C inkubiert,
bis der Agar mit dichtem, griin sporulierenden Myzel bewachsen war.

Zur Ernte der Sporen wurden 10 ml steriles H-O in die Zellkulturflasche gegossen. Durch
Schitteln und Schwenken konnten sich die Sporen von den Konidiophoren I6sen. Diese nun
entstandene Sporen-Suspension wurde durch einen sterilen, mit Microcloth (Calbiochem)
ausgekleideten Trichter geschittet und das Filtrat mit Hilfe eines 15 ml Falcon-Réhrchens

aufgefangen.

2.3.2 Bestimmung der Sporenkonzentration

Nach der Ernte wurde die Sporenkonzentration ermittelt. Hierzu wurde zunachst eine 1:100
Verdinnung des Sporen-Stocks hergestellt und die optische Dichte dieser Verdinnung mit
Hilfe eines Densitometers bestimmt. Uber die durch Johannes Wagener aufgestellte Formel
konnte Uber die optische Dichte bei 600nm (OD600) die Sporenkonzentration errechnet
werden.

Formel: Konidienanzahl pro ml = gemessene ODggo x Verdiinnung x 2,24 x 107
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Die optische Dichte von 0,22 entspricht in etwa einer Sporenkonzentration von 5 x 107
Sporen/ml. Beginnend mit dieser Sporenkonzentration wurde eine Verdinnungsreihe mit
aufeinanderfolgenden zehnfachen Verdinnungs-Schritten bis zu einer Sporenkonzentration

von 5 x 10° Sporen/ml hergestellt.

2.3.3 Wachstumsanalyse von A. fumigatus
2.3.3.1 Radialer Wachstumstest

Zur Bestimmung des radialen Wachstums von A. fumigatus wurden 3 pl einer
Sporensuspension (1x10° Sporen/ml) mittig auf eine Agarplatte getiipfelt. Der Durchmesser
der Kolonie wurde nach 24 h, 48 h und 72 h gemessen. Es wurden stets

Dreifachbestimmungen durchgefuhrt.

2.3.3.2 Tupfeltest (Drop dilution assay)

Zur Untersuchung des Wachstumsphanotyps verschiedener A. fumigatus-Stamme auf
unterschiedlichen Medien und bei unterschiedlichen Bedingungen wurden je 3 pl jeder
Verdiunnungsstufe einer Verdinnungsreihe auf die entsprechende Agarplatte getlpfelt. Eine
Verdiinnungsreihe bestand aus den Verdiinnungsstufen 5 x 107, 5 x 10°, 5 x 10°, 5 x 10*, 5 x
10® Sporen/ml. Die betiipfelten Platten wurden je nach Fragestellung bei 37 °C oder 50 °C
inkubiert und nach 36 h bzw. 48 h auf ihr Wachstum analysiert.

2.3.3.3 E-Test

E-Teststreifen (bioMérieux) wurden zur Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration eines
Antimykotikums verwendet. Ein E-Teststreifen besteht aus einem Kunststofftragermaterial,
das mit einem stabilen Antimykotika-Gradienten beschichtet ist. Zuerst wurden 1 x 10° Sporen
gleichmafig mit einem sterilen Glasspatel auf einer Agarplatte ausgestrichen. Anschlielend
wurde der E-Teststreifen vorsichtig in der Mitte der Platte platziert. Dabei war besonders darauf
zu achten den Gradientenstreifen nicht mehr zu verrticken, sobald dieser auf das Agar gelegt
wurde. Luftblasen zwischen dem Agar und dem Teststreifen wurden mit Hilfe einer sterilen
Pinzette durch sanften Druck beseitigt. Nach einer Inkubationszeit von 36h — 48h bei 37°C

konnte die minimale Hemmkonzentration auf der Platte abgelesen werden.
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2.3.3.4 Hemmbhoftest

Hemmhoftests dienten zur Untersuchung der Sensitivitdt von A. fumigatus-Stammen auf
Reagenzien wie H202, Menadion, Amphotericin B, etc. Wieder wurden 1 x 10° Sporen auf eine
Agarplatte ausplattiert und gleichmaRig verteilt. Ein steriles Filterplattchen wurde auf die Mitte
der Platte platziert und 15 pl einer 30-prozentigen H202-Lésung wurden auf dieses
Filterplattchen gegeben. Nach 24h — 36h Inkubation bei 37°C konnte der

Hemmhofdurchmesser abgemessen werden.

2.3.4 Galleria mellonella- Infektionsmodell

Zur Untersuchung der Virulenz der Mutanten der mitochondrialen Fission und Fusion wurde
ein Infektionsmodell mit Galleria mellonella (G. mellonella) von Michael Neubauer durchgefihrt.
Hierzu wurden G. mellonella-Larven vom Angel- und Kédermarkt (Minchen, Deutschland) mit
Konidien der jeweiligen Aspergillus-Stamme injiziert. Pro Versuchsgruppe wurden je 10 Larven
mit 5 x 10° Konidien, die in je 10 pl destilliertes Wasser (ddH.0) resuspendiert wurden, injiziert.
Die Larven wogen zum Zeitpunkt der Inokulation zwischen 0,3-0,5 g. Als Negativkontrolle
wurde nur ddH2O injiziert sowie eine Vergleichsgruppe ohne jegliche Behandlung mitgefuhrt.

Die Larven wurden nach der Injektion bei 37°C inkubiert und alle 8 Stunden untersucht.

2.3.5 Mikroskopie

2.3.5.1 Lichtmikroskopie

Die mikroskopische Untersuchung von Hyphenmorphologie und —wachstum wurde mit Hilfe
des inversen Hellfeld- und Phasenkontrast-Mikroskops Zeiss Axiovert 25 durchgefiihrt. Die
Sporen wurden in Mikrotiterplatten in flissigem AMM angezogen. Je nach Fragestellung
wurden Mikrotiterplatten mit 24 oder 96 Vertiefungen verwendet. Lichtmikroskopische

Aufnahmen wurden mit Hilfe einer digitalen Spiegelreflexkamera (Canon EOS 600D) gemacht.

2.3.5.2 ,Live Cell“-Mikroskopie

Fir die Darstellung der mit griin fluoreszierendem Protein (GFP) markierten Mitochondrien in
A. fumigatus wurde das ,UltraView spinning disc confocal imaging system* (Perkin Elmer)
verwendet, welches mit einem Nikon Eclipse TE300 Mikroskop und einer ORCA ER Kamera

(Hamamatsu) ausgestattet ist. In einer speziellen 8-Kammer Mikroskopierplatte (u-Slides 8
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well; Ibidi) wurden die Sporen flr ca. 10 h bei 37°C inkubiert. Jede Kammer wurde mit 200 pl

Medium und 500-1000 Sporen befillt. Durch die am Mikroskop installierte Inkubationskammer

konnten die Praparate wahrend des Mikroskopierens bei 37° C gehalten werden. Das GFP-

Signal wurde durch Anregung eines Argon-Lasers bei einer Wellenlange von 488 nm sichtbar

gemacht. Mit Hilfe eines Photomultiplier konnten die Praparate bildlich festgehalten werden.

2.4 Medien und Puffer

LB-Medium:

LB-Platten:

AMM:

AMM-Platten:

Sabouraud-Medium

Sabouraud-Platten

RPMI-Platten

10 g/l Bacto-Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 10 g/I Natriumchlorid auf
1000 ml; fur LBamp wurde nach dem Autoklavieren 100 pg/ml

Ampicillin zugegeben

LB-Medium; 2,0 % (w/v) Agar; fur LBAmp-Platten wurden nach

dem Autoklavieren 100 pug/ml Ampicillin zugegeben

2 mM MgSO4 « 7 H20; 50 ml 20x Salzlésung; 1 ml

Spurenelementlésung; 10 g D-Glukose auf 1000 ml
AMM; 2,0 % (w/v) Agar

1% (w/v) Pepton (LP0034; Oxoid); 4% (w/v) D-Glukose als

Endkonzentration; pH 7
Sabouraud-Medium; 2% (w/v) Agar

RPMI-1640-Medium (#R6504-1L; Sigma-Aldrich); 2% (w/v) D-
Glukose als Endkonzentration; 0,165 mol/l MOPS; pH 7,0
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2.5 Chemikalien und Gerate

2.5.1 Chemikalien und Enzyme

Die fur diese Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Amersham Bioscience

(Buckinghamshire, England), AppliChem (Darmstadt), Becton Dickinson (New Jersey, USA)

Biomol (Hamburg), Boeringer Ingelheim Bioproducts (Heidelberg), Calbiochem (Merck,
Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe), Difco (Becton Dickinson, New Jersey, USA), Fluka (Sigma

Aldrich, Steinheim), Invitrogen (Darmstadt), Merck (Darmstadt), Molecular Probes (Invitrogen,

Darmstadt), Serva (Heidelberg) und Sigma-Aldrich (Steinheim) bezogen. Die Enzyme wurden

von den Firmen Invitrogen (Darmstadt), MBI Fermentas (St. Leon-Roth), New England Biolabs

(Ipswich, UK), Promega (Mannheim), Roche (Mannheim), Sigma-Aldrich (Steinheim), usb
Affimetrix (Santa Clara, USA) und Qiagen (Hilden) bezogen.

2.5.2 Gerate

Agarose-Gelkammern
Brutschranke
Digitalkamera
Feinwaagen

Magnetruhrer

Mikroskop:
Lichtmikroskop
Fluoreszenzmikroskop
Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop
Live Cell Mikroskop
Mikrowelle
pH-Messgerat
Photometer
Schuttellinkubatur
Spannungsquelle
Sterilbank
Spritzenaufsatzfilter
Thermomixer
Thermocycler

Biometra

EASY-CAST
Heraeus

Canon EOS 600D
Mettler AE 50
Heidolph, MR 3001 K

Zeiss, Axiovert 25
Leica DM LB
Leica SP-5 und Leica TCS-NT
Nikon Eclipse TE300
Sharp
Kettler Toledo
Amersham Bioscience Ultraspec 10
B. Braun
BioRad, Power pac 1000
Heraeus, Hera Safe
0,2-0,8 um Millex GD
Eppendorf
Biometra T Gradient
Personal Cycler
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UV-Transilluminator
Video-Geldkumentationssystem
Vortex

Zellaufschlussgerat

Zentrifugen

BioRad

BioRad

Scientific Instruments
MP Fastprep 24

Sigma 1-13, 1K15, 6K15
Heraeus, Megafuge 1.0R
Roth Micro Centrifuge
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3. Ergebnisse

3.1 Identifikation moglicher Komponenten der mitochondrialen

Fissionsmaschinerie von A. fumigatus

Zu Beginn dieser Arbeit mussten zuerst die mitochondrialen Fissionsproteine in A. fumigatus
identifiziert werden. In S. cerevisiae wurde bereits ein Modell der mitochondrialen
Fissionsmaschinerie aufgestellt. Hierbei spielen unter anderem die Proteine Dnm1, Fis1 und
Mdv1 eine wichtige Rolle. Um die entsprechenden homologen Proteine in A. fumigatus zu
finden, erfolgte die Verwendung des Programmes BLASTP des National Center for
Biotechnology Information '*. Eine Ubersicht der entsprechende Homologe ist aus Tabelle 3

zu entnehmen.
3.1.1 Das Dnm1-Homolog

Die Aminosauresequenz von Dnm1 (YLLOO1W) wurde im FASTA-Format als ,Query
Sequence® in die ,Non-redundant protein sequences“-Datenbank von A. fumigatus Af293
(taxid: 330879) eingetragen. Als Ergebnis zeigte sich die grote Ubereinstimmung bei dem als
Dynamin-ahnliche GTPase annotiertes Dnm1-Protein (AFUA_8G02840) mit einer maximalen
Identitat von 56%. Nachfolgend zeigten die Dynamin-&hnliche GTPase Vps1 (vacuolar protein
sorting) und die Dynamin-GTPase Msp1 (mitochondrial sorting of proteins) beide eine
Ubereinstimmung von 40%. Da das Dnm1-Protein in A. fumigatus nicht nur denselben Namen
tragt, sondern auch die hochste Identitdt und den hochsten Bit-Score (875) aufwies,
identifizierten wir es als das homologe Protein von Dnm1 in S. cerevisiae. Das in A. fumigatus
fur Dnm1 kodierende Gen dnm1 ist auf Chromosom 8 lokalisiert (768813-771371 bp), das
Transkript umfasst 2403 bp und kodiert 800 Aminosauren °°.

3.1.2 Das Fis1-Homolog

Durch das Alignment von Fis1 (YILO65C) auf gleiche Weise konnte das Homolog Fis1
(AFUA_2G13320) mit einer Ubereinstimmung von 51% identifiziert werden. Weitere
Kandidaten mit hoher Ubereinstimmung wurden nicht gefunden. Das dafiir kodierende Gen
liegt auf Chromosom 2 (3439763-3440265 bp), das Transkript umfasst 1063 bp und kodiert

151 Aminosauren .
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3.1.3 Das Mdv1/Caf4-Homolog

Sowohl beim Alignment der Aminosauresequenz von Mdv1 (YJL112W) als auch von seinem
Paralog Caf4 (YKR036C) ergab sich das annotierte Mdv1 (AFUA_5G13140) in Aspergillus
fumigatus mit einer Identitat von 34%/32%. Weitere Proteine mit hoher Ubereinstimmung
jedoch niedrigerem Bit-Score waren zwei WD repeating Proteine. Als WD repeating Proteine
werden solche Proteine bezeichnet, die aus wiederkehrenden Repeats von einer Sequenz von
40 oder mehr Aminosauren bestehen und mit einem Tryptophan (W)-, Aspartat (D)-Rest enden.
Diese gehoren einer grofden Proteinfamilie an, die an Signaltransduktionen und

d'™. Bei gleichnamigem Protein und

Zusammenbau von Proteinkomplexen beteiligt sin
héchstem Bit-Score wurde erneut der erste Kandidat Mdv1 gewahlt. Das kodierende Gen ist
auf Chromosom 5 (34448553-3446848 bp) lokalisiert, das Transkript umfasst 2894 bp und

kodiert 544 Aminosauren .

