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Zusammenfassung

Invasive Pilzinfektionen sind jedes Jahr mit mindestens 1,5 Millionen Toten assoziiert. 90% der Tode
durch Pilzinfektionen werden ausgel6st durch Erreger der Gattungen Candida, Aspergillus, Cryptococ-
cus, Pneumocystis, Mucor and Rhizopus [1].

In immunkompetenten Patienten kann die Gattung Aspergillus chronische, nicht-invasive Infektionen
verursachen, die von einem Pilzball innerhalb der Lunge (Aspergillom) bis zu einem chronischen, ent-
zundlichen und fibrotischen Prozess, der als chronische Aspergillose bezeichnet wird, reichen [2,3].
Invasive pulmonale Aspergillose (IPA) ist mit 43 % bis 59 %, die am starksten verbreitete Infektions-
krankheit unter Stammzellenempfangern und Patienten mit Organtransplantation [4—11]. Des Weiteren
sterben ca. 15 bis 20 % der Leukamie-Patienten an einer durch Aspergillus ausgeldsten Pneumonie
[12—-14]. AuRBerdem zeigte eine Studie von Cadena et al. 2021, dass ca. 16-25 % der Patienten, die eine
kritische COVID-19 Infektion Giberlebt haben, an einer COVID-19 assoziierten pulmonalen Aspergillose
(CAPA) sterben [15].

Azole sind die erste Wabhl fir die Behandlung und Pravention von Mykosen. Es ist bekannt, dass diese
Gruppe von Antimykotika die Ergosterolbiosynthese, durch die Inaktivierung der Lanosterol-14a- Deme-
thylase, hemmt. Die zellularen Prozesse, die durch diesen Mangel verursacht werden, sowie der
dadurch ausgeldste Zelltod, sind weitgehend unbeschrieben. Durch die Untersuchung dieser Vorgange,
soll die Wirkung der Azole besser verstanden werden. Dies kdnnte zuséatzlich Ruckschlisse zulassen
auf die Bildung von Resistenzmechanismen.

Die Beobachtungen dieser Arbeit deuten auf folgenden mdéglichen Ablauf des Zelltods von A. fumigatus
nach der Behandlung mit Azolen hin: Eine wachsende Hyphe oder anschwellende Spore wird mit Azol
behandelt. Nach Aufnahme des Azols wird die Lanosterol-14a-Demethylase inhibiert. Der Ergosterol-
mangel fuhrt innerhalb von ca. 1 bis 2 h zu einem Wachstumsarrest. Der durch Azole ausgeldste Zell-
wandstress aktiviert den Zellwandintegritatsweg. Durch den Zellwandintegritatsweg wird die Transkrip-
tion von Genen ausgeldst, die an der Zellwandbiogenese beteiligt sind. Chitin- und Glukansynthasen,
sowie deren Substrate, werden in groRem Male an bestimmte Stellen der Zellmembran transportiert.
Dort kommt es zu einem exzessiven Aufbau von Zellwand bzw. Ablagerung von Zellwandkohlenhydra-
ten auRerhalb der Plasmamembran. Die sich formenden und schnell wachsenden Zellwandkohlenhyd-
rat-Ablagerungen driicken auf die Zellmembran. So erhoht sich immer mehr der Druck auf die Plasma-
membran, dem sie irgendwann nicht mehr standhalten kann. Es kommt zum Verlust der Membranin-
tegritat und dem Tod des Pilzes bzw. des Kompartiments. Ergebnisse von |. Klugherz zeigten, dass
Azol-resistente klinische A. fumigatus Isolate keine Zellwandkohlenhydrat-Ablagerungen aufweisen. Zu-
sammengenommen kdnnten diese Ergebnisse eine neue Mdoglichkeit liefern, um klinische Isolate in der
Routinediagnostik mikroskopisch schneller auf lhre Empfindlichkeit gegeniiber Azolen zu testen.
Zusatzlich sollte in dieser Arbeit die Verbindung zwischen dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) und
den Mitochondrien (Englisch ER—mitochondria encounter structure, kurz ERMES) als neuer Angriffs-
punkt fur Medikamente evaluiert werden. Diese Struktur wurde bisher nur in Pilzen beschrieben [16].

Durch diese Einzigartigkeit stellt er theoretisch einen guten Angriffspunkt fir Medikamente dar. Die
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Experimente dieser Arbeit zeigten, dass der ERMES als einzelnes Ziel fir Antimykotika ungeeignet zu
sein scheint. Alle untersuchten konditionellen Mutanten unter reprimierten Bedingungen, sowie Deleti-
onsmutanten (Amdm10, Amdm12, mdm210teton, MAM12tet0n, MAM34ieton UNd MMM Lieron), aUSgENOMMEN
Amdm34 und Ammm1, waren lebensfahig. Zusatzlich zeigte mmmZlieon in einem Galleria melonella In-
fektionsmodell eine geringe Virulenz. Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass A. fumi-
gatus durch die Inhibition des ERMES nicht komplett abgetétet werden kann. Durch den Selektionsdruck
innerhalb des menschlichen Kérpers kdnnte der Pilz Zusatzmutationen erwerben und so in kurzer Zeit
Resistenzen entwickeln.

Fur eine Kombinationstherapie mit anderen Antimykotika kénnte der ERMES als Zielstruktur allerdings

durchaus interessant sein. Dieser Ansatz kdnnte in weiteren Experimenten untersucht werden.
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Abstract

Invasive fungal infections are associated with at least 1.5 million deaths each year. 90% of deaths from
fungal infections are caused by pathogens of the genera Candida, Aspergillus, Cryptococcus, Pneumo-
cystis, Mucor and Rhizopus [1].

In immunocompetent patients, Aspergillus spec. can cause chronic, non-invasive infections ranging
from a fungal ball within the lung (aspergilloma) to a chronic inflammatory and fibrotic process called
chronic aspergillosis [2,3].

With 43 % to 59 % invasive pulmonary aspergillosis (abbr. IPA) is the most prevalent infectious disease
among stem cell recipients and organ transplant patients [4-11]. Furthermore, approximately 15 % to
20 % of leukaemia patients die from pneumonia caused by Aspergillus [12—14]. In addition, a study by
Cadena et al. 2021 showed that approximately 16-25 % of patients who survived a critical COVID-19
infection died from COVID-19 associated pulmonary aspergillosis (abbr. CAPA) [15].

Azoles are the first choice for treatment and prevention of mycoses. This group of antifungal agents is
known to inhibit ergosterol biosynthesis by inactivating lanosterol-14a-demethylase. The cellular pro-
cesses caused by this deficiency, as well as the thereby induced mechanism of cell death, are largely
undescribed. By studying these processes, we tried to improve our understanding of the effect of azoles.
This could additionally allow conclusions on the formation of resistance mechanisms.

The observations of this work suggest the following possible sequence of cell death of A. fumigatus after
treatment with azoles: A growing hypha or swelling spore is treated with azole. After uptake of the azole,
lanosterol-14a-demethylase is inhibited. The ergosterol deficiency leads to growth arrest within approx-
imately 1 to 2 h. Cell wall stress induced by azoles activates the cell wall integrity pathway. The cell wall
integrity pathway triggers the transcription of genes involved in cell wall biogenesis. Chitin and glucan
synthases, as well as their substrates, are transported in large quantities to specific sites on the cell
membrane. There, excessive cell wall assembly or deposition of cell wall carbohydrates outside the
plasma membrane occurs. The forming and rapidly growing cell wall carbohydrate deposits press on
the cell membrane. Thus, the pressure on the plasma membrane increases more and more, which it
eventually can no longer withstand. This results in loss of membrane integrity and death of the fungus
or compartment. Results by I. Klugherz showed that azole-resistant clinical A. fumigatus isolates do not
exhibit cell wall carbohydrate patches. Taken together, these results could provide a new way to micro-
scopically test clinical isolates for their sensitivity to azoles more rapidly in routine diagnostics.

In addition, this work aimed to evaluate the connection between the endoplasmic reticulum (ER) and
mitochondria named ER-mitochondria encounter structure (abbr. ERMES) as a new drug target. Until
now this structure has only been described in fungi [16]. Due to this uniqueness, it theoretically repre-
sents a good drug target. The experiments of this work showed that ERMES seems to be unsuitable
as a single target for antifungal drugs. All conditional mutants studied under repressed conditions, as
well as deletion mutants (Amdm10, Amdm12, mdm20seton, MAM12¢et0n, MAM34ieton, @aNd MMM Lieton), €X-
cept Amdm34 and Ammm1 were viable. In addition, mmmZlewon Showed low virulence in a Galleria

melonella infection model. From these results, it is concluded that A. fumigatus cannot be completely
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killed by inhibition of ERMES. Thus, due to selection pressure within the human body, the fungus could
acquire additional mutations and thus develop resistance in a short time. However, for a combination
therapy with other antimycotics, the ERMES could be quite interesting as a target structure. This ap-

proach could be investigated in further experiments.
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1. Einleitung

1.1 Aspergillus fumigatus

Die Gattung Aspergillus umfasst eine Reihe von Spezies, die in vielen Bereichen des Lebens eine wich-
tige Rolle einnehmen. Aspergillus oryzae und Aspergillus niger werden zur biotechnologischen Gewin-
nung von Sauren und der Herstellung von Nahrungsmitteln eingesetzt [17]. Andere, wie z.B. Asperdgillus
fumigatus (A. fumigatus), sind menschliche Pathogene. Bekannte Gemeinsamkeiten aller Spezies der
Gattung Aspergillus sind,

e Lebensmittel zu verderben,

¢ Mykotoxine herzustellen

e und in vielen verschiedenen Habitaten tiberleben zu kénnen [18,19].

1.1.1 Taxonomie und Morphologie von A. fumigatus

Die taxonomische Einteilung von A. fumigatus ist in Tabelle 1 dargestellt [19,20].

Tabelle 1: Taxonomische Einteilung von A. fumigatus.

Klasse: Eurotiomycetes

Unterklasse: | Eurotiomycetidae

Ordnung: Eurotiales

Familie: Trichocomaceae

Gattung: GieRkannenschimmel (Aspergillus)
Sektion: Fumigati

Art: Aspergillus fumigatus

Die Sektion Fumigati zeichnet sich durch die Bildung eines Konidiophors mit saulenférmigen Konidien-
kopfen aus. Die Konidiophore bestehen aus flaschenférmigen Blaschen, grinlichen Phialiden, welche
die Konidien in fadenformigen Gruppen produzieren. Die Konidien von A. fumigatus sind blaulich-griin
bis blassgrun, echinuliert und ca. 2,5 bis 3,5 pm grof3 (siehe Abb. 1) [20,21].

A. fumigatus vermehrt sich hauptséchlich Uber asexuelle Sporen, kann aber, wie von Gorman et al.

2009 entdeckt, sich auch sexuell fortpflanzen [22].