Tabelle 3: Homologe Proteine des mitochondrialen Fissionsapparates in Aspergillus fumigatus,
Stamm Af293. Die Proteinidentitat wurde mittels BLASTP bestimmt.

Mammalia S. cerevisiae A. fumigatus 293 Proteinidentitat
Drp1 Dnm1 (YLLOO1W) AFUA_8G02840 56%
Fis1 Fis1 (YILO65C) AFUA_2G13320 51%
- Mdv1 (YJL112W) AFUA_5G13140 34%
- Caf4 (YKRO36C) AFUA_5G13140 32%

3.2 Herstellung und Verifizierung von dnm1-, fis1- und mdv1-

Deletionsmutanten und -Komplementanten

Nach Identifikation der homologen Fissionsproteine in A. fumigatus wurden die
Fissionsdeletionsmutanten nach der Klonierungsstrategie in Kapitel 2.2.12.1 hergestellt.
AnschlieRend wurden die zugehorigen Komplementanten hergestellt (siehe Kapitel 2.2.12.2).
Zur Verifizierung der mitochondrialen Fissionsdeletions- und Komplementationsmutanten
wurden die in der Tabelle 4 aufgelisteten Primer verwendet. Fur jedes Gen wurden vier

Kontroll-PCRs durchgefuhrt. Die Abbildungen 1A-F zeigen die Anlagerungsstellen der
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Primerpaare sowie die Fragmentlange der zu erwartenden Amplifikate. Der Wildtypstamm von
A. fumigatus wird in den folgenden Kapiteln als AfS35 oder Wildtyp (wt) bezeichnet. Aus den
Stammen AfS35 (wt), Adnm1, Afis1, Amdv1 und der jeweiligen Komplementanten
Adnm1+dnm1, Afis1+fis1, Amdv1+mdv1 wurde die Genom-DNA isoliert und als Template bei

den Kontroll-PCRs verwendet.

3.21 dnm1

Fir die Verifizierung der Deletions- und Komplementationsmutante von dnm7 wurden die in
Tabelle 4 aufgelisteten Primer verwendet. Abbildung 1A zeigt die zu erwartenden
Fragmentlangen der PCR-Produkte. Der obere Genomabschnitt stellt den Genlokus von dnm1
im wt dar, der mittlere den dnm1::hph/tk-Lokus nach Deletion von dnm1 im Wildtyp-Genom
und Ersetzung der kodierenden Region mit einer Hygromycin-Resistenz-Kassette und einem
gpdA-Promoter aus dem Vektor Aoch1 (pSK346). Der untere Genomabschnitt zeigt die
Integration des open reading frame (ORF), der kodierenden DNA-Sequenz zwischen dem
Start- und Stopcodon von dnm1, mit einem gpdA-Promoter am his2A-Lokus in der
Deletionsmutante. Folglich sollte die PCR 1 nur ein PCR-Produkt der Lange 3,9 kb beim wt
ergeben, da diese den Wildtyplokus von dnm1 amplifiziert. Die Primerpaare von PCR 2 und 3
lagern sich an der Deletionskassette mit dem Hygromycin-Resistenzgen an und amplifizieren
den Genabschnitt 5-warts und 3‘-warts mit den zu erwartenden Fragmentlangen von 1,9 kb
und 1,4 kb, die nur bei der Amplifikation von der Deletionsmutante zu erwarten waren. PCR 4
umfasst den ORF von dnm1 und einen Teil des his2A-Lokus, weshalb sich nur bei der
Komplementante ein PCR-Produkt von 2,6 kb ergeben sollte. Abbildung 1 B zeigt die
jeweiligen PCR-Produkte nach Auftrennung durch Gel-Elektrophorese.

3.2.2 fis1 und mdv1

Die Kontroll-PCRs fiir die Deletionsmutanten und Komplementanten von fis1 und mdv1
basieren auf dem gleichen Prinzip. Abb. 1 C zeigt die zu erwartenden Fragmentlangen fur
fis1, Abb. 1 E die fir mdv1. Abb. 1 D zeigt die PCR-Produkte fur fis1 und Abb. 1 F fir mdv1

nach Auftrennung durch Gel-Elektrophorese
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Abb. 1: Verifizierung-PCRs fiir der Deletion und Komplementation von dnm1, fis1 und mdv1. (A),
(C) und (E) zeigen die zu erwartenden PCR-Fragmentlangen fir PCR1-4 fir dnm1, fis1 und mav1. (B),
(D) und (F) zeigen die die PCR-Produkte auf dem Agarose-Gel nach Gel-Elektrophorese fir jeweils dnm1,
fis1 und mdv1. (5'/3"% Primerbindungsstellen, his2A(t): his2A-Lokus zur mdglichen homologen
Rekombination, hph/tk: Hygromycin-Resistenzkassete, , kb: kilobasen, wt: Wildtypstamm).
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Tabelle 4: Verwendete Primer zur Verifizierung der Deletions- und Komplementationsmutanten

dnm1

PCR 1 dnm1-8g02840-fwd; dnm1-8g02840-3-cast
PCR 2 dnm1-8902840-5-cast; gpdA(p)-3-rev

PCR 3 trpCt-fwd; dnm1-8g02840-3-cast

PCR 4 dnm1-8g02840-fwd; seq-his2A(t)-rev

fis1

PCR 1 fis1-2G13320-profwd; fis1-2G13320-3cast
PCR 2 fis1-2G13320-5cast; gpdA(p)-3-rev

PCR3 trpCt-fwd; fis1-2G13320-3cast

PCR 4 fis1-2G13320-profwd; seq-his2A(t)-rev
mdv1

PCR 1 mdv1-5G13140-fwd3; mdv1-5G13140-3cast
PCR 2 mdv1-5G13140-5cast; gpdA(p)-3-rev

PCR 3 trpCt-fwd; mdv1-5G13140-3cast

PCR 4 mdv1-5G13140-fwd3; seq-his2A(t)-rev

3.3 Die Deletionsmutanten der mitochondrialen Fission zeigen ein

verandertes Sporulations- und Wachstumsverhalten

3.3.1 Die verminderte Sporulation

Zunachst wurde das Wachstumsverhalten der Deletionsmutanten auf AMM-Platten naher
untersucht. Mit sogenannten , Tupfeltests“ (Drop dilution assay, siehe Kapitel 2.3.1.2) konnten
pro Reihe die Sporen des zu untersuchenden Stammes in unterschiedlichen
Sporenkonzentrationen pipettiert und auf dem Medium inkubiert werden. Fur jeden

hergestellten Deletionsstamm wurden je drei Klone isoliert, um eine signifikante Aussage uber
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die beobachteten Versuchsergebnisse machen zu konnen. Dabei zeigte sich, dass die
Fissionsdeletionsmutanten im Vergleich zum Wildtyp langsamer und weniger sporulierten.
Dies war erkennbar an der geringeren Grinfarbung der Kolonien der Deletionsmutanten.
Neben einer verminderten Sporulation wurde eine erhéhte Myzelproduktion beobachtet. Der
weille Myzelsaum der Kolonien war ausgepragter als beim Wildtyp. Durch Reintegration des
deletierten Gens in die Deletionsmutanten konnte dieser Wachstumsphanotyp wieder
vollstandig kompensiert werden (vgl. Abb. 2).

Das veranderte Sporulationsverhalten kdénnte auf eine veranderte mitochondriale Funktion
durch die Beeintrachtigung der mitochondrialen Fission zurlickzufihren sein. Um zu
untersuchen, ob die Dysfunktion der mitochondrialen Fission zu einer Funktionsstérung in der
Atmungskette fuhrt, wurde durch Dr. Nikola Wagener die Aktivitat der Cytochrom c-Oxidase,
einem wichtigen Enzym in der mitochondrialen Atmungskette, in den Deletionsmutanten
untersucht. Hier zeigte sich, dass die Mitochondrien der Fissionsdeletionsmutanten im
Vergleich zum Wildtyp eine verminderte Aktivitdt der Cytochrom c-Oxidase aufwiesen
(Ergebnisse in dieser Arbeit nicht gezeigt).

In S. cerevisiae flhrte die Dysfunktion der mitochondrialen Fission zu einer Verteilungsstérung
der Mitochondrien bei der Sporulation. Wahrend der Meiose in S. cerevisiae bilden sich aus
einer diploiden Zelle vier haploide Sporen, die in einer Einheit, der sogenannten Tetrade,
verbleiben. Gorsich und Shaw zeigten, dass bei mitochondrialen Fissionsdeletionsmutanten
in S. cerevisiae 15-20% der Mutanten Tetraden bildeten, bei denen ein oder mehrere Sporen

195 Wir untersuchten deshalb, ob dies auch der

einer Tetrade keine Mitochondrien enthielten
Fall in A. fumigatus ist. Die mitochondrialen Fissionsmutanten wurden mit einem
Expressionsvektor transformiert, der ein grunfluoreszierendes Protein mit mitochondrialem
Sortierungssignal (mtGFP) enthalt (p.CHO005), um die Mitochondrien sichtbar zu machen. Unter
dem Fluoreszenzmikroskop wurden pro Stamm je 300 Sporen gezahlt und ausgewertet, wie
viele der ausgezahlten Sporen Mitochondrien enthielten, um anschlieRend den Prozentsatz
der mtGFP-positiven Sporen zu bestimmen. In Tabelle 5 sind die ausgewerteten Ergebnisse
zusammengefasst. Es zeigte sich, dass sich die Anzahl der mtGFP-positiven Sporen in Adnm1,
Afis1 und Amdv1 nicht von der Anzahl der mtGFP-positiven Sporen im Wildtyp unterschieden

(vgl. Abb. 3).
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wt

Adnm1

dnm1

Afis1

fis1

Amdv1

mdv1

Abb. 2: Verminderte Sporulation der Deletionsmutanten. Fiir die Tipfeltests wurden je 3 pl jeder

Verdiinnungsstufe einer Verdiinnungsreihe auf die AMM-Platte getiipfelt. Eine Verdiinnungsreihe

bestand aus den Verdiinnungsstufen 5 x 107, 5 x 10%, 5 x 10°%, 5 x 10, 5 x 10® Sporen/ml. Die bettpfelten
Platten wurden bei 37 °C inkubiert und nach 36 h fotografiert.

Tabelle 5: Anzahl der mtGFP-positiven Sporen im Wildtyp und in den mitochondrialen
Fissionsdeletionsmutanten

Stamm Anzahl der Sporen Anzahl der mtGFP-positiven Sporen (%)
wt 300 297 (99,0%)
Adnm1 300 298 (99,3%)
Afis1 300 299 (99,7 %)
Amdv1 300 289 (96,3%)

36




Abb. 3: Beeintrachtigung der mitochondrialen Fission hat keinen Einfluss auf die Vererbung der
Mitochondrien in die neu gebildeten Sporen. Die Abbildung zeigt eine Uberlagerung der Hellfeld- und
Fluoreszenzmikroskopiebilder. Zur Visualisierung der Mitochondrien wurde ein mtGFP-Vektor (pCHO05)

in den Afis1-Stamm transformiert.