Abbildung 1: A. fumigatus wt Kolonien auf AMM Agar nach 36 h Wachstum bei 37 °C.



Einleitung |18

1.1.2 Zellwandaufbau

Die Zellwand von Pilzen ist, wie oft Ubersehen wird, ein dynamisches Gebilde, das standig verandert
wird je nach Umgebung oder Phase des Zellzyklus. Viele Veranderungen, die wahrend des Lebenszyk-
lus (Spore zu Hyphe) auftreten, sind eigentlich Veranderungen der Zellwand. Dariiber hinaus stellt sie
das Exoskelett der Hyphen dar. So muss sie gleichzeitig zur stdndigen Veranderung auch ein starres
Gebilde sein, das der Zelle Schutz bietet. Wahrend die Konidien von A. fumigatus in eine hydrophobe
Hulle mit innerer Melanin-Schicht verpackt sind, zeigen auskeimende Sporen und Hyphen vor allem a-
1,3-Glukan, Galactomannan, Galactosaminogalactan und N-glykosylierte Proteine an ihrer Oberflache
(siehe Abb. 2) [23,24].

Die Zellwand einer A. fumigatus Hyphe besteht zu 90 % aus Polysacchariden. Der zentrale Kern der
Zellwand besteht aus verzweigtem B-1,3-Glukan, das mit Chitin vernetzt ist [25]. Dieses Netz ist kova-
lent gebunden an weitere Polysaccharide, wie Galactomannan, 3-1,3- und 3-1,4-Glukan. Dieses Glukan
ist in anderen Spezies wie Candida albicans (Abk. C. albicans) nicht vorhanden und kann so als Marker
fur A. fumigatus verwendet werden [26].

Das durch 3-1,3-Glukan gebildete Netz wird ausgefillt von a-1,3-Glukanen, die zu 1 % Uber eine a-1,4-
Verbindung miteinander verknipft sind [23]. Zusatzlich zu den oben erwahnten Bestandteilen der Zell-
wand, gehdren auch einige Proteine dazu. Diese sind zum grof3en Teil nicht wichtig fir den Aufbau der
Zellwand, einige kdnnen aber zur Umstrukturierung dieser beitragen, wie z.B. Transglyosidasen. Diese
sind Uber einen GPI-Anker mit der Plasmamembran verbunden und kdnnen Uber eine kovalente Bin-
dung mit dem B-Glukan auf die Zellwand Ubertragen werden. Sie kbnnen aber auch durch nicht kova-
lente Bindungen wie Ladung oder hydrophobe Bindungen im Polysaccharid-Netz gebunden sein
[23,27].

A R-1,6-Glukan
-1,3-Glukan
-1,3-1,4-Glukan
‘ a-1,3-Glukan
Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatus
Hyphe Konidie ‘ Galactomanan

AN )

Galactomannan Q’)@W Melanin
DOOCO() ‘nuu EP—— uuninuu

VOO X DOOCOOCO XX
Chitin M/\/\/\/\/\/\/\/\/\/W\ /\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\Chltm

\: Zellmembran 3 Iy A ‘1
8e SE8IeE j‘a, 10000000000
Abbildung 2: Zellwandaufbau von A. fumigatus.

Die Zellwand von Konidien und Hyphen sind unterschiedlich aufgebaut, bestehen aber aus &hnlichen Elementen. Der innere Kern
der Zellwand von Hyphen und Konidien besteht aus (3-1,3-Glukan, $-1,6-Glukan und Chitin. Die Konidien von A. fumigatus besit-
zen zusatzlich eine hydrophobe Hille mit einer inneren Melanin-Schicht. Die A. fumigatus Hyphen besitzen in den aufReren
Schichten Galactomannan und Galactosaminogalactan (Abk. GAG). Abbildung basierend auf Erwig et al. 2016, Schiefermeier-
Mach et al. 2017, Gow et al. 2017 und Garcia-Rubio et al. 2020 [28-31].
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1.1.3 Verbreitung

A. fumigatus ist ein saprophytisch lebender Pilz, dessen naturlicher Lebensraum der Boden ist, wo er
sich von organischem Material ernéhrt [21]. Er vermehrt und verbreitet sich hauptsachlich tiber im Uber-
fluss produzierte asexuelle Sporen. Diese Konidien werden durch den Wind von der Konidiophore ab-
geldst und weitergetragen [22].

Die optimalen Lebensbedingungen von A. fumigatus liegen bei 37 °C und einem pH-Wert zwischen 3,7
und 7,6. Allerdings kann der Pilz Uberall isoliert werden, wo zu zersetzendes Material zu finden ist, eine
Bodentemperatur zwischen 12 °C und 65 °C herrscht und der pH-Wert zwischen 2,1 und 8,8 liegt [32].
Durch seine Thermo- und pH-Toleranz, sowie seine Moglichkeiten verschiedene organische Stoffe zu
zersetzen, gehort er zu den am weitesten verbreiteten Pilzarten, deren Sporen durch die Luft verbreitet
werden [21]. Das ubiquitare Vorkommen von A. fumigatus kann auf die hohe Anzahl an Abwehrmecha-
nismen gegeniber Umwelteinflissen zuriickgefuhrt werden. Zu diesen gehdren unter anderem die Pro-

duktion von Sekundarmetaboliten und eine hohe Anzahl an Efflux-Pumpen [32].

1.1.4 Epidemiologie

Invasive Pilzinfektionen sind jedes Jahr mit mindestens 1,5 Millionen Toten assoziiert. 90% der Tode
durch Pilzinfektionen werden ausgel6st durch Erreger der Gattungen Candida, Aspergillus, Cryptococ-
cus, Pneumocystis, Mucor and Rhizopus. Aber auch andere Gattungen wie Fusarium oder Scedospo-
rium, sowie die Klasse der Zygomycetes, gewinnen immer mehr Bedeutung in der Gruppe der Pilz-
Pathogene [1].

Die Konidien von A. fumigatus kénnen sich durch ihre geringe GréR3e sowohl aul3erhalb als auch inner-
halb von Raumen in der Luft verbreiten und bis in die menschlichen Lungenalveolen vordringen. Durch
das ubiquitdare Vorkommen der Konidien atmet jeder Mensch taglich mehrere hundert von ihnen ein.
Bei immunkompetenten Menschen werden diese Sporen in der Lunge vom angeborenen Immunsystem
abgetotet, da ihnen spezielle Virulenzfaktoren fehlen. Bei Menschen mit einer Immunschwéche kénnen
die Konidien allerdings auskeimen [21,32]. A. fumigatus kann aber auch andere Organe infizieren wie
die Haut, die Leber, den Gastrointestinaltrakt, Knochen, Augen und das Peritoneum. Diese Infektionen

sind aber eher selten [21].



1.1.5 Pathogenitat und klinische Relevanz
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Klinische Manifestationen der Aspergillose kdnnen sowohl in immunkompetenten als auch in immunge-

schwéachten Patienten auftreten (siehe Abb. 3). Hierbei kann die Infektion chronisch oder akut verlaufen.

allergische bronchopulmonale Aspergillose

(Englisch: allergic bronchopulmonary

Aspergillosis, Abk. ABPA)

+  betroffen: meist Asthmatiker oder
immungeschwachte Patienten

* Infektion der Lunge, Hyphenwachstum

*  Immunantwort des Wirts mit Eosinophilen
und Neutrophilen, und einer allergischen
Reaktion wiederum

sz

schweres Asthma mit Pilzsensibilisierung

(Englisch: severe asthmatic fungal sensitization,

Abk. SAFS)

+  betroffen: meist Asthmatiker
Unkontrolliertes, schweres Asthma

+  kein radiologischer Nachweis méglich

+ allergische Reaktion in Verbindung mit

Eosinophilen
. entziindete . nekrotische . unversehrte
. Epithelzellen Epithelzellen Epithelzellen
der Alveolen ' der Alveolen * der Alveolen

invasive pulmonale Aspergillose

(Englisch: invasive pulmonary

Aspergillosis,
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*  betroffen: meist immungeschwéchte
Patienten

*  Auskeimung und Hyphenwachstum

+ Eindringen in das Wirtsgewebe

*  Hohe Mortalitat

— ;\‘°

Aspergillom (nicht invasive Aspergillose)

«  Betroffen: Patienten mit einer friiheren
Lungenerkrankung wie COPD oder
Tuberkulose oder (leicht)
immungeschwachte Patienten

+ Lokales Hyphenwachstum

+  Beseitigung der Konidien durch
Makrophagen

+ Keine Erkennung der Konidien durch
Neutrophile

=

(Englisch: chronic pulmonary Aspergillosis,

Abk. CPA)

«  Betroffen: (leicht) immungeschwachte
Patienten

*  Hyphenwachstum und eine darauf folgende
(lokale) Infektion

* meist Anwesenheit von anderen Pathogenen
Erkennung der Konidien von Makrophagen

+ Keine Erkennung der Konidien durch

Neutrophile

(Englisch: chronic necrotizing pulmonary
Aspergillosis, Abk. CNPA)
«  Betroffen: (leicht) immungeschwéchte

Patienten
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* Nekrose des Wirtsgewebes um das
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aﬁz

Abbildung 3: Schematischer Uberblick tiber die haufigsten Lungenerkrankungen, die durch Aspergillus ssp. ausgeldst

werden.

Dargestellt werden die sechs haufigsten Erkrankungen einer Aspergillus-Infektion. Es werden représentative Alveolen mit dem
Wachstum von A. fumigatus bei Aspergillus-Infektionen, wie der Aspergillose, der allergischen bronchopulmonalen Aspergillose
(Englisch: allergic bronchopulmonary Aspergillosis, Abk. ABPA), schwerem Asthma mit Pilzsensibilisierung (Englisch: severe
asthmatic fungal sensitization, Abk. SAFS) oder chronischer obstruktive Lungenerkrankung (Englisch: chronic obstructive pulmo-
nary disease, Abk. COPD) dargestellt. Die Umrandung der Kastchen gibt an, welche Patientengruppe grof3tenteils betroffen ist.
Blau: immunkompetente Patienten, Gelb: Patienten mit Beeintrachtigung des Immunsystems, Griin: immungeschwéachte Patien-
ten, Rot: Asthmatiker. Abbildung basierend auf Verburg et al. 2022 [33].