3.3.2 Eingeschranktes radiales Wachstum

Neben der verminderten Sporulation wurde auch ein verlangsamtes und eingeschranktes
radiales Wachstum in allen mitochondrialen Fissionsdeletionsmutanten beobachtet. Zur
systematischen Auswertung dieses Wachstumsphanotyps wurden radiale Wachstumstests
durchgefihrt. Es wurden von jedem Stamm 3 pl aus der Sporensuspension mit der
Sporenkonzentration von 5x10° Sporen/ml auf je eine AMM-Platte und eine Sabouraud (SAB)-
Platte getlpfelt und die Platten bei 37°C inkubiert. Der radiale Durchmesser der gewachsenen
Kolonien wurde nach 24 h, 48h und 72 h gemessen. Fuir jeden Stamm wurden drei
Versuchsansatze gefuhrt. Abbildung 4 A zeigt den Mittelwert der gemessenen Durchmesser
zu der angegebenen Zeit pro Stamm fir AMM, Abbildung 4 B fir SAB. Die
Standardabweichungen waren so gering, dass sie im Diagramm nicht zur Darstellung kommen.
Die Wachstumsbeeintrachtigung lie3 sich ebenfalls in den Tupfeltests beobachten. Die
Kolonien der Deletionsmutanten waren vom radialen Durchmesser geringer als der Wildtyp
(vgl. Abb. 2). Interessanterweise zeigte sich in Abbildung 4 B, dass auf SAB-Medium beim
Wildtyp die radialen Durchmesser der Kolonien deutlich groer waren als auf AMM, jedoch
unterschieden sich bei den Deletionsmutanten die radialen Durchmesser auf AMM und SAB

nicht wesentlich voneinander.
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Abb. 4: Die Deletionsmutanten zeigen ein langsameres und eingeschrinktes Wachstum im
radialen Wachstumstest. Zur Bestimmung des radialen Wachstums der angegebenen Stdamme
wurden 3 pl einer Sporensuspension (1x10® Sporen/ml) mittig auf eine AMM-/SAB-Agarplatte getiipfelt.
Der Durchmesser der Kolonie wurde nach 24 h, 48 h und 72 h gemessen. Fiir jeden Stamm wurden drei
Versuchsansatze mitgefiihrt. Die Mittelwerte der Messungen wurden in das Liniendiagramm
aufgetragen. Die Standardabweichungen waren so gering, dass sie nicht zur Darstellung kommen. (A)
zeigt die Ergebnisse auf AMM, (B) auf SAB.
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3.3.3 Erhohte Hitzesensibilitat

Zur weiteren Wachstumsanalyse wurden Tupfelplatten mit AMM und SAB bei 50 °C inkubiert.
Im Vergleich zur Inkubationsbedingung bei 37°C zeigten die Deletionsmutanten bei 50°C eine
signifikante Wachstumseinschrankung bzw. einen Auskeimungsstopp. Wahrend bei 37°C die
Sporen der Deletionsmutanten auf AMM-Agarplatten noch bis zur 4. Verdlnnungsfraktion
(5x10* Sporen/ml) auskeimten, konnte bei einer Temperatur von 50°C bereits ab der ersten

Verdiinnungsfraktion (5x107 Sporen/ml) ein Auskeimungsstopp beobachtet werden.

(A) AMM 37°C 36 h AMM 50°C 48 h
wit
Adnm1
Afis1

Amdv1

(B) SAB 37°C 24 h SAB 50°C 48 h

wt

Adnm1

Afis1

Amadv1

Abb. 5: Erhéhte Hitzesensibilitdt der mitochondrialen Fissionsdeletionsmutanten bei Temperatur
50°C. Fir die Tupfeltests wurden je 3 ul jeder Verdiinnungsstufe einer Verdiinnungsreihe auf die AMM-
Platte/SAB-Platte gettipfelt. Eine Verdlinnungsreihe bestand aus den VerdlUnnungsstufen 5 x 107, 5 x
105, 5 x 10°% 5 x 104 5 x 10° Sporen/ml. Die betlpfelten AMM-Platten wurden bei 37 °C bzw. 50°C
inkubiert und nach 36 h bzw. 48 h fotografiert. Die betiipfelten SAB-Platten wurden aufgrund des
schnellen Wachstums vom wt nach 24 h bzw. 48 h fotografiert. (A) zeigt die Tipfeltests auf AMM fiir die
Stdmme wt, Adnm1, Afis1 und Amdv1 bei 37 °C/ 50°C, (B) zeigt die Ergebnisse auf SAB-Medium.

Aber selbst die ausgekeimte erste Verdinnungsfraktion zeigte ein enorm beeintrachtigtes

Wachstum und ebenso wie der Wildtyp eine stark verminderte Sporulation (vgl. Abb. 5A). Auf
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SAB-Medium keimte der Wildtyp bei 50 °C noch eine Verdiinnungsfraktion (5x10* Sporen/ml)
weiter aus als auf AMM, wahrend die mitochondrialen Fissionsdeletionsmutanten bereits auf
SAB-Medium bei 37 °C schlechter auskeimten als auf AMM und bei 50 °C auf SAB-Medium

gar keine Auskeimung zu beobachten war (vgl. Abb. 5B).

3.3.4 Keine Wachstumseinschrankungen bei unterschiedlicher

Glukosekonzentration im Medium

Die in den vorherigen Kapiteln beschriebenen Wachstumsphanotypen der mitochondrialen
Fissionsdeletionsmutanten lieBen sich deutlicher auf Komplexmedien wie SAB-Medium und
Blut-Medium darstellen. Da nach dem verwendeten Herstellungsprotokoll SAB-Medium im
Vergleich zu AMM neben einer komplexeren Zusammensetzung (z.B. Pepton) auch einen
héheren Glukosegehalt besitzt, sollte untersucht werden, ob die Wachstumsbeeintrachtigung
eventuell durch einen héheren Glukosegehalt im Medium (in AMM-Medium 1%, in SAB-
Medium 4%) bedingt ware. Hierzu erfolgten Tupfeltest auf AMM- und SAB-Platten mit
unterschiedlichen Konzentrationen an Glukose im Medium. Wie Abb. 6 zeigt, hatte die
unterschiedliche Glukosekonzentration (1% (w/v) Glukose vs. 4% (w/v) Glukose) keinen
Einfluss auf das Wachstumsverhalten sowohl vom Wildtyp als auch von den drei

Deletionsmutanten.
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AMM 37°C 36 h SAB 37°C 24 h

1 % Glukose

4 % Glukose

S

Abb. 6: Die Glukosekonzentration hat keinen direkten Einfluss auf das schlechte Wachstum der

mitochondrialen Fissionsdeletionsmutanten. Fir die Tipfeltests wurden je 3 pl jeder
Verdiinnungsstufe einer Verdiinnungsreihe auf die AMM-/SAB-Platte mit 1%/ 4% Glukosekonzentration
getlpfelt. Eine Verdiinnungsreihe bestand aus den Verdiinnungsstufen 5 x 107, 5 x 10%, 5 x 105, 5 x 104,
5 x 10% Sporen/ml. Die betupfelten Platten wurden bei 37 °C inkubiert und nach 24 h (SAB) bzw. 36 h
(AMM) fotografiert.

3.4 Die Deletion von dnm1, fis1 oder mdv1 fuhrt zur Veranderung der

Morphologie der Mitochondrien

Da durch Deletion einzelner Gene, die fir wichtige Proteine des mitochondrialen
Fissionsapparates kodieren, von einer Funktionseinschrankung der mitochondrialen Fission
auszugehen ist, sollte diese Auswirkung auch mikroskopisch untersucht werden. Um die
Mitochondrien zu visualisieren, wurde der Expressionsvektor (pCH005) mit einem mtGFP-
Konstrukt in die jeweiligen zu untersuchenden Aspergillus-Stamme wt, Adnm1, Afis1 und
Amdv1 transformiert und so mtGFP-Stdmme hergestellt (siehe Kapitel 2.2.12.3).

Fiar S. cerevisiae wurde beschrieben, dass sich die Mitochondrien in einem standigen
Teilungs- und Fusionierungsprozess befinden. Die Mitochondrien unter dem Live-Cell-
Mikroskop hatten ein tubuléres, netzartiges Erscheinungsbild &. Diese Beobachtungen lieRen
sich auch fur A. fumigatus bestatigen. Wie Abb. 7 zeigt, bildeten die Mitochondrien vom wt

lange, tubulare Vernetzungen, wahrend bei den Deletionsmutanten Adnm1, Afis1 und Amdv1
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die mitochondriale Morphologie ein sehr heterogenes Bild aufwies. Hier waren die
Mitochondrien nicht nur zu tubuldren Strukturen angeordnet, sondern lagerten sich zu
unterschiedlich groBen kugeligen Gefligen zusammen. Interessanterweise konnten diese
ballonartigen Strukturen vor allem in SAB-Medium vermehrt beobachtet werden. Auch im wt
war die Hyphen- Morphologie im SAB-Medium im Vergleich zum AMM-Medium verandert. Die
Hyphen waren deutlich verbreitert und die Mitochondrienanzahl innerhalb der Hyphen war

gestiegen, jedoch unter Beibehaltung der tubuldren Vernetzung.

v
Afis1 (AMM) Afis1 (SAB)

Abb. 7: Darstellung der Mitochondrien-Morphologie mittels mtGFP. Die Sporen der mtGFP-Stamme
wurden in einer 8-Well-Ibidi-Kammer angesetzt. Pro Kammer wurden 1000 Sporen in 300 yl AMM-/SAB-
Flissigmedium bei 37°C fir 13 h inkubiert. AnschlieRend wurden die Mitochondrien mit Hilfe von
konfokaler Spinning-Disk-Mikroskopie und einem Live-Cell-imaging Systems analysiert. Der

Messstabbalken reprasentiert 8 um.

3.5 Die Sensitivitat der dnm1-, fis1- und mdv17-Deletionsmutanten

gegenuber Azol-Antimykotika ist erniedrigt

Nachdem die  mitochondrialen  Fissionsdeletionsmutanten ein  beeintrachtigtes
Wachstumsverhalten sowie eine erhohte Hitzesensibilitat gezeigt hatten, sollte untersucht
werden, ob sie im Vergleich zum Wildtyp ebenfalls eine hdohere Sensibilitdt gegentber
Antimykotika aufzeigen. Da bei einer Infektion mit Aspergillus fumigatus Triazole wie

Voriconazol und Posaconazol Therapie der Wahl sind, wurden zunachst Epsilometer-Tests
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(E-Tests) durchgefiihrt, um die minimale Hemmkonzentration (engl.: minimal inhibitory
concentration, MIC) von Voriconazol und Posaconazol bei Wildtyp und Deletionsmutanten zu
vergleichen. Dazu wurde die gleiche Sporenmenge auf AMM-, RPMI-1640- und SAB-Platten
gleichmaRig verteilt. AnschlieBend wurde ein Epsilometer-Teststreifen, der mit einem stabilen
Antimykotika-Gradienten beschichtet ist, vorsichtig in der Mitte der Platte platziert. Die Platten
wurden bei 37°C inkubiert und nach 48 Stunden abgelesen. Fir jeden Stamm wurden drei
Versuchsplatten angesetzt. GemaR Abb. 8 betrug die MIC fiir die Deletionsmutante Afis1 bei
Voriconazol auf SAB-Platten 1,0 ug/ml, auf RPMI-1640-Platten 0,5-0,75 pg/ml, wahrend der
Wildtyp signifikant geringere MICs aufwies. Um einen signifikanten Unterschied handelte es
sich in diesem Fall, wenn sich die MICs um zwei oder mehr Konzentrationsstufen
unterschieden. Auf SAB-Platten betrug die MIC vom wt nur 0,25 pg/ml, auf RPMI-1640-Platten
lag sie ein wenig héher bei 0,38 pg/ml. Reprasentativ wurde hier Afis71 gezeigt, jedoch liel3en
sich die Ergebnisse flur die Mutanten Adnm1 und Amdv1 in den unterschiedlichen Ansatzen
stets reproduzieren. Auffallig war insbesondere, dass die Azolresistenz der Deletionsmutanten
auf SAB-Medium noch starker zum Vorschein kam, obwohl ihr Wachstum auf Komplexmedium
im Vergleich zum Wildtyp starker beeintrachtigt war. Diese interessante Beobachtung sollte
weiter untersucht werden. Mittels Tupfeltests sollte eine Konzentration von Voriconazol
gefunden werden, bei der die Deletionsmutanten noch weiterwachsen, der Wildtyp allerdings
nicht mehr weiter auskeimt. Wie Abb. 9 zeigt, gelang dies analog zu den E-Tests auf SAB-
Platten supplementiert mit 0,75 pg/ml Voriconazol. Ebenfalls deuteten Tupfeltest auf SAB-
Platten mit Posaconazol auf eine erhdhte Resistenz der Deletionsmutanten gegeniber Azolen
hin.