In immunkompetenten Patienten treten meist folgende klinische Manifestationen auf [2,3]:

1. Aspergillom (Pilzball innerhalb der Lunge)

Bei einem Aspergillom handelt es sich um lokales Wachstum von Hyphen (,Pilzball®). Ein Aspergil-

lom entsteht meist durch die Besiedlung eines bereits vorhandenen Hohlraumes in der Lunge, der

zum Beispiel durch eine Tuberkulose verursacht wurde. Es wird davon ausgegangen, dass 20 %

der Patienten, die sich von einer kavitdren Lungentuberkulose erholen, innerhalb der folgenden 3

Jahre ein Aspergillom entwickeln [3,34]. Eine Studie zeigte, dass 90 % der Aspergillom-Patienten

in Entwicklungslandern zuvor mit Tuberkulose infiziert waren. Zusatzlich kann ein Aspergillom wei-

tere kavitdre Lungenkrankheiten wie Sarkoidose oder andere Pilzinfektionen beeinflussen [3,34].
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2. allergische bronchopulmonale Aspergillose (Englisch: allergic bronchopulmonary Aspergillosis,
Abk. ABPA) und schweres Asthma mit Pilzsensibilisierung (Englisch: severe asthmatic fungal
sensitization, Abk. SAFS)

Patienten mit zystischer Fibrose oder einer bestimmten genetischen Pradisposition kdnnen durch

die Sensibilisierung mit A. fumigatus Allergenen eine allergische bronchopulmonale Aspergillose

entwickeln [35—-37]. Es wird angenommen, dass ca. 1 - 3,5 % der Asthmatiker durch ABPA betroffen
sind. Dies sind ca. 4 Millionen Menschen weltweit [35,38,39]. Bei ABPA wird vermutet, dass durch

Defekte der angeborenen und adaptiven Immunantwort die Persistenz von A. fumigatus verursacht

wird. Hierbei wird durch die Exposition von A. fumigatus Antigenen das Immunsystem aktiviert,

wodurch eine polyklonale Antikérperreaktion ausgeldst wird. Im Allgemeinen weisen die Patienten
schlecht kontrolliertes Asthma, Keuchen, Hamoptysen und Husten auf. Weitere Symptome sind
leichtes Fieber, Unwohlsein und Mudigkeit. Bei ca. 31 - 69 % der Patienten wird die Expektoration
von braunlichen schwarzen Schleimpfropfen beobachtet [35]. ABPA kann auch in immunge-

schwéchten Patienten auftreten [33].

In Patienten mit leicht beeintréchtigten Immunsystem treten meist folgende klinische Manifestationen
auf:
1. chronische pulmonale Aspergillose (Englisch: chronic pulmonary Aspergillosis, Abk. CPA)
Bei der chronischen pulmonalen Aspergillose handelt es sich um eine chronische Infektion mit As-
pergillus ssp.. Bei dieser Infektion wachsen &hnlich wie beim Aspergillom lokal Hyphen in der Lunge.
Insbesondere Patienten mit geschadigtem Lungengewebe oder einer Lungenerkrankung sind von
dieser Manifestation der Aspergillose betroffen [33,40].

2. chronische nekrotisierende pulmonale Aspergillose (Englisch: chronic necrotizing pulmonary
Aspergillosis, Abk. CNPA)
Die chronische nekrotisierende pulmonale Aspergillose entsteht bei einem Ausbreiten der Hy-
phen z.B. aus einem Aspergillom. Hierbei befallen die Hyphen Wirtsgewebe, welches dadurch
abstirbt [33].

In Patienten mit ausgepragter Immunschwache tritt meist eine invasive pulmonale Aspergillose (Eng-
lisch: invasive pulmonary Aspergillosis, Abk. IPA) auf.

40 - 50 % der Tode von stark immungeschwachten Patienten mit akuter Leuk&mie oder einer Stamm-
zellenspende werden durch Aspergillus verursacht [4—8]. Eine Studie in den 1990er Jahren zeigte einen
3- bis 4-fachen Anstieg an Aspergillus Infektionen in Krebszentren tber die letzten beiden Jahrzehnte
[41,42]. Die IPA ist mit einer Inzidenz von 43 % bis 59 %, die am stérksten verbreitete Infektionskrankheit
unter Stammzellenempféangern und Patienten mit Organtransplantation [4—11] .

Eine Studie unter Empfangern von Organtransplantaten mit invasiver Aspergillose ergab eine Uberle-
bensquote von ca. 59 % nach einem Jahr [43]. Bei Stammzellenempféngern lag diese Quote bei ca.
25 % [44]. Des Weiteren sterben ca. 15 bis 20 % der Leukamie-Patienten an einer durch Aspergillus

ausgeltsten Pneumonie [12-14].
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Die haufigsten Aspergillus ssp. Erkrankungen stellen die CPA, die IPA und die ABPA dar (siehe Tab. 2)
[45].

Tabelle 2: weltweite Verbreitung von Aspergillose.
Ubernommen aus Sen et al. 2022 [45].

Pilzerkrankung globale Belastung Kommentare

ABPA ~ 4. 800 000 nur Erwachsene, selten bei Kindern

CPA ~ 3.000,000 - e ..

IPA ~3.00,000 etwa 10 Millionen jéhrlich geféahrdet

zystische Fibrose-bedingte allergische ~ 6675 nur Erwachsene, beginnend bei Kin-
bronchopulmonale Aspergillose dern ab einem Alter von 4 Jahren

Eine Studie, die sich mit Fehldiagnosen als mdglicher Ursache fiir vermeidbare Morbiditat und Mortalitat
auf der Intensivstation befasste, ergab, dass die Aspergillose zu den vier haufigsten Fehldiagnosen

gehdrt, die wahrscheinlich den Tod des Patienten zur Folge hatte [46].

1.2 Therapie

Pilze, im Gegensatz zu Bakterien, gehdren wie der Mensch zur Doméane der Eukaryoten. Dies erschwert
die Entwicklung von antimykotischen Substanzen, da viele mdgliche Zielstrukturen ebenfalls im Men-
schen vorhanden sind [1].

Zurzeit existieren vier Klassen an Antimykotika, die klinisch gegen invasive Pilzinfektionen eingesetzt
werden. Diese sind Polyene, Fluctosine, Azole und Echinocandine (siehe Tab. 3 und Abb. 4). Fir die
Behandlung von Infektionen mit A. fumigatus werden drei dieser Klassen eingesetzt. Diese sind Po-
lyene, Azole und Echinocandine.

Tabelle 3: Die vier zurzeit existierenden Klassen an Antimykotika, die klinisch gegen invasive Pilzinfektionen einge-

setzt werden.
Ubernommen aus Wall et al. 2020 [47].

Antimykotische
Klasse

Wirkmechanismus

biologische Wirkung

Wirkungsspektrum

14a-Demethylase und
dadurch Hemmung der Er-
gosterol-Synthese (Ergoste-
rin)

Polyene Zielstruktur Ergosterol (Er- | Fungizid Breitband-Antimykotikum zur Behandlung von
gosterin), extrahieren Sterole invasiven Pilzinfektionen; Resistenz ist selten
aus der Pilzzellmembran

Flucytosine Inhibiert DNA und RNA-Syn- | fungizid gegen Cryp- | wird fast ausschlief3lich zur Behandlung von
these tococcus ssp. Cryptococcus-Meningitis eingesetzt, Resisten-

zen sind extrem haufig, so dass es nie als Mo-
notherapie eingesetzt wird.

Azole Hemmung der Lanosterol- | meist fungizid Als Klasse weisen sie ein breites Spektrum ge-

gen Hefen und Fadenpilze auf, obwohl einige
Arten eine intrinsische Resistenz gegen haufig
verwendete Derivate aufweisen; eine sekun-
dare Resistenz kann sich oft wahrend der Be-
handlung entwickeln.

Echinocandine

zielen auf die R-1,3-Glukan-
synthase und verhindern so
die Produktion von R-1,3-
Glukan in der Zellwand.

fungizid gegen Can-
dida ssp., aber fun-
gistatisch gegen As-
pergillus ssp.

Erstes Mittel zur Behandlung von Candidose
und zur Behandlung von Aspergillose, wenn
andere Behandlungen nicht anschlagen; Resis-
tenzentwicklung schreitet voran
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Azole . .
Angriffsort: Ergosterol- Echlnoandlne
. : Angriffsort: Zellwand
biosynthese
Fluctosine Polyene
Angriffsort: Synthese Angriffsort: Ergosterol in der
von DNA und RNA Membran

Abbildung 4: Vereinfachte schematische Darstellung der derzeitig existierenden Antimykotika und ihrer Wirkungsweise.
Die Zielstrukturen der vier Antimykotika Klassen lassen sich einteilen in die Zellwand (Echinocandine), die Zellmembran (Po-
lyene), die Synthese von RNA und DNA bzw. Proteinsynthese (Flucytosine) und die Ergosterol-Biosynthese (Azole). Abbildung
basierend auf Wall et al. 2020 [47].

Da Flucytosine allein fir die Behandlung von Cryptococcus Meningitis eingesetzt werden, werden

diese im Folgenden nicht genauer beschrieben.

1.2.1 Polyene

Die Polyene wurden in den 1940er und 1950er Jahren entdeckt und waren die ersten entdeckten Beit-
band-Antimykotika. Amphotericin B war das erste von der FDA zugelassene Antimykotikum fir die Be-
handlung von invasiven Pilzinfektionen [48].

Es bindet an Ergosterol und wirkt als ,Schwamm®, der Membranen Sterole entzieht. Dies fuhrt zur
Schwéchung der Zellmembran und zum Austritt von Zytosol, was schlussendlich den Tod des Pilzes
herbeiftihrt [47,49,50]. Aus diesem Grund werden Polyene als fungizid betrachtet und wirken gegen die
meisten Pilzorganismen.

Der grof3te Nachteil von Amphotericin B war und ist seine Toxizitat, die zu Nierenversagen fihren kann.
Aus diesem Grund wurde eine Reihe von Lipidformulierungen entwickelt, die im Allgemeinen eine ge-
ringere Toxizitat und eine verbesserte Pharmakokinetik aufweisen. Diese sind allerdings deutlich teurer

als das ursprungliche Amphotericin B [47,51].

1.2.2 Echinocandine

Die Echinocandine sind die jingste Klasse der Antimykotika. Sie wurden erstmals in den 1970er Jahren
entdeckt, kamen aber erst in den friihen 2000er Jahren auf den Markt [47,52,53].

Echinocandine hemmen das Enzym (3-1,3-Glukansynthase. Dieses Enzym produziert das Polysaccha-
rid 3-1,3-Glukan, das die Hauptstrukturkomponente der meisten Pilzzellwande darstellt. Im Jahr 2001
wurde Caspofungin als erstes Echinocandine fur die Behandlung am Menschen zugelassen. [54-56].
Ein Vorteil der Echinocandine besteht in ihrer Zielstruktur, da Sdugetierzellen keine Zellwand aufweisen.
Aus diesem Grund sind sie im Vergleich zu anderen Antimykotika weniger toxisch und haben weniger

Wechselwirkungen mit anderen Arzneimitteln [47,57].
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Urspriinglich erhielten Echinocandine eine Zulassung fur die Behandlung von Aspergillosen, die auf
eine Behandlung mit anderen Antimykotika nicht ansprachen [34,54,58]. Mittlerweile werden sie eben-
falls fur die Behandlung von Candidosen verwendet sowie fur andere Pilzinfektionen [54].