Da das Ablesen der MIC bei E-Tests manchmal durch das asymmetrische Wachstum auf der
Platte erschwert war, sollte eine andere Methode zur Bestatigung verwendet werden. Es
wurde ein Well-Test-Versuch etabliert, um die MICs fiir Voriconazol in verschiedenen Medien
(SAB und RPMI) mikroskopisch auszuwerten. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6
zusammengefasst. Ahnlich zu den E-Tests waren die MICs fir Voriconazol bei den
mitochondrialen Fissionsdeletionsmutanten deutlich héher als beim Wildtyp, sowohl im SAB-
Medium als auch im RPMI-Medium. Im SAB-Medium war die MIC fir Voriconazol bei den

Deletionsmutanten auch im Well-Test-Versuch hoher als im RPMI-Medium.
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wt Nfis1

SAB

RPMI

Abb. 8: Epsilometer-Tests von Voriconazol auf SAB- und RPMI-Platten zeigen eine erhéhte
Azolresistenz der Deletionsmutanten. Pro Stamm wurden 1 x 108 Sporen gleichméaRig auf eine SAB-
/RPMI-Platte ausgestrichen. Der entlang eines Konzentrationsgradienten mit Voriconazol beschichtete
E-Teststreifen wurde vorsichtig in der Mitte der Platte platziert. Nach einer Inkubationszeit von 48 h bei

37°C wurde die minimale Hemmkonzentration auf der Platte abgelesen (rote Pfeilmarkierungen).
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SAB SAB + 0.75 pg/ml Vori

24 h 36 h

wt

Adnm1

Afis1

Amadv1

SAB + 0.15 uyg/ml Posa SAB + 0.15 uyg/ml Posa
48 h 72h

wt

Adnm1
Afis1

Amadv1

Abb. 9: Erhohte Resistenz der mitochondrialen Fissionsdeletionsmutanten gegeniiber
Voriconazol und Posaconazol zeigt sich auch auf Tiipfeltests. Fiir die Tiipfeltests wurden je 3 ul jeder
Verdiinnungsstufe einer Verdinnungsreihe auf die SAB-Platte, supplementiert mit der jeweiligen
Azolkonzentration (Voriconazol (Vori): 0,75 pg/ml; Posaconazol (Posa): 0,15 pg/ml) getiipfelt. Eine
Verdinnungsreihe bestand aus den Verdinnungsstufen 5 x 107, 5 x 106, 5 x 10% 5 x 10% 5 x 10°
Sporen/ml. Die betlipfelten Platten wurden bei 37 °C inkubiert und bei den SAB-Platten der Voriconazol-
Versuchsreihe nach 24 h bzw. 36 h, bei den SAB-Platten der Posaconazol-Reihe bei 48 h bzw. 72 h
fotografiert.
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Tabelle 6: Durchschnitt der MICs von Voriconazol auf SAB- und RPMI-Medium. In 96-Well-
Mikrotiterplatten wurden pro Well 1x10* Sporen in je 100 ul Flissigmedium (SAB und RPMI),
supplementiert mit einer Verdiinnungsreihe von Voriconazol bei 37°C fiir 48 h inkubiert und
anschlieBend ausgewertet. Fir jeden verwendeten Stamm wurden pro Experiment dreifache

Versuchsansatze mitgefiihrt. Die Durchschnittswerte wurden aus sechs unabhéngigen Versuchen

berechnet.
Stamm MIC in SAB-Medium, pug/ml MIC in RPMI-Medium, pg/ml
(Konzentrations-Intervall) (Konzentrations-Intervall)
wt 0,38 (0,30-0,53) 0,36 (0,30-0,53)
Adnm1 1,00 (0,95-1,27) 0,75 (0,71-1,27)
Afis1 1,00 (0,95-1,27) 0,75 (0,71-1,27)
Amdv1 1,00 (0,95-1,27) 0,75 (0,71-1,27)

3.6 Voriconazol fuhrt zum ,Bonsai-Phanotyp“ der Hyphen und zur

Fragmentierung der Mitochondrien

Nachdem der Konzentrationsbereich der MICs durch wiederholt reproduzierte
Versuchsergebnisse fur Voriconazol bestimmt werden konnte, sollte die Auswirkung von
Voriconazol mikroskopisch untersucht werden. Hierzu wurden in einer 96-Well-Mikrotiterplatte
pro Well 500 Sporen vom wt und von den drei mitochondrialen Fissionsdeletionsmutanten in
je 100 pl SAB-Flissigmedium bei 37°C fur 8 h inkubiert. AnschlieRend wurden Voriconazol-
Konzentrationen entsprechend einer Verdinnungsreihe (angefangen bei 2 pg/ml)
hinzugegeben und die Platte bei 37°C fur weitere 16 h inkubiert.

Danach wurde der Versuch mikroskopisch mit Hilfe eines inversen Mikroskops ausgewertet.
In Abb. 10 sind die Wachstumsverhalten vom wt und Adnm1 bei verschiedenen Voriconazol-
Konzentrationen gegenubergestellt. Wahrend bei der Negativkontrolle (kein Voriconazol) der
wt lange Hyphen bildete, zeigte er bereits bei einer Voriconazol-Konzentration von 0,2 pg/ml
einen ,bonsaiahnlichen® Wachstumsphanotyp. Bei diesem Wachstumsphanotyp waren die
Hyphen deutlich kirzer und an ihren Enden verdickt, ahnlich einem Bonsai-Baum. Diese
.knollenartigen“ Verdickungen an den Enden entstanden durch nicht weiter ausgekeimte
Hyphen. Um dies zu quantifizieren, erfolgte eine Einteilung nach dem Prozentanteil der
Hyphen mit ,Bonsai-Wachstum®. 90-100% der Hyphen vom Wildtyp zeigten bereits ab der

Konzentration von 0,2 pg/ml dieses veranderte Wachstum. Ab der Konzentration von 0,48
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pg/ml waren die Sporen des Wildtyp-Stammes nach der Auskeimung nicht weitergewachsen.
Ebenso verhielt sich auch die Komplementante von Adnm1. Der ,Bonsai-Phanotyp* liel} sich
bei Adnm1 erst ab der Konzentrationsstufe 0,36 ug/ml beobachten. Zudem waren auch nur 1-
10 % der Hyphen betroffen. Bei einer Konzentration von 0,48 ug/ml zeigten schon 30-50% der
Hyphen den gesuchten Phanotyp. Erst bei einer Voriconazol-Konzentration von 0,84 ug/ml
wurde ein Auskeimungsstopp der Sporen von Adnm1 beobachtet.

wt Adnm

SAB

SAB

0,2 pg/mi
Voriconazol

SAB

0,63 pg/ml
Voriconazol

Abb. 10: Der Wildtyp zeigt bei geringeren Voriconazol-Konzentrationen einen ,Bonsai-
Wachstumsphéanotyp“ im Vergleich zu Adnm1. In 96-Well-Mikrotiterplatten wurden pro Well 500
Sporen in je 100 pyl SAB-Flissigmedium bei 37°C fiir 8 h inkubiert. Nach 8 h wurde Voriconazol
entsprechend einer 9-stufigen Verdinnungsreihe (in 3:4-Verdiinnungen, beginnend mit 2 pg/ml)
hinzugegeben und bei 37°C fiir weitere 16h inkubiert. Nach einer Gesamtinkubationszeit von 24 h wurde
der Test ausgewertet und der ,Bonsai-Wachstumstyp® analysiert. Fir jeden verwendeten Stamm
wurden pro Experiment dreifache Versuchsanséatze mitgefiihrt. Reprasentativ fir die mitochondrialen

Fissionsdeletionsmutanten wird hier Adnm1 gezeigt.
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Im Folgenden sollte der Einfluss von Voriconazol auf die mitochondriale Morphologie genauer
untersucht werden. Die mtGFP-Stdmme vom wt wund der mitochondrialen
Fissionsdeletionsmutanten wurden in SAB-Flissigmedium bei 37°C in Ibidikammern fur 10
Stunden vorinkubiert. AnschlieBend wurden verschiedene Konzentrationen von Voriconazol
hinzugegeben und wieder fiur weitere 10 Stunden inkubiert. Es wurde mittels Live-Cell-
Mikroskopie auf Veranderungen des mitochondrialen Erscheinungsbildes untersucht. Da die
MIC von Voriconazol beim Wildtyp laut der zuvor durchgefihrten Mikrotiter-Tests bei 0,53
pg/ml lag, wurden Voriconazol-Konzentrationen unterhalb der MIC gewahlt. Dabei fiel auf,
dass beim Wildtyp bei einer Voriconazol-Konzentration von 0,3 pg/ml die lange, tubulare
Mitochondrienanordnung sich zu zahlreichen, fragmentierten Mitochondrienstrukturen
umwandelten. Bei der noch héheren Voriconazol-Konzentration von 0,4 ug/ml bildeten die
Mitochondrien kleine runde Strukturen. Bei einzelnen Hyphen konnte beobachtet werden, dass
die Hyphen nach Bildung der kleinen Mitochondrienfragmente rupturierten und die mit mtGFP-

markierten Mitochondrien in das extrazellulare Medium gelangten (vgl. Abb. 11).

wt wt

SAB

0 pg/ml
Voriconazol

SAB SAB

0,3 pg/ml

; 0,4 pg/ml
Voriconazol

Voriconazol

SAB

0,4 pg/ml
Voriconazol

Abb. 11: Voriconazol fiihrt zur Mitochondrienfragmentierung im Wildtyp. Die Sporen des mtGFP-
exprimierenden Wildtyp-Stammes wurden in einer 8-Well-Ibidi-Kammer angesetzt. Pro Kammer wurden
1000 Sporen in 300 pl SAB-Flissigmedium bei 37°C fur 11 h inkubiert. Es wurde dann Voriconazol
hinzugegeben, so dass Endkonzentrationen von 0,3; 0,4 und 1,69 ug/ml erreicht wurden. Daraufhin
erfolgte eine weitere Inkubationsphase bei 37°C fir weitere 11 h. AnschlieRend wurden die
Mitochondrien mit Hilfe von konfokaler Spinning-Disk-Mikroskopie und einem Live-Cell-Imaging
Systems analysiert. Der Messstabbalken reprasentiert 8 um. Die Konzentration 1,69 pg/ml wird hier nicht
gezeigt, da die Mitochondrienfragmentierung im Wildtyp bereits bei niedrigeren Konzentrationen

einsetzt.
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In einigen Hyphen verschwand das GFP-Signal nach der Fragmentation der Mitochondrien,
was durch einen intrazellularen Abbau der Mitochondrien zu erklaren ware. Wie in Abb. 12 zu
sehen ist, blieb die Morphologie der Mitochondrien von Adnm1 bei einer Voriconazol-
Konzentration von 0,4 pug/ml unverandert. Jedoch konnte man bei einer Konzentration von
1,69 pg/ml Voriconazol ahnlich wie beim Wildtyp eine Fragmentierung des
Mitochondriennetzes erkennen. Neben den groRen runden Spharen, die charakteristisch in

den Deletionsmutanten zu beobachten waren, lagen viele kleine Mitochondrienfraktionen vor.

Adnm1

SAB

0 pg/ml
Voriconazol

SAB

0,4 pg/ml
Voriconazol

SAB

1,69 pg/mi
Voriconazol

Abb. 12: Voriconazol fiihrt erst bei héheren Konzentrationen zur Mitochondrienfragmentierung
in Adnm1. Die Sporen des mtGFP-exprimierenden Adnm71-Stammes wurden in einer 8-Well-Ibidi-
Kammer angesetzt. Pro Kammer wurden 1000 Sporen in 300 pl SAB-Fliissigmedium bei 37°C fir 11 h
inkubiert. Es wurde dann Voriconazol hinzugegeben, so dass Endkonzentrationen von 0,3; 0,4 und 1,69
pg/ml erreicht wurden. Daraufhin erfolgte eine weitere Inkubationsphase bei 37°C fiir weitere 11 h.
Anschlief}end wurden die Mitochondrien mit Hilfe von konfokaler Spinning-Disk-Mikroskopie und einem

Live-Cell-Imaging Systems analysiert. Der Messstabbalken reprasentiert 8 um.

3.7 Die dnm1-, fis1- und mdv1-Deletionsmutanten konnen die direkt

zytotoxische Wirkung von Azol-Antimykotika teilweise inhibieren

Ein Angriffspunkt der Azole ist die Ergosterol-Biosynthese in A. fumigatus. Dies wird durch
Hemmung des Cyp51-Proteins, der Lanosterol-14a-Demethylase, erreicht. Hierunter kommt

es zu einer Verminderung des Ergosterolgehalts mit Kumulierung der Vorprodukte, so dass es

106

zu Veranderungen in Struktur und Funktion der Zellmembran kommt Unsere

Beobachtungen, dass die mitochondrialen Fissionsdeletionsmutanten eine hohere
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Azolresistenz aufwiesen, fihrten uns zu der Annahme, dass Azole neben der Inhibition der
Ergosterol-Biosynthese noch eine direkte zytotoxische Wirkung besitzen, die zu
Desintegration der Mitochondrien fihrt. Um diese Hypothese zu bestatigen, wurden die
Mutanten cyp571Aseion und cyp51Awion Adnm1 genauer untersucht, die freundlicherweise von
Mirjam Penka, B. Sc.-Studentin und Mitglied unserer Arbeitsgruppe, zur Verfuigung gestellt
wurden. Mit diesen Mutanten lie sich die Expression von cyp57A durch Zugabe von
Doxycyclin regulieren. Es wurden E-Tests mit Voriconazol auf SAB-Platten mit und ohne
Supplementation von Doxycyclin durchgefuhrt. Abb. 13 zeigt, dass bei reprimierten
Bedingungen (SAB-Medium ohne Doxycyclin-Zusatz) die MIC von Voriconazol bei cyp51Asston
deutlich vermindert war und bei 0,125 pg/ml lag. Auf SAB-Medium mit 30 pg/ml
supplementiertem Doxycyclin erhdhte sich die MIC um zwei Konzentrationsstufen auf 0,25
pg/ml. Betrachtete man die MIC von cyp51Awin Adnm1 unter reprimierten Bedingungen, so
konnte die MIC durch gleichzeitige Deletion von dnm1 wieder auf Wildtyp-Niveau angehoben
werden. Gemal Abb. 13 betrug die MIC von cyp51Ateton Adnm1 auf SAB demnach 0,50 pg/ml.
AnschlieRend wurde ebenfalls versucht die MIC von Voriconazol mit Hilfe des Mikrotiter-Tests
zu bestimmen. Hierbei wurden ahnliche Ergebnisse beobachtet wie bei den E-Tests (vgl.
Tabelle 7).