Echinocandine sind fungizid fur Candida ssp. [54], fungistatisch gegen Aspergillus ssp. und unwirksam

gegen Cryptococcus ssp. [57,59].

1.2.3 Azole

Azole sind die erste Wahl bei der Behandlung und Pravention von Mykosen. Sie sind zyklische organi-
sche Molekiile, die in zwei Klassen eingeteilt werden kdnnen, diese sind Imidazole (Clotrimazol, Mico-
nazol und Ketoconazol) und Triazole (z.B. Itraconazol, Fluconazol und Voriconazol).

Die ersten Berichte tiber die Wirkung von Imidazolen gegen Pilze stammen aus den 1960er Jahren [60].
Aufgrund ihrer hohen Toxizitat, hohen Nebenwirkungen und Interaktionen mit anderen Medikamenten
wurden sie durch Triazole ersetzt. Die ersten Triazole waren Itraconazol und Fluconazol. Diese weisen
ein breiteres Wirkungsspektrum als Imidazole auf und weniger Nebenwirkungen. Fluconazol wirkt ge-
gen die Candida Familie, Cr. neoformans, Histoplasma, Blastomyces und gegen die Gattung Coccidio-
ides, allerdings nicht gegen Schimmelpilze. Itraconazol wirkt zusatzlich gegen Hefen und Aspergillus
Spezies. Allerdings sind Itraconazol und Fluconazol unwirksam gegen Scedosporium, Fusarium und
Mucorales Pathogene, die immer mehr an Bedeutung gewinnen. Fluconazol und Itraconazol werden im
Allgemeinen als fungistatisch angesehen, worauf das schnelle Auftreten von Resistenzen zuriickzufih-
ren ist [1].

Zur ndchsten Generation der Triazole gehdrten Voriconazol und Posaconazol. Diese Triazole werden
als fungizid angesehen und wirken zusatzlich gegen u.a. die Gattungen Fusarium und Scedosporium,
die Klasse der Zygomyceten und Cr. neoformans.

Die fungizide Wirkung von Voriconazol gegen A. fumigatus Ubersteigt die aller anderen Azole. Es stellt
daher die erste Wahl bei der Behandlung von invasiver Aspergillosen dar. Posaconazol ist das Mittel
der Wahl zur Prophylaxe gegen invasiven Aspergillosen und Candida Infektionen [1].

Andere neue Triazole sind u.a. Efinaconazol und Isavuconazol. Efinaconazol wurde 2014 von der FDA
fur die Behandlung von Nagelmykosen zugelassen [61]. Isavuconazol wurde 2015 von der FDA fir die

Behandlung von invasiver Aspergillose und Mukormykosen zugelassen [1,62].

1.2.3.1 Wirkungsweise von Azolen

Azole binden an das Eisen-Atom im Porphyrin des aktiven Zentrums der Lanosterol-14a-Demethylase
(Hefen) oder der 14a—Sterol Demethylase (CYP51 in Schimmelpilzen) (siehe Abb. 5) [1].

Diese Enzyme sind Cytochrom P450-Enzyme, und gehdren damit zur ubiquitdren Familie der Mo-
nooxygenasen, die sowohl in Prokaryoten sowie in Eukaryoten zu finden sind. Diese Enzyme katalysie-
ren in der Regel spezifische Umwandlungen einer breiten Palette lipophiler Verbindungen in hydrophi-
lere Derivate [63].

Die Familie der CYP51 ist eine strukturell und funktionell konservierte Proteinfamilie in Pilzen, deren
Mitglieder an der Ergosterol-Biosynthese beteiligt sind [63]. In Hefen und filamentésen Pilzen katalysiert

das Enzym die 14a-Demethylierung von Lanosterol und Eburicol [63—-66].
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Trotz der konservierten Proteinstruktur weisen die P450 Enzyme verschiedener Pilzspezies Unter-
schiede auf. Diese Unterschiede sind bestimmend fiir die unterschiedliche Wirkung der Azole auf un-
terschiedliche P450 Enzyme [1]. A. fumigatus besitzt zwei Lanosterol-14a-Demethylasen, die durch die
Gene cyp51A und cyp51B kodiert werden. Beide Orthologe kénnen das Fehlen der anderen Demethyl-
ase kompensieren. Das Fehlen beider Proteine ist allerdings letal [66,67]. Auch in S&ugetieren spielt
die 14a-Sterol Demethylase eine wichtige Rolle wahrend der Cholesterinsynthese [68]. Azole zeigen
eine groRere Affinitat fir das aktive Zentrum der Pilz Demethylase als fir die des Saugetierenzyms und

haben daher eine antimykotische Wirksamkeit [68,69].

Azole

O OJ‘ O O O O Ergosterol

Cyp51A

toxische Sterole

Abbildung 5: Zielstruktur und Wirkungsweise von Azolen.

Die verschiedenen bunten Kreise symbolisieren die Zwischenprodukte der Ergosterol-Biosynthese, die im Endoplasmatischen
Retikulum stattfindet. Die Pfeile zwischen den Kreisen stellen die daran beteiligten Enzyme dar. Der orangene Punkt stellt La-
nosterol bzw. Eburicol dar, das durch CYP51 demethyliert wird. Azole binden an das Eisen-Atom im Porphyrin des aktiven Zent-
rums von CYP51 und inhibieren so die Synthese von Ergosterol, das fiir den Einbau in alle Membranen der Zelle benétigt wird.
Durch diesen Vorgang wird die Rigiditat und Elastizitat aller Membranen der Zelle negativ beeinflusst. Zusétzlich kommt es zu
einer Akkumulation von Lanosterol und anderen 14a-methylierten Sterolen, die toxisch fir die Zelle sein sollen. Abbildung basie-
rend auf Cowen et al. 2008 [70].

1.2.3.2 Auswirkungen des Ergosterol Mangels

Durch die Bindung der Azole an das Enzym wird die Biosynthese von Ergosterol gehemmt und es
kommt zur Akkumulation von Lanosterol und anderen 14a-methylierten Sterolen, die toxisch fur die Zelle
sein sollen. Durch die Verarmung der Zelle an Ergosterol wird die Hauptfunktion des Sterols als Memb-
ranbestandteil gestort [71,72]. Fir C. albicans und S. cerevisiae wurde gezeigt, dass durch die Behand-
lung mit Azolen die Plasmamembran eine veranderte Rigiditat und Elastizitat aufweist [73—75]. Darlber
hinaus fihrt die Reduktion von Sterolen zu einer verringerten Fluiditdt der Membran, einer gestorten
Endozytose, Zellpolarisation, Zellfusion und Zellwandaufbau [76—79].

Durch das Fehlen von Ergosterol wird au3erdem die Aktivitat verschiedener membrangebundener En-

zyme, die fur den Nahrstofftransport oder die Chitin Synthese zustandig sind, verédndert [69,71,80-82].
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1.2.4 Resistenzmechanismen

Mikroorganismen, wie Bakterien, Viren, Pilze oder Parasiten entwickeln sich im Laufe der Zeit. Eine
ihrer Hauptaufgaben besteht darin, sich schnell und effizient zu vermehren. Aus diesem Grund passen
sich Mikroorganismen immer wieder den sich wechselnden Umweltbedingungen an. Basis fur diese
Anpassung ist zum einen die Fahigkeit des Organismus, seine Genexpression den vorherrschenden
Bedingungen anzupassen, zum anderen die genetische Variabilitat innerhalb der Population. AuRere
Bedingungen werden Uber Sensoren in der Zelloberflache wahrgenommen und kénnen Gber Signal-
kaskaden die Genexpression im Zellkern verandern. Die genetische Vielfalt in einer Population wird
durch zufallige stattfindende Rekombination und Mutation der DNA der einzelnen Organismen erweitert.
So wird die Adaptation durch vorteilhafte Mutationen z.B. in der Zielstruktur eines Antimykotikums vo-
rangetrieben [83].

Bei A. fumigatus ist die Zellwand einer der wichtigsten Angriffspunkte fir Antimykotika. Um sie zu schiit-

zen, besitzt der Pilz einen Signalweg, Uber den die Zelle Zellwandstress wahrnehmen kann.

1.2.4.1 Der Zellwandintegritats-Signalweg

Der Zellwandintegritats-Signalweg (Englisch cell wall integrity pathway, Abk. CWI) gehért zu den mito-
genaktivierten Proteinkinase-Signalwegen (Englisch mitogen-activated protein kinase, Abk. MAPK) und
spielt eine zentrale Rolle im Auf- und Umbau der Zellwand.

Der CWI in A. fumigatus besteht aus drei stark konservierten Kinasen, diese sind Bckl (MAPK Kinase
Kinase, MAPKKK), Mkk2 (MAPK Kinase) und MpkA (MAPK).

Der Zellwandstress wird wahrgenommen durch Sensoren, die in der Zellmembran verankert sind (Wsc1l,
Wsc3 und MidA). Diese aktivieren durch Nukleotidaustausch tber den GTP-Austauschfaktor (Englisch
guanosine triphosphate exchange factor, Abk. GEF) Rom2 und das dazugehorige GTP-bindende Pro-
tein Rho1l die Proteinkinase PkcA [84]. Das Signal wird dann durch PkcA an die MAP-Kinase Kaskade
bestehend aus Bckl (MAPKKK) und den zwei weiteren MAP-Kinasen Mkk2 und MpkA weitergegeben.
MpkA wird phosphoryliert und wandert in den Zellkern, wo es die Transkription verschiedener Gene
beeinflusst (siehe Abb. 6) [84-88].

Wird eine der drei Kinasen dieses Moduls deletiert, fihrt dies immer zum selben Phanotyp. Durch die
fehlende Phosphorylierung von MpkA wird die Veranderung der Genexpression im Kern und damit eine
Anpassung an au3ere Umstande verhindert [86].

Die Deletionen der verschiedenen Gene des MAPK Signalwegs zeigen alle ahnliche Phanotypen. Die
Kolonien sind kleiner und kompakter als die des Wildtyps und zeigen reduziertes radiales Wachstum
[85]. Zusatzlich sind sie anféllig gegeniber allen bekannten Zellwand-schadlichen Substanzen wie z.B.
Calcofluorweil’ [85,86].
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--J Zellkern

yd MpkA

Abbildung 6: Der Zellwandintegritatsweg in A. fumigatus.

Der dargestellte Signalweg und seine Proteine sind Teil des CWI in A. fumigatus. Die Sensoren WSC1, WSC3 und MidA sitzen
in der Zellmembran und nehmen Zellwandstress wahr. Diese aktivieren durch Nukleotidaustausch tiber Rhol PkcA. PkcA wiede-
rum Ubertragt das Signal auf die MAPK Kaskade bestehend aus Bckl und den zwei weiteren MAP Kinasen Mkk2 und MpkA.

MpkA wird phosphoryliert, wandert in den Zellkern und aktiviert spezielle Transkriptionsfaktoren [24,84—-88]. Abbildung basierend
auf Valiante et al. 2015 [24].

1.2.5 Entwicklung von Resistenzen am Beispiel der Azole

Azole sind die erste Wahl bei der Behandlung einer A. fumigatus Infektion und sind daher bei einer
Langzeitbehandlung unerlasslich [60]. In den letzten Jahren hat das Auftreten von Azol-resistenten As-
pergillus Isolaten alarmierend zugenommen. Es wird vermutet, dass die Bildung von Resistenzen auf
der Verwendung von Azolen in der Therapie von chronisch infizierten Patienten sowie in der Landwirt-
schaft zuriickzufuhren ist [89]. Hier wird durch die stdndige Nutzung ein Selektionsdruck auf vorteilhafte
Mutationen, die zu Resistenz gegeniber Azolen flihren, hervorgerufen.
Die bis jetzt bekannten Resistenz-Mechanismen gegen Azol-Antimykotika beruhen auf verschiedenen
molekularen Veranderungen in der Zelle (siehe Abb. 7). Generell lassen sich diese Mechanismen in
drei Kategorien einteilen:

1. Abnahme der effektiven Azol-Konzentration in der Zelle

2. Veranderung der Zielstruktur Erg11/ Cyp51A

3. Metabolische Umleitung der Ergosterolbiosynthese

Diese drei Mechanismen werden im Folgenden genauer beschrieben.

1.2.5.1 Abnahme der effektiven Azol-Konzentration in der Zelle

1. H6here Expression der Efflux-Pumpen (ABC- und MES-Transporter)

Es ist bekannt, dass die Aktivitdt von Azolen bzw. Medikamenten im Allgemeinen durch die Aktivitat
bestimmter Efflux-Transport-Systemen des Zielorganismus beeinflusst werden kann. Zu diesen geho-
ren unter anderem die ATP-bindenden Transporter (Englisch ATP-binding cassette, Abk. ABC) und die
Major-Faciliator-Superfamilie (Abk. MFS) zu denen die MDR-Transporter (Englisch multidrug re-
sistance, Abk. MDR) z&ahlen. ABC-Transporter setzen die ATP-Hydrolyse ein, um Substanzen nach au-
Ren zu befordern, wahrend MDR-Transporter hierfir die elektrochemische protonenmotorische Kraft
nutzen [90,91].
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Die Analysen der Genome von C. albicans, C. glabrata, A. fumigatus und Cr. neoformans ergab fur jede
Spezies eine andere Anzahl an ABC- und MDR-Transportern (siehe Tab. 4). Daraus lasst sich ableiten,
dass in jedem Organismus andere Effluxpumpen fur die Azolresistenz verantwortlich sein kénnen. A.
fumigatus besitzt fast dreifach so viele Effluxpumpen wie C. albicans und fast neunfach so viele wie C.

glabrata.

Tabelle 4: Anzahl der ABC- und MFS-/MDR- Transporter in C. albicans, C. glabrata, A. fumigatus und Cr. neoformans.

Spezies ABC-Transporter | MFS-/MDR-Transporter Quellen

C. albicans 28 96 [92-94]

C. glabrata 18 33 [95,96]
A. fumigatus 45 275

Cr. neoformans 29 192 [97,98]

Die Hochregulierung der ABC-Transporter ist assoziiert mit der Resistenz gegentber allen Azolen, wah-
rend die MDR-/MFS-Effluxpumpen speziell mit der Resistenz gegenuber Fluconazol verbunden sind
[99]. Unter den ABC-Transportern sind wiederrum nur die der PDR Klasse (Englisch pleiotropic drug
response, Abk. PDR) assoziiert mit der Resistenz gegenuber Antimykotika [96].

In C. albicans, C. glabrata und Cr. neoformans sind spezielle PDR-Transporter bekannt, die fur die
Resistenz verantwortlich sind (siehe Tab. 5). In A. fumigatus ist eine Identifikation der dafiir verantwort-
lichen Transporter durch die hohe Anzahl nicht so einfach. Nascimento et al. 2003 fanden eine Hochre-
gulation von AfuMDR4 in Stammen, die im Labor resistent gegen Itraconazol wurden [100]. Eine Tran-
skriptom Analyse von A. fumigatus, der mit Voriconazol behandelt wurde, zeigte wiederum eine Hoch-
regulation von 5 ABC-Transportern (abcA-E) und drei MFS-Transportern (mfsA-C) [101]. Von diesen

hat nur abcA bzw. cdrlB eine direkte Verbindung zur Resistenz gegen Azole [102].

Tabelle 5: ABC-Transporter der PDR-Klasse, die mit der Resistenz gegeniiber Azolen assoziiert sind in C. albicans, C.
glabrata, A. fumigatus und Cr. neoformans.

Spezies ABC-Transporter der PDR-Klasse assoziiert mit Azol-Resistenz
C. albicans CDR1, CDR2[99,103]

C. glabrata CgCDR1, CgCDR2, CgSNQZ2 [99,103,104]

Cr. neoformans | AFR1 [105]

A. fumigatus ?

Die Expression der oben genannten Effluxpumpen wird von pilzspezifischen Transkriptionsfaktoren re-
guliert. Die eigentliche Mutation findet in diesen Transkriptionsfaktoren statt und fihrt so zu einer erhéh-

ten Expression der Effluxpumpen.

2. Erhodhte Expression von Ergll

Die erhdhte Expression von Ergl11 filhrt ebenfalls zu einer h6heren Resistenz gegenuber Azolen. Umso
mehr Protein vorhanden ist, umso mehr Azol wird bendtigt, um die Reaktion effektiv zu hemmen.

In C. albicans beruht die Hochregulation auf einer Mutation in UPC2. UPC2 gehért zu den Zink-Cluster-
Transkriptionsfaktoren. Es wurde beschrieben, dass durch eine ,gain-of-function® Mutation in UPC2
viele Proteine hochreguliert werden, zu denen auch Ergl1 gehort [106].

Auch in A. fumigatus gibt es Azol-resistente Stamme, die eine erhéhte Expression von cyp51A zeigen.
Allerdings ist dies bedingt durch die Duplikation eines 34 bis 42 bp langen Elements im cyp51A-Promo-

tor. Zusétzlich ist diese Duplikation assoziiert mit Mutationen im cyp51-Gen selbst [107].
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1.2.5.2 Verénderung der Zielstruktur Ergl1/ Cyp51A

1. cyp51-Mutationen aufgrund derer die Affinitat des Proteins gegeniiber Azolen abnimmt

Sowohl in C. albicans, C. parapsilosis als auch C. tropicalis sind Mutationen bekannt, die das Enzym so

verandern, dass die Affinitdt gegentber Azolen abnimmt [108-112].

2. Geringe Affinitat von Azolen zu Ergl1l

C. krusei ist intrinsisch resistent gegen Fluconazol. Obwohl der genaue Mechanismus unbekannt ist,
gibt es Studien, die behaupten, dass es an der Aktivitdt des ABC-Transporters Abclp in Zusammenhang

mit einer geringeren Affinitat von Fluconazol zu Erg11p liegt [113-115].

3. Aneuploidie
Aneuploidie bezeichnet eine Mutation, bei der ein einzelnes Chromosom zuséatzlich zum tblichen Chro-

mosomensatz vorhanden ist oder fehlt.

In C. albicans wurde gezeigt, dass TAC1, ein Transkriptionsfaktor fir die Hochregulierung der ABC-
Transporter CDR1 und CDR2, die Azolresistenz vermitteln, notwendig ist. Eine Hyperaktivierung des
Transkriptionsfaktors TAC1 fuhrt zu einer konstitutiv hohen Expression von CDR1 und CDR2.

Beim Vergleich eines resistenten C. albicans mit empfindlichen Stdmmen wurde entdeckt, dass die
empfindlichen Stamme zwei tacl Allele trugen. Der resistente Stamm trug im Gegensatz dazu nur ein
tacl Allel, das zusatzlich durch einen Einzelnukleotid-Polymorphismus hyperaktiviert war [116,117].
Diese Beobachtung wurde ebenfalls in C. glabrata [118], C. krusei [113], und Cr. neoformans [119,120]

gemacht.

1.2.5.3 Metabolische Umleitung der Ergosterolbiosynthese

1. Verdnderte Sterol Zusammensetzung in der Membran/ Inaktivierung von Erg3

Ein weiterer, aber weniger verbreiteter Resistenzmechanismus ist die Inaktivierung des Enzyms Erg3.
Erg3 ist eine Sterol A>6 Desaturase, die in der Ergosterolbiosynthese normalerweise eine C-5(6) Dop-
pelbindung in Episterol einbaut. Kommt es allerdings zu einer Hemmung von Erg11 durch Azole, wan-
delt Erg3 14a-methylierte Vorlaufer von Ergosterol, die akkumuliert werden, in ein giftiges Steroldiol um.
Wird dieses Enzym inaktiviert, wird die Bildung dieser giftigen Sterole verhindert. Dies wurde in C. albi-
cans und C. tropicalis beobachtet [121-124].

2. Aufnahme von Sterolen aus der Umgebung

C. glabrata kann Sterole aus der Umgebung aufnehmen und diese fir Membranen nutzen. Dies ist
moglich sowohl neben der Ergosterolbiosynthese, als auch wenn diese geblockt wird [125-127].
Nakayama et al. 2007 identifizierten den Transporter Auslp, der fur die Aufnahme von Sterolen unter

Azol-Stress zusténdig ist [128].
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(c)Veranderte Sterol-Zusammensetzung

in der Membran/ Erg3 Inaktivierung(keine D . (d) Aufnahme von Sterolen aus
toxischen Sterole) [iii . I der Umgebung [iii
C. albicans, C. tropicalis C. glabrata

T T
%&5&5&5&5

D D (a) Hohere Expression der
Efflux-Pumpen (ABC- und
MFES-Transporter) [i
C. albicans, C. parapsilosis, (e) Geringere Azol-Affinitat von Erg11
C. glabrata, C. krusei C. krusei (intrinsische Resistenz) [ii]
Cr. neoformans
A. fumigatus

(b) Erhéhte Expression von Erg11[i] u u
C. albicans, C. tropicalis
A. fumigatus
G G “ Mutation des Erg11 Gens/ Verénderung des
‘ Proteins im aktiven Zentrum(ii}
C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis
: = A. fumigatus D

(9) Aneuploidie [i
C. albicans, C. glabrata,
C. krusei

Cr. neoformans

i.  Abnahme der effektiven Azol Konzentration
D Azole “ Erg11 Ergosterol . andere Sterole | ii. ~Verénderung der Zielstruktur

iii. Metabolische Umleitung

14a-methylierte
Sterol
Intermediate

14a-methylergosta-
8,24(28)-dien3p,6a-

Abbildung 7: Dokumentierte Azolresistenzmechanismen in Candida Spezies, A. fumigatus und Cr. neoformans.