Cyp51 Ateton Cyp51 Ateton Cyp51 Ateton
+ Doxy Adnm1

Abb. 13: Durch Deletion von dnm1 kann die MIC von Voriconazol der konditionellen cyp51Aeton-
Mutante unter reprimierten Bedingungen wieder auf Wildtyp-Niveau angehoben werden. Pro
Stamm wurden 1 x 10° Sporen gleichméaRig auf eine SAB-Platte ausgestrichen. Wenn angegeben, wurde
das Medium mit 30 pg/ml Doxycyclin supplementiert. Der entlang eines Konzentrationsgradienten mit
Voriconazol beschichtete E-Teststreifen wurde vorsichtig in der Mitte der Platte platziert. Nach einer
Inkubationszeit von 48 h bei 37°C wurde die minimale Hemmkonzentration auf der Platte abgelesen (rote

Pfeilmarkierungen).
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Tabelle 7: Durchschnittswerte der MICs von Voriconazol auf SAB-Medium mit und ohne
Supplementation von Doxycyclin. In 96-Well-Mikrotiterplatten wurden pro Well 1x10* Sporen in je 100
Ml SAB-Flissigmedium (mit und ohne Doxycyclin), supplementiert mit einer Verdiinnungsreihe von
Voriconazol, bei 37°C fiir 48 h inkubiert und anschlieend ausgewertet. Flr jeden verwendeten Stamm
wurden pro Experiment dreifache Versuchsanséatze mitgefihrt. Die Durchschnittswerte wurden aus drei

unabhangigen Versuchen berechnet.

Stamm MIC in SAB-Medium MIC in SAB-Medium
ohne Doxy, yg/mi + 30ug Doxy, pg/ml

(Konzentrations-Intervall) | (Konzentrations-Intervall)

wt 0,40 (0,40) 0,49 (0,40-0,53)
Adnm1 1,06 (0,95-1,27) 1,16 (0,95-1,27)
cyp51Areton 0,17 (0,17) 0,40 (0,40)
cyp51AwonAdnm1 | 0,25 (0,23-0,30) 0,53 (0,53)

3.8 Die konditionelle Mutante mgm1pkiateton Mit einem verbesserten

Promotor-Konstrukt

Zur Herstellung der konditionellen Mutante mgm7puiaeton  Wurde zundchst der
Expressionsvektor pYZ002 hergestellt. Dieser ist ein Derivat von pJW123, der aus dem
Austausch des gpdA-Promotors mit dem pkiA-Promotors aus Aspergillus niger resultierte.
Beim zuvor haufig verwendeten gpdA-Promotor wurde festgestellt, dass der Promotor
aufgrund einer repetitiven Sequenz im Downstream-Bereich des TetOn-Promotors mittels
homologer Rekombination direkt vor das Gen integrieren konnte, so dass es nach
Transformation in den Aspergillus-Stamm zum Auftreten von Revertanten kommen konnte, die
sich durch eine konstitutive Expression des Gens auszeichneten 7. Aus diesem Grund sollte
der neue pkiA-Promotor evaluiert werden. Hierzu wurde erst die konditionelle Mutante
rho1pkiateton KlOniert, da bereits eine rhog.qaeton-Mutante vorlag, und diese beiden miteinander
verglichen. Rho1 ist eine essentiele Rho-GTPase, die Bestandteil des

Zellwandintegritatssignalweges ist '%,

Diese Signalkaskade wird durch verschiedene Stressoren, wie erhéhte Temperaturen oder
Zellwandstressoren wie Kalkofluorweifd und Kongorot in Gang gesetzt. Rho1 vermittelt hierbei
die Aktivierung von MpkA (mitogen activated protein kinase), einer MAP-Kinase, die fur weitere
Regulation und Modulation der Zellwand zustandig ist '®°. Um mit der fir den pkiA-Promotor
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gunstigsten Doxycyclin-Konzentration arbeiten zu kdnnen, musste zunachst untersucht
werden, bei welcher Konzentration das Wachstumsverhalten der konditionellen Mutante
wildtypahnlich war. Dazu wurde eine 24-Well-Platte mit AMM-Agar mit einem aufsteigenden
Doxycyclin-Gradienten begossen. Abb. 14 zeigt das Wachstum der konditionellen rho1-
Mutanten mit dem pkiA-Promotor und dem gpdA-Promotor. Die rho7pkiaeton-Mutante zeigte
bereits bei einer Doxycyclin-Konzentration von 0,25 pyg/ml Wachstum und bei einer Doxycyclin-
Konzentration von 0,5 pg/ml glich das Wachstum bereits dem des Wildtyps. Die rho1gpaateton-
Mutante zeigte erst eine Konzentrationsstufe spater Wachstum und erreichte erst ab einer

Doxycyclin-Konzentration von 1,5 pg/ml dem Wildtyp-Wachstum.

rho1

pkiAteton |

rho 1gpdAteto

Abb. 14: Vergleich der Doxycyclinko-nzentrationen fiir die konditionellen rho7-Mutanten mit dem
pkiA-Promotor und gpdA-Promotor. In 24-Well-Platten wurden pro Well 5 x 10® Sporen in je 1 ml
AMM-Agar mit aufsteigender Doxycyclin-Konzentration (0-30 pl/ml) bei 37°C fiir 24h inkubiert.

3.9 Die Herstellung einer Doppelmutante Adnm1 mgm1xiateton

Mgm1 ist ein Protein, welches an der mitochondrialen Fusion beteiligt und fir A. fumigatus
essenziell ist. Aus diesem Grund wurde zunachst eine konditionelle mgm1-Mutante hergestellt.
Durch Transformation des mgm7iateton-Konstruktes in die Adnm1-Mutante entstand eine
Doppelmutante, die in Abwesenheit von Doxycyclin sowohl einen Defekt in der
mitochondrialen Fission als auch in der Fusion besitzt. In Anwesenheit von Doxycyclin wird
mgm1 exprimiert und die Doppeltmutante sollte sich wie die Deletionsmutante Adnm1

verhalten.
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3.9.1 Die reduzierte Expression von mgm1 verbessert die Sporulation der

dnm1- Deletionsmutante

Interessanterweise konnte in Tupfeltests beobachtet werden, dass bei gleichzeitigem Defekt
in mitochondrialer Fission und Fusion es wieder zu einer besseren Sporulation und einem
besseren Wachstum der Doppelmutante kam. Die Vorversuche hierzu wurden bereits von
Michael Neubauer durchgefuhrt. In unseren Versuchen zeigte sich, dass das Wachstum der
Doppelmutante auf SAB-Medium eingeschrankter war als auf AMM und nicht Wildtyp-Niveau
erreichte. Jedoch war das Wachstum und die Sporulation auf AMM und SAB nicht so stark
beeintrachtigt wie bei den mitochondrialen Fissionsdeletionsmutanten (vgl. Abb. 15).

AMM SAB

wt

Doxycyclin
mgm 1 pkiateton
Adnm1

mgm 1 pkiateton

wt

1%}
Doxycyclin

Adnm1

mgm 1 pkiateton

Adnm1
mgm1

pkiateton

Abb. 15: Die Sporulation der Doppelmutante Adnm1 mgm1pkiateton ist abhéngig von der Expression
von mgm1. Fir die Tipfeltests wurden je 3 pl jeder Verdliinnungsstufe einer Verdiinnungsreihe auf die
AMM-/SAB-Platte getiipfelt. Eine Verdiinnungsreihe bestand aus den Verdinnungsstufen 5 x 107, 5 x
108, 5 x 10°, 5 x 104, 5 x 10® Sporen/ml. Die betlpfelten Platten wurden bei 37 °C inkubiert und nach 36
h fotografiert.
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3.9.2 Die Mitochondrienmorphologie der Doppelmutante Adnm1

mgm1pkiateton

Es sollte untersucht werden, ob durch das gleichzeitige Ausschalten der mitochondrialen
Fissions- und Fusionsmaschinerie wieder ein Gleichgewicht zwischen den mitochondrialen
Teilungs- und Fusionierungsprozessen hergestellt wurde. Dies fihrte zu der Annahme, dass
die mitochondriale Morphologie wildtypahnlich aussehen misste. Um dies zu bestétigen,
wurde ein mtGFP-Stamm der Doppelmutante Adnm1 mgm1pkawion hergestellt, um unter
Verwendung konfokaler Live-Cell-Mikroskopie die Mitochondrienstruktur in den Hyphen zu
beobachten. Hierbei stellte sich heraus, dass die Morphologie der Mitochondrien nicht dem
Wildtyp glichen, sondern aus einem Mischbild zwischen der Adnm1-Mutante und mgm1iateton
bestand. Wie Abb. 16 zeigt, konnte in der Doppelmutante nicht das fir den Wildtyp
charakteristische tubulare Netzwerk wiederhergestellt werden. Stattdessen befanden sich die
Mitochondrien in einem heterogenen Bild mit teils klein fragmentierten Bindeln und teils
langen, tubularen Vernetzungen. Auch die fiir die mitochondrialen Fissionsdeletionsmutanten
typischen grof3en runden Spharen waren hier zu finden, wenn auch in deutlich reduzierter

Form.

wt

Adnm1

Adnm1

mgm1

pkiateton

mgm1

pkiateton

Abb. 16: Darstellung der Mitochondrien-Morphologie der Doppelmutante Adnm1 mgm1kiateton

mittels mtGFP. Die Sporen der mtGFP-Stamme wurden in einer 8-Well-Ibidi-Kammer angesetzt. Pro
Kammer wurden 1000 Sporen in 300 pul AMM-Flissigmedium bei 37°C fiir 13 h inkubiert. AnschlieRend
wurden die Mitochondrien mit Hilfe von konfokaler Spinning-Disk-Mikroskopie und einem Live-Cell-

Imaging Systems analysiert. Der Messstabbalken reprasentiert 8 pm.
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3.9.3 Die Resistenz der Doppelmutante Adnm1 mgm1pkiateton gegenuber
Azol-Antimykotika ist erhoht

Bei der erhohten Azolresistenz der mitochondrialen Fissionsdeletionsmutanten blieb es
ungeklart, ob diese eventuell durch das langsamere Wachstum der mitochondrialen
Fissionsmutanten bedingt ist. Mithilfe der Doppelmutante konnte dies nun untersucht werden,
da bei ihr die Wachstumsbeeintrachtigung wesentlich geringer war. Gemaf Abb. 17 betrug die
MIC von Voriconazol im E-Test bei der Doppelmutante Adnm1 mgm1pkiateton auf SAB-Medium
ohne Doxycyclin 1,5 pg/ml und lag damit noch héher als bei Adnm1 (1,0 ug/ml). Mithilfe der
Mikrodilutionsmethode sollte die MIC fiir Voriconazol in SAB- und RPMI-Medium noch genauer
untersucht werden. Hier zeigte die Doppelmutante ebenfalls eine héhere Azolresistenz im
Vergleich zum Wildtyp und zu der mitochondrialen Fissionsdeletionsmutante Adnm1 (vgl.
Tabelle 8). Damit konnte gezeigt werden, dass die Azolresistenz nicht durch das langsame
Wachstum der Deletionsmutanten bedingt war, sondern tatsachlich auf eine Beeintrachtigung
der mitochondrialen Dynamik zurtickzufuhren ist.

Abb. 17: Erh6éhte Azolresistenz der Doppelmutante Adnm1 mgm1 pkiateton.

wt Adnm1 Adnm1 mgm1pkiAteton
Pro Stamm wurden 1 x 108 Sporen gleichmaRig auf eine SAB-Platte ohne Doxycyclin ausgestrichen.
Der entlang eines Konzentrationsgradienten mit Voriconazol beschichtete E-Teststreifen wurde
vorsichtig in der Mitte der Platte platziert. Nach einer Inkubationszeit von 48h bei 37°C wurde die

minimale Hemmkonzentration auf der Platte abgelesen werden (rote Pfeilmarkierungen).

Tabelle 8: Durchschnitt der MICs von Voriconazol auf SAB- und RPMI-Medium. In 96-Well-
Mikrotiterplatten wurden pro Well 1x10* Sporen/ml in je 100 ul Flissigmedium (SAB und RPMI),
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supplementiert mit einer Verdiinnungsreihe von Voriconazol, bei 37°C fiir 48 h inkubiert und
anschlieBend ausgewertet. Fir jeden verwendeten Stamm wurden pro Experiment dreifache

Versuchsansatze mitgefiihrt. Die Durchschnittswerte wurden aus sechs unabhéngigen Versuchen

berechnet.
Stamm MIC in SAB-Medium, pug/ml MIC in RPMI-Medium, ug/ml
(Konzentrations-Intervall) (Konzentrations-Intervall)
wt 0,38 (0,30-0,53) 0,36 (0,30-0,53)
Adnm1 1,00 (0,95-1,27) 0,75 (0,71-1,27)
Adnm1 mgm1 pkiateton 2,50 (2,25-3,0) 1,55 (1,27-1,69)

Um diesen Phanotyp genauer mikroskopisch zu analysieren, wurde wieder das Live-Cell-
Imaging System zu Hilfe genommen. In Abb. 18 werden die Mitochondrien-Morphologien des
Wildtyps, der Adnm1-Mutante und der Doppelmutante Adnm1 mgm1pkiateton gegenibergestellt.
Wahrend die Mitochondrien des Wildtyps bei einer Voriconazol-Konzentration von 0,53 ug/ml
in SAB-Medium alle fragmentierten, behielten die Deletionsmutante und die Doppelmutante
ihre Mitochondrienstruktur weiter bei. Es zeigten sich die im Kapitel 3.4 beschriebenen
kugeligen Mitochondrienkonglomerate neben dem tubularen Mitochondriennetzwerk in der

Adnm1-Mutante und der Doppelmutante Adnm1 mgm1 piateton.
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Abb. 18: Voriconazol fiihrt erst bei hoheren Konzentrationen zur Mitochondrienfragmentierung
in Adnm1 und Adnm1 mgmpkiateton. Die Sporen wurden in einer 8-Well-Ibidi-Kammer angesetzt. Pro
Kammer wurden 1000 Sporen in 300 pl SAB-Flissigmedium bei 37°C fir 11 h inkubiert. Es wurde dann
Voriconazol hinzugegeben, so dass Endkonzentrationen von 0,53 ug/ml erreicht wurden. Daraufhin
erfolgte eine weitere Inkubationsphase bei 37°C fir weitere 11 h. AnschlieRend wurden die
Mitochondrien mit Hilfe von konfokaler Spinning-Disk-Mikroskopie und einem Live-Cell-Imaging

Systems analysiert. Der Messstabbalken reprasentiert 8 um.

3.10 Mgm1 beeinflusst die Virulenz von A. fumigatus im Galleria

mellonella-Infektionsmodell

Der Einfluss der mitochondrialen Dynamik auf die Virulenz des Pilzes wurde in
Zusammenarbeit mit Michael Neubauer, einem weiteren Doktoranden unserer Arbeitsgruppe,
untersucht. Dabei wurden die Infektionsexperimente mit Galleria mellonella von Michael
Neubauer durchgefuhrt. Hierbei wurden G. mellonella mit verschiedenen Aspergillus-
Stammen injiziert. In Abb. 19 wird die kumulative Uberlebensrate der G. mellonella-Larven
nach Inokulation mit dem jeweiligem Aspergillus-Stamm abgebildet. Als Negativkontrollen
wurden eine Gruppe, die nicht behandelt wurden und eine, die mit ddH,O inokuliert wurden,
mitgefihrt. Hier zeigte sich, dass die Larven, die mit dem mgm1iateton-Stamm unter
supprimierten Bedingungen injiziert wurden, eine gute Uberlebensrate zeigten, vergleichbar
mit den Negativkontrollen. Bei fehlender Expression von mgm1 ist A. fumigatus avirulent. Die
hoéchste Virulenz im Infektionsmodell zeigte der Wildtyp-Stamm. Die Larven, die mit dem
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Wildtyp (wt) injiziert wurden, zeigten die niedrigste Uberlebensrate. Auch Larven, die mit dem
Adnm1-Stamm injiziert wurden, zeigten eine schlechte Uberlebensrate im Vergleich zur
Negativkontrolle. Wurden das kumulative Uberleben der Adnm1-Larven mit dem der Wildtyp-
Larven verglichen, so zeigte sich eine signifikant bessere Uberlebensrate fir die Adnm1-
Larven (p= 0,0062). Allerdings zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen dem
Gesamtuberleben von Adnm1-Larven im Vergleich zu dnm1-Larven (p=0,42). Ebenso zeigte
sich kein signifikanter Unterschied zwischen Wildtyp-Larven und dnm1-Larven (p=0,071), so
dass anhand der vorliegenden Ergebnisse keine sichere Aussage moglich ist, ob die Deletion
von dnm1 zu einer signifikanten Verringerung der Virulenz von A. fumigatus fuhrt. Interessant
ist die Beobachtung, dass sowohl Adnm1- als auch dnm7-Mutanten trotz reduzierten radialen
Wachstums und geringerer Sporulation in vitro (vgl. Abb. 2) nur eine leicht geringere Virulenz

aufzeigen als der Wildtyp.
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Abb. 19: Die mitochondriale Fusion beeinflusst die Virulenz von A. fumigatus.

Das kumulative Uberleben in Prozent der G. mellonella-Larven (je 60 Larven pro Kondition) wurde tiber
die Inkubationszeit bis zu 120 h aufgetragen. Die Larven wurden mit Konidien der jeweiligen Aspergillus-
Stamme injiziert. Pro Versuchsgruppe wurden je 10 Larven mit 5 x 10° Konidien, die in je 10 pl
destilliertes Wasser (ddH:20) resuspendiert wurden, injiziert. Als Negativkontrolle wurde nur ddH20
injiziert sowie eine Vergleichsgruppe ohne jegliche Behandlung mitgefiihrt. Der mgm1tetonz-Stamm
(mgm1pkiateton) Wurde unter reprimierten Bedingungen inokuliert. Die Larven wurden nach der Injektion
bei 37°C inkubiert und alle 8 Stunden untersucht. Das gezeigte Infektionsexperiment wurde von Michael

Neubauer durchgefiihrt.
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4. Diskussion

4.1 Storung der mitochondrialen Dynamik fuhrt zur Beeintrachtigung des

Wachstums und der Sporulation

Nach erfolgreicher Herstellung der mitochondrialen Fissionsdeletionsmutanten in A. fumigatus
wurde ihr Wachstumsverhalten untersucht. In der Literatur ist beschrieben, dass in S.
cerevisiae kein veranderter Wachstumsphanotyp von Adnm1 festgestellt werden konnte "*°. In
dieser Forschungsarbeit wurde aber gezeigt, dass bei allen drei Deletionsmutanten der
mitochondrialen Fissionsmaschinerie eine deutliche Wachstumseinschrankung und
verminderte Sporulation zu beobachten war. Dieser Phanotyp kénnte auf eine mitochondriale
Dysfunktion zurtckzufiihren sein. Eine wichtige Funktion der Mitochondrien stellt unter
anderem die ATP-Synthese Uber die Atmungskette dar ''". Im Schimmelpilz N. crassa wurde
festgestellt, dass die Sporulation vom Cytochrom c-vermittelten Elektronentransport abhangig
ist. Durch Zugabe von Cyanid, einem Cytochrom-c-Oxidase-Inhibitor, in das Medium kam es
zu einem kompletten Auskeimungsstopp der Wildtypsporen von N. crassa ''2. Zur
Untersuchung der Funktion der Atmungskette in A. fumigatus wurde die Aktivitat der
Cytochrom-c-Oxidase (Komplex V) im Wildtyp und in den Deletionsmutanten gemessen (die

Daten wurden in dieser Arbeit nicht gezeigt) '

. Im Vergleich zum Wildtyp und der
Komplementationsmutante dnm1 zeigten Adnm1 und Afis1 eine niedrigere Aktivitdt von
Komplex IV 3. Dies lasst vermuten, dass durch die Stérung des Gleichgewichts der
mitochondrialen Dynamik es ebenfalls zu einer Funktionsbeeintrachtigung der Mitochondrien
kommt, die phanotypisch durch ein verringertes Wachstum auffallig wird. Ahnliche Ergebnisse
wurden auch in humanen Hela-Zellen beobachtet, die durch siRNA eine reduzierte
Expression von Drp1 zeigten ", Fir die Backerhefe wurde beschrieben, dass zwar die
mitochondriale Fission nicht essenziell fir die Sporulation sei, es aber dennoch die
Lebensfahigkeit der neu gebildeten Sporen beeinflussen wiirde '%°. Durch eine ungleiche
Weitervererbung der Mitochondrien wirden 10-20% der Fissionsmutanten Tetraden bilden,
die teilweise gar keine Mitochondrien beinhalten wiirden '°°. Dies konnte in dieser Arbeit fiir A.
fumigatus allerdings nicht gezeigt werden. Im Auszahlversuch (vgl. Abb. 3) unterschieden sich
die Anzahl der mtGFP-positiven Sporen zwischen wt und mitochondrialen
Fissionsdeletionsmutanten nicht signifikant voneinander. Beim wt waren 99,0% der Sporen
mtGFP-positiv, wahrend bei Adnm1 und Afis1 sogar 99,3% bzw. 99,7% der Sporen mtGFP-
Signale aufzeigten. Bei Amdv1 wurden 96,3% der Sporen mit mtGFP gezahlt. Dieser gering
abweichende Wert ist vermutlich auf das gewahlte Zahlfeld zurickzuflihren, da beim

Nachkontrollversuch wieder angleichende Werte gezahlt wurden (nicht gezeigt). Aus den
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Ergebnissen lasst sich schlieRen, dass die mitochondriale Fission anders als bei S. cerevisiae

keine Auswirkung auf die ordnungsgemale Vererbung der Mitochondrien hat.

4.2 Beeintrachtigte Stressadaption durch Defekte in der mitochondrialen

Fission

Aus den Versuchsergebnissen lasst sich die These formulieren, dass durch die
Beeintrachtigung der mitochondrialen Fission die betroffenen Deletionsstdmme bereits unter
optimalen Bedingungen schlechter wachsen. Auf Stressfaktoren, wie Hitzestress und erhohter
Metabolismus durch Wachstum auf Komplexmedium, weisen die Deletionsmutanten der
mitochondrialen Fission in A. fumigatus eine hdhere Beeintrachtigung auf als der Wildtyp. In
der Literatur sind Uneinigkeiten Uber die Rolle der mitochondrialen Dynamik in der
Stressadaption von S. cerevisiae zu finden. Einige Gruppen berichten, dass sich die
mitochondriale Dynamik unter Stressbedingungen zur mitochondrialen Fission verlagert, da
die Mitochondrien in der fragmentierten Form resistenter gegenliber Stresseinfliisse seien. So
koénnten sich einzelne Mitochondrien-Kompartimente durch Abtrennung zum mitochondrialen
Netzwerk besser vor einem méglichen Schaden schiitzen ''°. Andere wiederum argumentieren
damit, dass die Verschiebung des Gleichgewichts zur mitochondrialen Fusion hin bei hohem
Energiebedarf unter  Stressbedingungen vorteilhaft sei. Die Zunahme der
Mitochondrienvernetzung durch die Fusion der Kompartimente fiihre zur Stabilisierung des
Membranpotentials und zur Maximierung der ATP-Synthese. So komme es durch aul3ere
Stresseinwirkung zu ,hyperfusionierten“ Mitochondrien 4. Die mitochondriale Fusion erlaube
nicht nur die Erhaltung gesunder Mitochondrien durch Komplementation der mutierten Gene,
sondern ermdgliche gleichzeitig auch den Austausch von Lipiden und Proteinen. Dadurch sei
eine groRtmogliche oxidative Kapazitdt der Mitochondrien gewahrleistet °'. Fir die
mitochondriale Dynamik in Sdugetieren wurde beschrieben, dass diese eine wichtige Funktion
in der Anpassung der bioenergetischen Effizienz Ubernehme und Energiebedarf und

Nahrungsangebot tiber Anpassung der ATP-Synthese regele ''°.

Bei unseren Wachstumsversuchen zeigten die Fissionsdeletionsmutanten in A. fumigatus eine
noch deutlichere Wachstumseinschrankung auf Komplexmedien wie SAB-Medium oder Blut-
Medium. Diese Komplexmedien beinhalten beide Peptone, welche aus enzymatischen
Verdauungsprodukten von Casein und tierischem Gewebe bestehen und als Quelle von
Aminosauren und Stickstoff das Wachstum fordern sollen. AulRerdem betragt die Glukose-
Konzentration im SAB-Medium 4% (w/v) und ist damit héher als das 1-prozentige (w/v)

Minimalmedium. Anhand der Tupfelversuche mit unterschiedlichen Glukose-Konzentrationen
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lie sich allerdings kein Einfluss héherer Glukose-Konzentrationen auf das Wachstum der
mitochondrialen Deletionsmutanten oder des Wildtyps beobachten. Allerdings ist in der
Literatur beschrieben, dass Mitochondrien von Saugetierzellen in Anwesenheit von hohen
Glukose-Konzentrationen fragmentieren und vermehrt ROS produzieren wiirden '"". Das
Uberangebot von Nahrstoffen filhre zu einer Zunahme der Mitochondriendurchmesser und
einem vermehrten Anfall toxischer Metabolite. Als Schutzmechanismus kaéme es zur
Fragmentation der Mitochondrien ''®. Mittels Live-Cell-Mikroskopie lieRen sich tatsachlich eine
Zunahme der ballonartigen Mitochondrien in Hyphen finden, die in SAB-Medium kultiviert
wurden. Das schlechte Wachstum der Deletionsmutanten vor allem auf Komplexmedien lasst
sich wahrscheinlich damit erklaren, dass sich, ahnlich wie in der Literatur beschrieben, je nach
Nahrungsangebot und Metabolismus die Zellen durch Veradnderung der mitochondrialen
Dynamik den bioenergetischen Anforderungen anpassen. Unabhangig davon, ob nun lang
vernetzte oder in viele Kompartimente geteilte Mitochondrien resistenter gegeniber
Stressfaktoren sind, lasst sich zumindest sagen, dass die mitochondriale Dynamik an sich eine
wichtige Rolle in der Stressadaption spielt. Durch eine Beeintrachtigung der mitochondrialen
Fission ist das Gleichgewicht der mitochondrialen Dynamik gestért und somit kommt es nicht

zum gewunschten Anpassungsverhalten.