(a) Durch die erhéhte Produktion von Effluxpumpen (ABC- und MFS/MDR-Transporter) kann mehr Azol aus der Zelle gepumpt
werden. (b) Die erhdhte Produktion von Ergl1 Proteinen fuhrt zu einer héheren benétigten Azoldosis fir die Hemmung der Er-
gosterolbiosynthese. (c) Mutationen im ERG3 Gen fiihren zu einer Veranderung des Proteins, sodass es inaktiviert wird. Dadurch
kommt es zu einer anderen Sterol-Zusammensetzung in der Membran und toxische Sterole kénnen nicht mehr produziert werden.
(d) Die Aufnahme von Sterolen aus der Umgebung umgeht die Inhibierung der eigenen Sterol-Produktion. (e) Vererbte geringere
Affinitat der Azole zu bestimmten Ergl1l Proteinen bestimmter Spezies verringert die Wirkung der Azole (intrinsische Resistenz)
(f) Mutationen im ERG11 Gen kénnen durch die Verédnderung bestimmter Aminosauren die Affinitét der Azole zum Protein ver-
ringern. (g) Aneuploidie und Hyperaktivierung des Transkriptionsfaktors TAC1 kann in C. albicans zur erhdhten Expression von
Effluxpumpen fuhren. Alle beschriebenen Resistenzmechanismen kénnen in drei Gruppen eingeteilt werden (i) Abnahme der
effektiven Azol-Konzentration, (ii) Verédnderung der Zielstruktur und (iii) metabolische Umleitung. Zu welcher Gruppe der jeweilige

Resistenzmechanismus gehdrt ist in eckigen Klammern gekennzeichnet. Abbildung basierend auf Sanglard et al. 2016 und Wha-
ley et al. 2017 [96,104].
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1.2.6 Mitochondrielle Dysfunktion als Ausldser von Resistenzen

Fusionsmaschinerie

/ Fzo1

Ugo1

aulere
Membran 44000

aulere
Membran

innere lr S2200DO D¢
Membran :

Abbildung 8: Fusions- und Fissions-Komplexe in
Hefe.

Die Fusionsmaschinerie der Mitochondrien besteht

aus Fzol, Ugol, Mgm1 und Pcpl. Die Fissionsma-

schinerie aus Dnm1, Mdv1 und Fis1. Abbildung ba-

sierend auf Westermann et al. 2010 [130].

In der Arbeit von Neubauer et al. 2015 wurde beschrie-
ben, dass A. fumigatus durch die Inhibierung der Fusion
und Fission der Mitochondrien resistenter gegeniber
Azolen wird [129].

Mitochondrien gehéren neben dem Zellkern, dem Endo-
plasmatischen Retikulum und dem Golgi-Apparat zu
den Zellorganellen einer eukaryotischen Zelle. Die Zell-
organellen haben gemeinsam, dass sie durch eine Zell-
membran von Rest des Zytosols abgegrenzt sind und
eine spezielle Funktion in der Zelle ausfihren.
Mitochondrien sind semi-autonome Organellen, da sie
eigene DNA, eine Proteinsynthese Maschinerie und
eine doppelte Membran besitzen. Die wichtigste Auf-
gabe der Mitochondrien ist die Versorgung der Zelle mit
Energie, die durch die Atmungskette gewonnen wird.
Alle Mitochondrien einer Zelle bilden ein gemeinsames
tubuléares Netzwerk, mit dem sich einzelne Mitochond-
rien durch Fusion verbinden und Uber Fission abspal-
ten.

Diese Prozesse sind nicht nur wichtig fur die Verteilung
von Mitochondrien in der Zelle, sondern auch fir die
Funktion der Mitochondrien (Verteilung der mitochond-
riellen DNA), Apoptose und das Altern der Zelle [130].

Drei Proteine bilden das Kernstick der Fusionsmaschinerie der Mitochondrien. Diese sind Fzol

(GTPase), Ugol in der auReren Membran und Mgm1, das mit der inneren Membran assoziiert ist (siehe

Abb. 8) [131]. Die Fissionsmaschinerie wird gebildet durch Dnm1, Mdv1 und Fisl. Auch hier muss es

ein Protein geben, das wie Mgm1, mit der inneren Membran verbunden ist. Dieses wurde bis jetzt noch

nicht entdeckt. Wird eines der Proteine der Fusionsmaschinerie in A. fumigatus deletiert, so verliert die

Zelle ihre mtDNA und stirbt. Wird ein Protein der Fissionsmaschinerie deletiert, Uberlebt der Pilz, zeigt

allerdings verlangsamtes Wachstum, verringerte Sporulation, Hitzeempfindlichkeit und eine abwei-

chende mitochondrielle Morphologie. Werden beide Vorgange gestoppt, wéachst der Pilz nur minimal

langsamer als der Wildtyp [129].
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1.2.6.1 Zusammenhang der Transkriptionsfaktoren mit mitochondrieller Dysfunktion/ retrograde Kontrolle von
PDR5
® @ Bereits in den 70er Jahren wurden S. cerevisiae Mutan-

@ @ T , :
ten isoliert, die gegen eine grol3e Anzahl an Antimyko-

@
ﬁ:ﬁjﬁ:f CFT CHCIDICH tika resistent waren. Es wurde festgestellt, dass Pdrl
| | | | | | ICI; | | l | % (Engl. fur pleiotropic drug resistance), ein Transkripti-
@

onsfaktor mit einer CyseZn2-Domaéne, fur die multiple

Resistenz verantwortlich war [132-134]. Dieser Tran-

itochondri L. . .
POMitochondrien skriptionsfaktor kontrolliert den ATP-bindenden Trans-

porter (Englisch ATP-binding cassette, Abk. ABC) Pdr5.
Bei Mutation von PDR1 wird PDR5 Uberexprimiert [135].
In weiteren Studien wurde der Transkriptionsfaktor Pdr3
identifiziert, der in seiner DNA-Sequenz eine hohe Ahn-
lichkeit zu PDR1 aufweist und bei Mutation ebenfalls
eine Multiresistenz auslost [136]. Fur beide Transkripti-
onsfaktoren wurde festgestellt, dass durch einzelne
Punktmutationen in deren DNA-Sequenzen eine Hyper-

aktivierung stattfindet. Diese Entdeckung fuhrte zu

Abbildung 9: Retrograder Signalweg zur Aktivierung . . o )
von PDRS5 durch p° Mitochondrien. dem Schluss, dass sie normalerweise reprimiert vorlie-

Ein unbekanntes Signal aus den Mitochondrien, die ihre . . L .
mtDNA verloren haben, wirkt auf das post-translationale 9€n und durch die Mutationen konstitutionell aktiviert
PDR ktiviert di . D ktivi P in bi . .

3 und aktiviert dieses. Das aktivierte Protein bindet oo, (siehe Abb. 9) [137-139]. Bei der Untersu-

an die zwei PDREs in seinem Promotor und reguliert so
eine eigene Expression hoch. Es wirkt auBerdem auf den chung dieser Hypothese wurden zwei Gene entdeckt,

Promotor von PDR5, sodass dessen Expression eben-
falls hochreguliert wird. Abbildung basierend auf Moye- hai deren Deletion PDR5 hochreguliert wird. Diese

Rowley et al. 2005 [145].

Gene waren FZO1 und OXA1 [140]. Fzol ist wie oben
beschrieben, ein Protein, das an der mitochondriellen Fusion beteiligt ist. Wird dieses Gen deletiert,
verlieren Hefen ihre mitochondrielle DNA und kénnen so keine Zellatmung mehr durchfuhren [141,142].
Oxal ist eine Insertase, die sowohl mitochondrielle Proteine als auch nukleére Proteine aus der Matrix
in die innere Membran der Mitochondrien einbaut [143]. Sie ist unter anderem wichtig fir den Zusam-
menbau des Cytochrom C Komplexes und des Fo ATPase Subkomplexes [144]. Mutanten, in denen
oxal deletiert wurde, kbnnen ebenfalls keine Zellatmung mehr durchflihren [145]. Bei weiteren Studien
wurde beobachtet, dass durch die Deletion von PDR3 in Zellen, die kein mitochondrielles Genom tragen
(rho?), die hohere Expression von PDR5 vollstandig geblockt wurde. Dies war nicht der Fall bei der
Deletion von PDR1 [146]. Im Promotor des PDR3 Gens wurden zusatzlich zwei autoregulatorische Ele-
mente gefunden (Englisch Pdrl/Pdr3 response element, Abk. PDRE), an die Pdr3 selbst bindet und so
seine Expression hochregulieren kann [136]. Diese Autoregulation wird benétigt fiir die Aktivierung von
PDR3 in rho® Zellen [140]. Zhang et al. 2001 zeigten, dass nur rho® Mutanten, denen die Fo ATPase-
Subkomplex Funktion fehlt, PDR3 und damit PDR5 hochregulieren [147].

Im Gegensatz zu der Funktion der Pdr Proteine fir die pleiotropische Resistenz, ist ihre eigentliche
metabolische Funktion weitgehend unbekannt. Es wird spekuliert, dass sie eine Rolle in der Sphingoli-

pidbiosynthese spielen [145,148].
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1.2.7 Entwicklung neuer Antimykotika

Fur die Entwicklung neuer Antimykotika wird nach Zielstrukturen innerhalb der Pilzzelle gesucht, die
sich in ihrem Aufbau von denen einer menschlichen Zelle unterscheiden. Nur wenn die Strukturen in
beiden Zell-Typen unterschiedlich genug sind, kann es gelingen, eine Substanz zu finden, die nur die
Pilzzelle angreift. Eine solche Struktur konnte, die ,ER-mitochondria encounter structure“ kurz ERMES

sein.