4.3 Mitochondriale Fissionsproteine nehmen Einfluss auf die

Mitochondrien-Morphologie

Die Mitochondrien befinden sich im standigen Fluss der Teilung und Verschmelzung, die
sogenannte mitochondriale Dynamik . Diese spielt eine entscheidende Rolle in der
Beeinflussung der mitochondrialen Morphologie. Um diese genauer untersuchen zu kénnen,
wurde die Live-Cell-Mikroskopie angewandt. Dazu wurden die Mitochondrien mit GFP markiert
und durch Anregung mit einem Laser sichtbar gemacht. Diese Methode wurde auch schon bei
S. cerevisiae angewendet. Fur die Backerhefe wurde bereits beschrieben, dass die
Mitochondrien des Wildtyps ein tubuléres Netzwerk mit vielen Verzweigungen bilden 8.
Betrachtete man die mitochondriale Fusionsdeletionsmutante Afzo7, bei der durch einen
Defekt in der mitochondrialen Fusion die mitochondriale Dynamik in Richtung Fission verlagert
ist, fanden sich zahlreiche fragmentierte Mitochondrien-Kompartimente "9 Andersherum
verhielt es sich bei Adnm1. Hier Uberwogen lange, vernetzte Mitochondrien, die wenige
Verzweigungen aufwiesen. AuRerdem kollabierten die Mitochondrien in der

Fissionsdeletionsmutante Adnm1 in S. cerevisiae zur Seite und formten Mitochondriennetze
120
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Annliche Erscheinungsbilder der Mitochondrien konnten wir auch in A. fumigatus beobachten.
Wahrend die Mitochondrien im Wildtyp-Stamm tubulédr und teilweise miteinander vernetzt
waren, zeigten die Mitochondrien in den mitochondrialen Fissionsdeletionsmutanten neben
langen Mitochondrientubuli auch unterschiedlich groRe sphéarische Mitochondrien-

Konglomerate.

In unserer Arbeitsgruppe wurde der Protein-Komplex ERMES (ER-mitochondria encounter
structure) von A. fumigatus untersucht, welcher eine Verbindung zwischen dem
endoplasmatischen Reticulum und den Mitochondrien herstellt '. Der Komplex besteht aus
den Proteinen Mmm1 (maintenance of mitochondrial morphology), Mdm10, Mdm12 und
Mdm34 (mitochondrial distribution and morphology). In S. cerevisiae wurde beschrieben, dass
durch den Kontakt zwischen Mitochondrien und dem ER verschiedene zellulare Mechanismen
reguliert werden. Hierunter gehért unter anderem der Phospholipidaustausch 2. Mmm1 ist
ein Protein in der mitochondrialen Aufienmembran, welches mafigeblich zur Morphologie der
Mitochondrien beitragt . Mit einem transmembranen Segment reicht es mit dem C-Terminus
bis zum Zytoplasma, wahrend der N-Terminus Kontakt zur mitochondrialen Matrix erhalt "2,
Die Mdm-Proteine fassen eine Gruppe von Proteinen zusammen, die fir den Erhalt der
mitochondrialen Morphologie sowie fir die Verteilung der Mitochondrien verantwortlich sind
125 Die Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass die konditionellen Mutanten von
mmm1, mdm10, mdm12 und mdm34 unter reprimierten Bedingungen eine veranderte
Mitochondrienmorphologie zeigten. Die Mitochondrien formierten sich zu gro3en, amorphen
Konglomeraten, die teilweise nicht miteinander verbunden waren, ahnliche wie bei unseren

mitochondrialen Fissionsdeletionsmutanten'?’.

In S. cerevisiae wurde nach essenziellen Genen gesucht, die an dem Erhalt der
Mitochondrienmorphologie beteiligt sind. Die identifizierten Gene lie3en sich insgesamt in funf
funktionelle Untergruppen unterteilen. Zusammenfassend kodierten die Gene fur Proteine, die
an der Ergosterol-Biosynthese, dem mitochondrialen Proteinimport, dem vesikularen
Transport sowie der vesikularen Sekretion beteiligt sind oder Proteine, die mit dem
Aktinzytoskelett oder dem Ubiquitin/ 26S Proteasom-abhangigen Proteinabbau assoziiert sind
26 Durch Stérung des Lipidtransportes &ndert sich die Zusammensetzung der
mitochondrialen Membran. Dies kénnte die Veranderungen in der Mitochondrienmorphologie
bei Deletion der betroffenen Gene der Mdm-Proteine erklaren. In Sdugetierzellen zeigte sich,
dass das mitochondriale Fissionsprotein Drp1 auch an der Regulation des Lipidhaushaltes

beteiligt ist "%’

. Es ist moglich, dass bei den mitochondrialen Fissionsdeletionsmutanten
aufgrund eines Ungleichgewichts der mitochondrialen Dynamik eine Stérung des
Lipidaustausches  besteht und es daher ebenso zu einer verdnderten

Mitochondrienmorphologie kommt. Eine weitere Funktion des ERMES-Komplexes ist die

62



Kennzeichnung der Fissionsstellen fir Dnm1. Zudem lagern sich ER-Tubuli an den
Kontaktstellen um die Mitochondrien rum und verringern so durch Abschniren den
mitochondrialen Durchmesser vor der eigentlichen mitochondrialen Fissionsaktivitat. Da die
Durchmesser der Dnm1-Helices geringer sind als die der Mitochondrien, wird dadurch eine
Fission der Mitochondrien deutlich erleichtert 7. Bei Fehlen der Fissionsproteine entsteht eine
Beeintrachtigung in der Interaktion zwischen ERMES und Dnm1. Durch Fehlen des
Fissionsapparates kommt es nicht zur Teilung der Mitochondrien an den vormarkierten Stellen.
Dies konnte auch die unregelmaRige Verteilung der Mitochondrien erklaren. In den
Fissionsdeletionsmutanten fand sich ein inhomogenes Bild mit lang vernetzten Mitochondrien,

fragmentierten Mitochondrien sowie groRen Mitochondrien-Konglomeraten.

4.4 Veranderungen in der mitochondrialen Dynamik fiihren zu einer

erhohten Azolresistenz

Zur Erstlinientherapie der invasiven Aspergillose gehdren Triazole wie Voriconazol und

Isavuconazol 128129

, Welche als Inhibitoren des Enzyms Lanosterin-Demethylase (14a-
Lanosterol-Demethylase) die Ergosterol-Biosynthese hemmen '*°. Das Enzym Lanosterin-
Demethylase gehort zur Gruppe der Cytochrom P450-Proteine. Es katalysiert die
Demethylierung von Lanosterin an der C 14-Position '°. Die zunehmende Azolresistenz stellt
eine grofe klinische Herausforderung dar und ist mit einer hdheren Mortalitat bei Patienten mit
einer invasiven Aspergillose assoziiert '*'"'3, Studien zeigten, dass die Azolresistenz in A.
fumigatus nicht nur durch die klinische Verwendung von Triazolen, sondern auch durch den
Einsatz von azolhaltigen Fungiziden in der Umwelt hervorgerufen wird **. In A. fumigatus
wurden zwei homologe Gene gefunden, die flr die Lanosterin-Demethylase kodieren: cyp51A
und cyp51B "*°. Zwar zeigten sich Unterschiede in der Lipidzusammensetzung bei Deletion
des jeweiligen Gens fir Cyp51A oder Cyp51B, aber die Gene sind jeder flrr sich nicht

2 Fir den Mechanismus der Azolresistenz scheinen aber

essenziell fur A. fumigatus
Mutationen in cyp51A maRgeblich beteiligt zu sein %37, Mithilfe der konditionellen
Doppelmutante cyp571Awion Adnm1 konnten wir zeigen, dass sich die Voriconazolresistenz
unter reprimierten Bedingungen von cyp57A durch eine gleichzeitige Deletion von dnm1
wieder auf Wildtypniveau reduzieren lie. Damit lie® sich ein Zusammenhang zwischen der
mitochondrialen Fission und der Ergosterol-Biosynthese bei der Entstehung der Azolresistenz
vermuten. In der mitochondrialen Doppelmutante Adnm1 mgm1pkiaeton KOnnte in A. fumigatus
eine Uberexpression von cyp51A nachgewiesen werden. Dies kdnnte ein Erklarungsansatz
fiir die Azolresistenz der Doppelmutante darstellen '*8. Jedoch zeigten auch Studien, dass ca.

50 % der azolresistenten Aspergillus-Stamme nicht auf eine Mutation im cyp571A-Gen
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zurlickzufiihren sind'®. In Candida albicans wurde gezeigt, dass die Azolresistenz in
Zusammenhang mit einer Uberexpression von Efflux-Pumpen steht, die zu einer vermehrten
Ausschwemmung des Azols aus der Pilzzelle fihrt *°. Zu dieser Gruppe von Efflux-Pumpen
zahlen die sogenannten ABC-Transporter (ATP binding cassette) und die Major-Faciliator-
Superfamilie -Transporter (MFS) '*°. Unsere Arbeitsgruppe konnte fiir A. fumigatus zeigen,
dass die Expression von vielen ABC- und MFS-Transportern in Stdmmen mit gestorter
mitochondrialer Dynamik gesteigert ist '*. Dies kdnnte ein Erklarungsansatz fir die erhohte
Azolresistenz von den in dieser Arbeit untersuchten mitochondrialen
Fissionsdeletionsmutanten sein. Um diese Theorie zu verifizieren, missten jedoch weitere

Untersuchungen dazu erfolgen.

4.5 Die Doppelmutante Adnm1 mgm1pkiateton

Zur Untersuchung der Funktion der mitochondrialen Fusion wurde eine konditionelle mgm1-
Mutante hergestellt. Unter reprimierten Bedingungen kam es zu keiner Auskeimung des Pilzes.
Dies zeigt, dass mgm1 ein essenzielles Gen in A. fumigatus ist. Von unserer Arbeitsgruppe
wurde gezeigt, dass die mitochondriale Fusion eine wichtige Rolle bei der Erhaltung der
mitochondrialen DNA spielt. Durch Stérung der mitochondrialen Fusion kommt es zu einem
Verlust von mitochondrieller DNA und damit zur Unterbrechung der Atmungskette, da wichtige
Gene hierflr nicht mehr transkribiert werden kénnen. ''*. Bei Supplementation von Doxycyclin
kommt es zur Expression des mgm7-Genes und zum wildtypahnlichen Wachstum. Durch
simultane Deletion von dnm1 in der konditionellen mgm71-Mutante konnten wir eine
Doppelmutante herstellen, die unter reprimierten Bedingungen eine Einschrdnkung sowohl der
mitochondrialen Fission als auch der mitochondrialen Fusion aufwies und unter
Supplementation von Doxycyclin der dnm1-Deletionsmutante gleichen sollte. Zunachst konnte
gezeigt werden, dass unter reprimierten Bedingungen Adnm1 mgm1uiaeion anders als
mgmTpkiaeton lebensfahig war und ein wildtypahnliches Wachstumsverhalten zeigte. Die
simultane Deletion der mitochondrialen Fission scheint dem Verlust der mitochondrialen DNA
also entgegenzuwirken. Ebenso fiihrte die gleichzeitige Beeintrachtigung der mitochondrialen
Fusion in Adnm1 mgm1puiaeton zu einer verbesserten Sporulation gegenlber der Adnm1-
Mutante. Jedoch zeigte sich anders als erwartet keine wildtypahnliche
Mitochondrienmorphologie, sondern ein  Mischbild zwischen langen tubuldren
Mitochondriennetzwerken mit groRen sphéarischen Mitochondrien-Konglomeraten wie bei der
Adnm1-Mutante und kleinen, fragmentierten Mitochondrien wie bei der mgm1puiateton-Mutante
unter reprimierten Bedingungen. Dies konnte auch erklaren, weshalb das

Wachstumsverhalten der Doppelmutante zwar wildtypahnlich ist, jedoch vor allem auf SAB-
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Komplexmedium weiterhin ein eingeschranktes Wachstum zeigt. Die gleichzeitige
Einschrankung in mitochondrialer Fusion und Fission verbessert nur das Gleichgewicht
zwischen Fusion und Teilung, kann jedoch die mitochondriale Dynamik nicht komplett
wiederherstellen. In der Backerhefe konnte gezeigt werden, dass eine vergleichbare
Doppelmutante eine geringere Lebensspanne aufwies. Dies sei unter anderem auf eine
erhohte Sensitivitdt auf oxidativen Stress und der instabilen mitochondriellen DNA
zurlickzufiihren "', Unsere Ergebnisse zeigten jedoch, dass die Doppelmutante gegeniiber
Azolen eine erhohte Resistenz zeigte im Vergleich zum Wildtyp. Die Azolresistenz zeigte sich
sogar noch ausgepragter im Vergleich zu den mitochondrialen Fissionsdeletionsmutanten.
Dies steht erstaunlicherweise im Widerspruch zu den Beobachtungen von Bernhardt et al.,
wonach die mitochondriale Doppelmutante in S. cerevisiae aufgrund einer reduzierten
Mitophagie eine geringere Stressresistenz aufweisen soll '*'. Bereits friihere Studien
berichteten jedoch auch Uber erhdhte Azolresistenzen in anderen nicht pathologischen Pilzen,
die eine Beeintrachtigung der mitochondrialen Dynamik zeigten '*2'*3. Die Azolresistenz soll
unter anderem auf eine erhéhte Uberexpression von Efflux-Pumpen zuriickzufiihren sein "2,
Neuere Erkenntnisse deuten ebenfalls daraufhin, dass die mitochondriale Doppelmutante in
A. fumigatus ebenfalls eine Uberexpression von ABC-Transportern aus der Gruppe der Efflux-

Pumpen zeigt .