1.2.7.1 Die ER-mitochondria encounter structure

Mitochondrien sind hoch komplexe Organellen. Sie sind sténdig in Bewegung, verschmelzen miteinan-
der und trennen sich wieder. Gleichzeitig werden ladierte Mitochondrien durch Mitophagie aus der Zelle
entfernt. All diese Prozesse dienen dazu, die Funktion der Mitochondrien und damit die Energieproduk-
tion fur die Zelle aufrecht zu erhalten und zu optimieren. Die Kommunikation zwischen Organellen ist
ein wichtiges Merkmal aller eukaryontischen Zellen. So werden die genannten Prozesse durch Verbin-
dungen der Mitochondrien mit anderen Zellorganellen, wie dem Endoplasmatischen Retikulum (ER),
den Peroxisomen oder der Zellwand, stark beeinflusst [149]. Die Verbindung zwischen ER und Mito-
chondrium wird ERMES genannt (Englisch ER—mitochondria encounter structure, Abk. ERMES).
Kornmann et. al. 2009 suchten in S. cerevisiae nach den Komponenten, die an den Verbindungen
zwischen Mitochondrien und ER beteiligt sind, und entdeckten dabei die vier Proteine des ERMES.
Diese sind Mmm1, Mdm10, Mdm12 und Mdm34 (siehe Abb. 10) [150-155].

Eine Vielzahl von Studien beschrieben die Aufgaben des ERMES, dazu gehdren u.a. Lipid Transport,

Protein Import, mitochondrielle Dynamik und Vererbung und Mitophagie (siehe Tab. 6).

T [

TR

Abbildung 10: Ein Modell des ERMES basierend auf Daten aus S. cerevisiae und N. crassa.

Der ERMES st eine Verbindung zwischen der ER-Membran und der au3eren Membran von Mitochondrien (Englisch outer mito-
chondrial membrane, Abk. OMM). Sie besteht aus den vier Proteinen Mmm1, Mdm10, Mdm12 und Mdm34. Mmm1 ist ein integ-
rales ER-Membran Protein, Mdm10 ist ein R-Barrel Protein der &ueren mitochondriellen Membran und zusétzlich Teil des SAM-
Komplexes (Englisch Sorting and Assembly Machinery). Mdm34 ist wie Mdm10 ein integrales Protein der duf3eren mitochondri-
ellen Membran und Mdm12 ist ein zytosolisches Protein. Abbildung basierend auf Lang et al. 2015 [156].
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Tabelle 6: Zusammenfassung maglicher Aufgaben des ERMES und Indizien dafur.

Aufgabe Indizien

e ER und Mitochondrien bilden beide Glycerophospholipide, dafiir muss Phos-
phatidylserin vom ER ins Mitochondrium transportiert werden. Es gibt keinen Vesi-
keltransport zum Mitochondrium [157].

e Alle 4 ERMES Untereinheiten zeigten eine starke Korrelation mit Psd1 in einer
epistatischen Miniarray-Profil. Psdl ist eine Phosphatidylserin (PS)-Decar-
boxylase, die an der Biosynthese von Aminoglycerophospholipiden beteiligt ist
[150].

e Drei der vier ERMES Untereinheiten Mmm1, Mdm12 und Mdm34 besitzen eine
SMP-Domane (Engl. synaptotagmin-like, mitochondrial and lipid-binding proteins),
die Lipide binden soll [158].

e Mdm10, ein 3-Barrel Protein, interagiert nicht nur mit dem ERMES sondern auch
mit dem SAM-Komplex (Engl. Sorting and Assembly Machinery) , der benétigt
wird um R3-Barrel Proteine in die &uere Membran von Mitochondrien einzubauen
[159].

e Alle vier Proteine wurden entdeckt durch das Untersuchen der mitochondriellen
Dynamik. Dies zeigen ihre Namen ,Mdm*“ in Mdm10, 12 und 34 steht fir ,mito-
chondria distribution and morphology“ und ,Mmm* in Mmm2 steht fur ,mitochond-
ria morphology maintenance®.

e Durch die Zerstérung des ERMES formen sich ,Ball*-ahnliche aufgeblasene Mito-
chondrien [153].

e Die mitochondrielle Vererbung in Tochterzellen ist durch die veranderte Form der
Mitochondrien gestort [160,161].

e Durch den Verlust des ERMES, ist die Verteilung und Vererbung der mitochondri-
ellen DNA gestort [161]. Der ERMES verbindet raumlich sich teilende Nukleoide
[155,162].

e Der ERMES und die ERMES assoziierte Rho-GTPase Geml1 spielen im Prozess
der mitochondriellen Teilung eine Rolle (Engl. ER-associated mitochondrial divi-
sion, Abk. ERMD). Bei der Teilung von Mitochondrien wird der Ort der Teilung
durch ER-Auslaufer umschlungen, so die Abschniirung erleichtert und die mtDNA
an den Ort der Teilung gekoppelt [161,163].

e Die Proteine des ERMES scheinen mit Atg8 zu co-lokalisieren. Atg8 bindet an die
Membran des Mitophagosoms wéhrend dessen Biogenese [164].

e Der ERMES bildet Kontaktstellen zwischen ER und Mitochondrien an denen die
Mitophagosom-Bildung beginnt [164].

Lipid Transport

Protein Import

mitochondrielle
Dynamik und
Vererbung

Mitophagie

1.2.7.2 Der ERMES als Zielstruktur fir Antimykotika

Zusatzlich zu seinen vielfaltigen Aufgaben innerhalb der Zelle, stellt der ERMES ein mdgliches Ziel fur
Antimykotika dar. Dies beruht auf der Tatsache, dass der ERMES in Pilzen eine konservierte Struktur
darstellt, aber in den bisher untersuchten Metazoen nicht vorkommt [16]. Eine Studie von Widemann et
al. 2013 zeigte, dass weder Mmm1 noch Mdm10, Mdm12 oder Mdm4 (Mmm2 in dieser Studie) in den
hier untersuchten Vertretern der Metazoen vorhanden sind.

Alle untersuchten Vertreter der Pilze auRer Nosema ceranae und Encephalitozoon cuniculi wiesen die
vier ERMES Komponenten auf. Zu diesen gehdorten u.a. auch C. albicans, Cr. neoformans und A. fumi-

gatus, die zu den Hauptausldsern von invasiven Pilzinfektionen gehéren [1].
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2. Zielsetzung der Arbeit

2.1 Charakterisierung der ER-mitochondria-encounter structure und Validierung als
mogliche Zielstuktur fir Antimykotika

Der ERMES ist eine Verbindung zwischen dem Endoplasmatischen Retikulum und Mitochondrien. Es
ist eine Struktur, die bis jetzt nur in Pilzen nachgewiesen wurde [16]. Durch diese Einzigartigkeit stellt
der ERMES prinzipiell einen guten Angriffspunkt fir Medikamente dar. Ziel dieser Arbeit war es den
ERMES in A. fumigatus zu charakterisieren. Hierfiir wurden die Phanotypen von Mutanten, denen die
ERMES Untereinheiten fehlen, untersucht. Daraus kdnnen dann Rickschliisse gezogen werden, ob

sich diese Struktur als Ziel fir Antimykotika eignet.

2.2 Analyse der Wirkung von Azolen auf A. fumigatus und mégliche Resistenzmecha-
nismen

Azole sind die erste Wahl bei der Behandlung und Pravention von Mykosen. Es ist bekannt, dass diese
Gruppe von Antimykotika die Ergosterolbiosynthese durch die Inaktivierung der Lanosterol-14a Deme-
thylase hemmt. Die Vorgange auf zellularer Ebene, die diesem Mangel folgen und die daraus resultie-
renden, fatalen Konsequenzen fir den Pilz sind weitgehend unbeschrieben. Durch die Untersuchung
dieser Vorgange soll die Wirkung der Azole besser verstanden werden. Dies kdénnte zusatzlich Rick-
schlisse zulassen auf die Bildung von Resistenzmechanismen. Des Weiteren wurde nach der Verbin-

dung von erhdhter Resistenz gegentiber Azolen und mitochondriellen Mutationen gesucht.
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3. Material und Methoden

3.1 Pilzstamme

Eine Liste der in dieser Arbeit verwendeten A. fumigatus Stamme findet sich in Tabelle 7.

Tabelle 7: Verwende A. fumigatus Stdmme in dieser Arbeit.

Pilzstamme releyante genetische — Ausgangsstamm Referenz
Veranderung
A. fumigatus D141 Wildtyp - [165]
A. fumigatus AakuA (AfS35) akuA::loxP D141 [165,166]
A. fumigatus fkslteton Pfks1::ptrA-FoliC-tetOn AfS35 (wt) [167]
A. fumigatus Arho4 rho4::loxP-hygror/tk AfS35 (wt) [168]
A. fumigatus Arho4 Rho4 pSK379-rho4(p)-rho4 Arho4 [168]
A. fumigatus sGFP pJW103 AfS35 (wt) [167]
A. fumigatus wsc1l-GFP pJW103-gpdA(p)-wscl-sGFP D141 [167]
A. fumigatus midA-GFP pJW103-gpdA(p)-midA-sGFP D141
A. fumigatus mitoGFP pCHO005 AfS35 (wt) [129]
A. fumigatus Adnm1 mgm lteton2 Pmgm1::ptrA-PpkiA-tetOn Adnml [129]
A.lfumigatus mgm lieton Adnm1 pCHO05 Adnm1 mgmZlieton2
mitoGFP
A. fumigatus cyp51Ateton Pcyp51A::ptrA-PpkiA-tetOn AfS35 (wt)
A. fumigatus cyp51Ateton ACyp51B  cyp51B::loxP-hygror/tk cyp51Ateton
A. fumigatus cyp51Ateton ACyp51B pCHO05 cyp51Ateton Acyp51B
mitoGFP diese Arbeit
A. fumigatus cyp51Ateton ACyp51B cyp51Ateton Acyp51B  [169]
: pYZ012
mitoRFP
Qé;‘j\’f‘ﬂgiﬁ‘esrase PBGO05-phleo AfS35 (wt)
A. fumigatus Arho4 sGFP pJW103 Arho4 [168]
A. fumigatus Arho4 Rho4 sGFP pJW103 Arho4 Rho4 [168]
A. fumigatus mmm lieton Pmmml::ptrA-PpkiA-tetOn AfS35 (wt)
A. fumigatus mdm3210teton Pmdm10::ptrA-PpkiA-tetOn AfS35 (wt) diese Arbeit
A. fumigatus mdm312teton Pmdm12::ptrA-PpkiA-tetOn AfS35 (wt) [170]
A. fumigatus mdm34teton Pmdm34:ptrA-"pkiA-tetOn AfS35 (wt)
A. fumigatus Amdm10 mdm10::loxP-pyrr/tk AfS35 (wt)
A. fumigatus Amdm12 mdm12::loxP-pyrr/tk AfS35 (wt)
A. fumigatus mmmZlieton mitoGFP ~ pCHO005 mMmmZieton
A. fumigatus mdm10teton MitoGFP = pCHO05 mdm210teton diese Arbeit
A. fumigatus mdm312ieton mitoGFP | pCHO005 mdm12seton [170]
A. fumigatus mdm34teton MitoGFP |~ pCHO05 mdm34teton
A. fumigatus wsc1-GFP mtRFP  pYZ012 A. fumigatus wscl-

GFP



3.2 Plasmide

Material

Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in Tabelle 8 aufgelistet.