4.6 Dnm1 hat keinen signifikanten Einfluss auf die Virulenz von A.

fumigatus

In unserer Wachstumsanalyse zeigte sich, dass mgm1 essenziell fir das Uberleben von A.
fumigatus ist (vgl. Abb. 2). In unserem Infektionsmodell mit G. mellonella wurde beobachtet,
dass das mitochondriale Fusionsprotein Mgm1 einen entscheidenden Einfluss in der Vitalitat
und damit auch in der Virulenz des Pilzes zeigt. In C. albicans wurde beschrieben, dass die
mitochondriale Fusionsdeletionsmutante Amgm1 lebensfahig war . Sie zeigte jedoch ein
eingeschranktes Hyphenwachstum. In einem Mausmodell mit C. albicans zeigte sich ebenso
eine verringerte Virulenz der Amgm1-Mutante. In Cryptococcus neoformans zeigte die
mitochondriale Fusionsdeletionsmutante Afzo7 eine verringerte Virulenz im Mausmodell mit
reduzierter pulmonaler Pilzlast '*°. Damit scheint Mgm1 nicht firr alle Pilze essenziell zu sein.

Jedoch scheint Mgm1 eine wichtige Rolle bei der Virulenz der Pilze zu spielen.

Die mitochondriale Fissionsdeletionsmutante Adnm1 in A. fumigatus zeigte in unseren
Versuchen trotz eingeschranktem Wachstum eine erhdhte Azolresistenz gegeniber dem

Wildtyp. Interessanterweise zeigte sich im Infektionsmodell mit G. mellonella kein signifikanter
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Unterschied zwischen der Gesamtlberlebensrate bei Inokulation der Larven mit der
Deletionsmutante Adnm1 oder der Komplementante dnm1. Im Pilz Metarhizium robertsii, der
hauptsachlich Insekten befallt, wurde beschrieben, dass im Infektionsmodell mit G. mellonella,
die mit Adnm1 injizierten Larven ein signifikant besseres Uberleben zeigten als solche, die mit

dem Wildtyp von Metarhizium robertsii injiziert wurden 4

. Im entomopathogenen Pilz
Beauveria bassiana, der ebenso Insekten beféllt, zeigten die Fissionsdeletionsmutanten
Adnm1, Afis1 und Amdv1 im Infektionsmodell mit G. mellonella ebenfalls eine verringerte
Virulenz. Dabei zeigten die mit Afis1 und Amdv1 injizierten Larven eine deutlich langere
Uberlebenszeit als die Adnm1-Larven . Erstaunlicherweise konnten wir in A. fumigatus trotz
der ausgepragten Wachstumseinschrankung der mitochondrialen Fissionsdeletionsmutante
Adnm1, anders als fir insektenpathogene Pilze beschrieben, keine verringerte Virulenz von
Adnm1 beobachten. In zukinftigen Versuchen sollten Afis1 und Amdv1 im G. mellonella-
Infektionsmodell untersucht werden. Gegebenenfalls bedarf es jedoch ein anderes
Infektionsmodell, z.B. ein Mausinfektionsmodell, um die Virulenz der Mutanten im

Saugetiermodell zu Uberprifen.

4.7 Die mitochondriale Dynamik als Target fiir antifungale Therapie

Eines der Ziele dieser Arbeit war es, mdgliche Zielproteine fiur neue antifungale
Therapieansatze zu identifizieren. Anforderungen an ein geeignetes antifungales Medikament
sollten unter anderem die Spezifitat fir den Pilz und die fehlende Toxizitat fir den Menschen
sein. Hierbei erwies sich das mitochondriale Fusionsprotein Mgm1 als sehr vielversprechend,
da bei Fehlen von Mgm1 in A. fumigatus der Pilz nicht lebensfahig und avirulent war. Im
Menschen ist das orthologe Protein von Mgm1 OPA1. OPA1 liegt im Menschen in acht
Isoformen vor . Mutationen im OPA1-Gen fiihren zur Optikusatrophie, weshalb im Falle einer
Inhibition bei antifungaler Therapie eine selektive Inhibition von Mgm1 ohne Affektion der
OPA1-Funktion erstrebenswert ist '°. Bisher haben noch keine in vivo-Versuche im Menschen
mit mitochondrialen Fusionsinhibitoren stattgefunden, wahrend ein mitochondrialer
Fissionsinhibitor bereits in verschiedenen Organismen untersucht wurde. Erstmals wurde der
mitochondriale Fissionsinhibitor mdivi-1 (mitochondrial division inhibitor 1) 2008 von Cassidy-
Stone et al. beschrieben '*°. Dieser hemmt die Rekrutierung von Dnm1 im Zytosol in S.
cerevisiae "*°. Fur Saugetierzellen wurde jedoch keine direkte Hemmwirkung von mdivi-1 auf
Drp1 beobachtet '®'. In Candida albicans wurde gezeigt, dass mdivi-1 das Hyphenwachstum
hemmt. Diese Wirkung scheint aber nicht durch eine direkte Hemmung von Dnm1
hervorgerufen zu sein '*2. In Magnaporthe oryzae, auch bekannt als Reisbrand-Pilz, wurde

gezeigt, dass die Anwendung von mdivi-1 zu einer verringerten Virulenz und geringerem
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invasivem Wachstum von Magnaporthe oryzae in Reiszellen flihrte '°%. Interessanterweise
hatte in unseren Versuchen die Deletion von dnm1 keinen signifikanten Einfluss auf die
Virulenz von A. fumigatus im G. mellonella-Infektionsmodell. Allerdings sollten diese
Ergebnisse kritisch betrachtet werden. Um nicht zu vorschnell eine Aussage zur Virulenz der
mitochondrialen Fissionsdeletionsmutanten basierend auf einem Infektionsmodell mit G.

mellonella zu treffen, sollte die Virulenz in einem weiteren Infektionsmodell untersucht werden.

5. Ausblick

Die Beeintrachtigung der mitochondrialen Dynamik in A. fumigatus fuhrte zu einer erhéhten
Azolresistenz. Dabei sind die genauen zugrundeliegenden molekularen Mechanismen noch
nicht geklart. Daher bleiben noch viele ungeléste Fragen. Fir zukinftige Untersuchungen
koénnten klinische Isolate azolresistenter Aspergillus-Stamme darauf untersucht werden, ob
diese Mutationen in Genen aufweisen, die fur die mitochondriale Dynamik kodieren. Damit
lassen sich Rickschlisse daraus ziehen, ob der in dieser Arbeit gefundene Zusammenhang
zwischen mitochondrialer Dynamik und Resistenz gegenuber Azol-Antimykotika klinisch auch
eine Rolle spielt. Ferner gilt es zu erforschen, was der zugrundeliegende Mechanismus fur die
Resistenz ist. Welche Signalwege sind daran beteiligt und kénnte das Ganze tatsachlich auf
eine Aktivierung von Effluxpumpen, wie von Sturm et al. vorgeschlagen, zurtickzuflihren sein
382 Ein besseres Verstandnis fiir die genauen Mechanismen kénnte hilfreich sein, die
zunehmende klinische Herausforderung der Azolresistenz von A. fumigatus zu bewaltigen.
Uberraschenderweise wies die mitochondriale Fissionsdeletionsmutante Adnm1 trotz der
Wachstumseinschrankung keine verringerte Virulenz im G. mellonella-Infektionsmodell auf.
Hierbei stellt sich die Frage, ob das Infektionsmodell zur Beurteilung der Virulenz
mdglicherweise ungeeignet ist. Um weiter zu klaren, ob die mitochondriale Fission nicht doch
die Virulenz von A. fumigatus beeinflusst und somit als mdogliche Zielstruktur von Antimykotika
geeignet ware, sollten die Virulenzversuche in einem anderen Modell, beispielsweise einem

Mausinfektionsmodell, durchgefiihrt werden.

67



6. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden drei Proteine im Schimmelpilz Aspergillus fumigatus identifiziert, die
an der mitochondrialen Fission beteiligt sind. In Anlehnung an die mitochondrialen
Fissionsproteine in Saccharomyces cerevisiae benannten wir die von uns identifizierten
homologen Proteine in A. fumigatus Dnm1, Fis1 und Mdv1. Die Deletion der entsprechenden
kodierenden Gene dnm1, fis1 und mdv1 fihrt zu einer Beeintrachtigung des radialen
Wachstums, der Sporulation und zu einer erhéhten Hitzesensibilitat im Vergleich zum Wildtyp.
Zudem beeinflussen die mitochondrialen Fissionsproteine die Mitochondrienmorphologie.
Mikroskopisch zeigen sich neben den wildtypahnlichen tubularen Mitochondriennetzwerken
unterschiedlich groRe spharische Mitochondrien-Konglomerate. Diese spharischen
Mitochondrien sind im Komplexmedium haufiger aufzufinden. Dies Kkorreliert mit
ausgepragteren Wachstumseinschrankung auf Komplexmedium. Anders als in S. cerevisiae
zeigt sich in A. fumigatus trotz eingeschrankter mitochondrialer Fission eine normale
Mitochondrienverteilung bei der Sporenbildung. Des Weiteren flihrt die Dysfunktion der
mitochondrialen Fission zu einer erhdhten Resistenz gegenidber Azol-Antimykotika. Die
erhdhte Azolresistenz kann durch die gleichzeitige Verringerung der Aktivitat der Lanosterin-
Demethylase Cyp51A, einem wichtigen Enzym der Ergosterol-Biosynthese und Zielprotein von
Azolen, wieder auf Wildtypniveau gesenkt werden. In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe
konnte gezeigt werden, dass das mitochondriale Fusionsprotein Mgm1 essenziell fur die
Lebensfahigkeit von A. fumigatus ist. Durch die Herstellung der Doppelmutante Adnm1
mgm1 pkiateton WUrde in der vorliegenden Arbeit abhangig von der Expression von mgm1 der
Phanotyp von Adnm1 oder der Doppelmutante untersucht. Die gleichzeitige Beeintrachtigung
von mitochondrialer Fusion und Fission flhrt zu einer verbesserten Sporulation, einem
besseren Wachstum sowie einer noch hoheren Azolresistenz im Vergleich zu den
mitochondrialen Fissionsdeletionsmutanten. Dies geht einher mit dem mikroskopisch
heterogenen Bild von langen tubuldren Mitochondriennetzwerken, gepaart mit unterschiedlich
groRen Mitochondrien-Konglomeraten. Im Gegensatz zu mgm1, bei dessen fehlender
Expression A. fumigatus avirulent ist, zeigt dnm1 keinen signifikanten Einfluss auf die Virulenz
von A. fumigatus. Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass
die mitochondriale Dynamik Einfluss auf die Sensitivitdt von A. fumigatus gegentber Azol-
Antimykotika hat. Trotz des nachgewiesenen deutlichen Einflusses auf das Wachstum und die
Sporulation scheint die mitochondriale Fission im Gegensatz zur mitochondrialen Fusion keine

vielversprechende Zielstruktur fur neuartige Antimykotika zu sein.
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9. Abkurzungsverzeichnis
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A. spp.
AMM
AP
ATP
BAL
Bax
BDG
BLAST
Bp
Caf4
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CYP51
DNA
Dnm1
Drp1
ELISA
ER
ERMES
E-Test
Fis1
Fzo1
GFP

G. mellonella
IA

g

Kb

LB
Mdm
Mdv1

ATP binding cassette

allergische bronchpulmonale Aspergillose
Aspergillus species

Aspergillus minimal Medium

Alkaline Phosphatase

Adenosintriphosphat

Bronchoalveolare Lavage

Bcl-2-associated X protein
1-3-R-D-Glucan-Assay

basic local alignment search tool

Basenpaare

CCR4 associated factor 4

Carboxyterminus

Cytochrom P450 Enzym 14a-Sterol-Demethylase
Desoxyribonukleinsaure

Dynamin 1

Dynamin related protein 1

Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Endoplasmatisches Retikulum

Endoplasmic reticulum mitochondria encounter structure
Epsilometertest

Mitochondrial fission 1

Fuzzy onions protein 1

Grun fluoreszierendes Protein

Galleria mellonella

Invasive Aspergillose

Immunglobulin

Kilobasen

Luria-Bertani

Mitochondrial distribution and morphology protein

Mitochondrial division protein 1
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Mfn1/2 Mitofusin 2

MFS Major-Facilitator-Superfamilie

Mgm1 Mitochondrial genome maintenance protein 1
MmmA1 Maintenance of mitochondrial morphology protein 1
MIC Minimal inhibitory concentration

MOPS 3-N-Morpholinopropansulfonsdure

MRT Magnetresonanztomografie

mtDNA mitochondriale DNA

mtGFP mitochondriale GFP

N. crassa Neurospora crassa

N-Terminus Aminoterminus

Och1 Outer chain protein 1

oD Optische Dichte

OPA1 Optic atrophy 1

ORF Open reading frame

Pcp1 Processing of Cytochrome ¢ peroxidase 1
PCR Polymerase Kettenreaktion

PEG Polyethylenglykol

RNA Ribonukleinsaure

ROS reactive oxygen species

RPMI Roswell Park Memorial Institute

SAB Sabouraud

S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae

TAE TRIS-Acetat-EDTA

TRIS Trishydroxymethylaminomethan

WT Wildtyp

ZNS Zentralnervensystem
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