Tabelle 8: In dieser Arbeit verwendete Plasmide.
A. fumigatus AfS35 DNA wurde als Template verwendet.

Plasmid

psK379

psK379-phleo
pJW603

pJW103
pCHO05
pYZ002

pYZ011
pYZ012
pBG001

pBG002
pBG002-phleo
pNBO4
pBNO0O08
pBGO005
pBGO005-phleo

pSK528
pSK529

3.3 Oligonukelotide

Grundgerist/ Modifikation

pSK379_ptrA gpdA(p) Pmel his2A(t)
pSK379_phleo gpdA(p) Pmel his2A(t)
pBIUKSP-surA::hygro(-260)/tk

pSK379 gpdA(p) Pmel sGFP (3) EcoRV
his2A(t)_sequenced

pCHOO05 phleo gpdA(p) Mito-sGFP his2A(t)

pYZ002 (pBluKSP-ochl::Sfil-ptrA-AnigPkiA(p)-Avrll-

rtTA-TcgrA-tetO7-Pmin-Sfil)

pYZ011 ptrA Abf2_with_Promotor [AFUA_1910040]
SGFP (3) EcoRV his2A(t)

pYZ012 phleo gpdA(p) Mito-mRFP1 his2A(t)
pBGO001 (pJW655 - pSK379_phleo gpdA(p) Mmm1
AFUA_6g04420 mRFP1 his2A(t))

pBG002 (pSK379 akuA_with_pro AFUA_5g07740
his2A(t))

pBG002-phleo (pSK379 akuA_with_pro
AFUA_5g07740 his2A(t))

Anig_agsA(p) mluc

Anig_agsA(p) mluc

pBGO005 (pSK379 Anig_agsA(p) Pmel mluc
his2A(t))

pBG005-phleo (pSK379 Anig_agsA(p) Pmel mluc
his2A(t))

pSK528 Sfil - hygro six site - BLASTER - Sfil -
AmpR

pSK529 - hygro six site - BLASTER Topo KanR
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S. Krappmann, Wirzburg
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J. Wagener, Minchen

J. Wagener, Miinchen
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Z. Zhu, Minchen

Z. Zhu, Miinchen
Z. Zhu, Minchen
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S. Krappmann, Wirzburg
S. Krappmann, Wiirzburg

Oligonukleotide wurden von der Firma GATC bezogen. Die Oligonukleotide wurden bei -20 °C gelagert.

Primerdesign, Spezifitat und Amplikonlange wurden mit der CLC DNA Workbench Software bestimmt.

Alle in dieser Arbeit verwendeten Primer sind in Tabelle 9 zusammengefasst.

Tabelle 9: Ubersicht der in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide.
Die Erkennungsstellen der Restriktionsenzyme sind griin und rot markiert.

Oligonukleotide

Mdm10-5913460-5-fwd
Mdm10-5913460-5-rev
Mdm10-5g13460-3fwd

Mdm10-5g13460-3rev
Mdm12-1914790-5-fwd

Mdm12-1g14790-5-rev

Sequenz 5° > 3¢ Restrikti-
onsenzym

CTGGCTCGATCGTGTGGC -

CG GGCC GGCC TGTCAATGAT- Sfil

GTCTCAAATCAGTTC

GT GGCCTGAGTGGCC GGCCT- Sfil

GAACTCCACCAGC

GACACAGCGAGCGTCGTG

GCTCGCTGTTGAGTGCCTTG -

CG GGCC GGCC TACATGTGCGAC- Sfil

CAAGGACG

G/C-Gehalt verwendete
Anlagerungs- = Poly-
temperatur merase
18/12 - 61°C

Taq
25/9 - 58°C
18/12 - 61°C

Pfu
18/12 - 61°C
20/12 - 61°C

Taq
20/11 - 59°C



Oligonukleotide

Mdm12-1g14790-3fwd
Mdm12-1g14790-3rev
Mmm1-6g04420-5fwd
Mmm1-6g04420-5rev
PMmm1-6904420-3fwd
PMmm1-6g04420-3rev
Mdm10-5g13460-5-fwd
Mdm10-5g13460-5-rev
Mdm10-5g13460-3-fwd

Mdm10-5g13460-3-rev
Mdm12-1g14790-5-fwd

Mdm12-1g14790-5-rev
Mdm12-1g14790-3-fwd
Mdm12-1g14790-3-rev
Mdm34-4g09960-5-fwd
Mdm34-4909960-5-ref

Mdm34-4909960-3-fwd

Mdm34-4g09960-3-rev

Sequenz 5‘ 2> 3¢

GT GGCCTGAGTGGCC CTAT-
GTGGCTGGTCCGTG

GTCAACCGCGTCTATCGC

TT GTCATCGGCATTTCGG-
TATCC

CG GGCC
TATCCGGTGC
GT GGCCTGAGTGGCC ATGTCTTCTCA-
GCTAAGTGCG

TT AATTGAG-
GAGCAGCTGCGTC

CTGGCTCGATCGTGTGGC

CG GGCC GGCC TGTCAATGAT-
GTCTCAAATCAGTTC

GT GGCCTGAGTGGCC ATGCTTGACTTCA-
TGGACTACATCC

GAGGTTGTGGTTGTGCTAGATGC

GCTCGCTGTTGAGTGCCTTG

CG GGCC GGCC TACATGTGCGAC-
CAAGGACG

GT GGCCTGAGTGGCC ATGTCCATAG-
ACGTCAACTGGAG

GGTGATGCCTGTGACATTCAG

GCCAGAGGATGGAAGCACAG

CG GGCC GGCC AGCAAAGCATT-
GAGTGAAGATGG

GT GGCCTGAGTGGCC ATGGCGTTCA-
ACTTCAACTGGTC

GATAATGTCCGTTGAGAGTCCG

GGCC CTGTTGTAGATGT-

3.4 Chemikalien und Enzyme

Material

Restrikti-
onsenzym

Sfil

Notl

Sfil

Sfil

Notl

Sfil

Sfil

Sil

Sfil

Sfil

Sfil
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G/C-Gehalt
Anlagerungs-
temperatur

18/11 - 58°C
18/11 - 58°C
21/11-60°C
23/11-61°C
21/10-58°C
20/11-59°C
18/12 - 61°C
25/9 - 58°C
25/11 - 61°C

23/12 - 62°C
20/12 - 61°C

20/11 - 59°C
23/11 - 61°C

21/11 - 60°C
20/12 - 61°C

23/10 - 59°C
23/11 - 61°C

22/11 - 60°C

verwendete
Poly-
merase

Pfu

Taq

Pfu

Taq

Pfu

Taq

Pfu

Taq

Pfu

Die Chemikalien, die zur Anfertigung dieser Arbeit dienten, wurden von den folgenden Firmen bezogen:

AppliChem (Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe), Invitrogen (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Sigma Ald-

rich (Steinheim), Serva (Heidelberg). Wenn mdglich, wurde stets der héchste Reinheitsgrad ,,pro analy-

sis” (p.a.) bezogen. Enzyme wurden von folgenden Firmen bezogen: MBI Fermentas (St. Leon-Roth),
New England Biolabs (Schwalbach), Promega (Madison, USA), Quiagen (Hilden), Sigma Aldrich (Stein-

heim).
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3.5 Antibiotika und Antimykotika

Die Antibiotika wurden in den entsprechenden Lésungsmitteln geldst, steril filtriert (0,22 ym) und in

Aliquots bei -20 °C gelagert. Zusétzliche Informationen sind in Tabelle 10 aufgefihrt.

Tabelle 10: Liste der verwendeten Antibiotika und Antimykotika.

finale Konzentration im
Medium/ Agarplatten, falls

Antibiotika/ Loésungs- Konzentration nicht anders angegeben
Antimvkotik Hersteller ittel St 15
imykotika mitte ammldsung A fumi-
E. coli
gatus
Ampicillin ddH20 100 mg mlt 100 pg mlt -

) Clontech; Mountain q -
Doxyzyklin View, CA. USA Ethanol 10 mg ml - 10 pg ml
Pyrithiamin Santa Cruz; Dallas, 1 1
hydrobromide TX, USA ddH20 1 mgml 0.1 kg ml

. PAA Laboratories, Pa- q q
Hygromycin sl Gy ddHz20 20 mg ml 200 pg ml
Caspofungin Sigma-Aldrich ddH20 4 mg mlt - 4 pug mit

3.6 Gerate

Die in dieser Arbeit verwendeten Gerate sind in Tabelle 11 aufgeflhrt.

Tabelle 11: Liste der verwendeten Gerate.

Gerat Hersteller

Digitalkamera Canon,EOS 550D

Gelkammer BioRad Power Pac 1000
Magnetruhrer Heidolph, MR3001K
Mikrobiologischer Brutschrank Haraeus, Function Line
Fluoreszensmikroskop Leica, DM LB, SP5
Lichtmikroskop Zeiss Axiovert 25

PCR-Gerat Biometra, T Gradient
pH-Messgerat Toledo 320

Photometer Amersham Biosciences, Ultrospec 10
Probenkammern Ibidi 8-well

Schiittelinkubator Brunswick Scientific, Series 25
Sterilbank Heraeus Hera Safe

Thermomixer Eppendorf

Vortexer Scientific Instuments

Sigma Laboratory, 6K15,

Eppendorf, 5417R

NanoDrop Spectrophotometer ND-1000 UV Nanodrop Technologies
CLARIOstar Plus BMG LABTECH

Zentrifuge
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3.7 Medien und Wachstumsbedingungen (Zellanzucht)

3.7.1 A. fumigatus

3.7.1.1 Medien
Asperqillus Minimal Flissigmedium (Abk. AMM), 2-fach konzentriert

Salzmischung ohne MgSOa4 (20-fach konzentriert) = 50 mL

0,4 M MgSOa4 L6sung (200-fach konzentriert) 5mL

Glucose 40% (w/v) 25 mL
Spurenelemente-Stammlésung 1mL

destilliertes H20 auffullen auf 1000 mL

Alle Zutaten aul3er den Spurelementen wurden vor dem Gebrauch autoklaviert und dann steril zusam-
mengefugt. Der pH-Wert von AMM liegt bei ca. 6,6 und muss daher nicht mehr angepasst werden. Das

Medium wurde bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Fir AMM Agar Platten wurde 2-fach AMM ohne Glucose mit erwarmtem 2xAMM Agar (2 % (w/v) Glu-

cose, 4% (w/v) Bacto-Agar) im Verhéltnis 1:1 gemischt.

Die obengenannten Bestandteile des AMM wurden wie folgt hergestellt:

Salzmischung ohne MgSOa4 (20-fach konzentriert):

1,4 M NaNOs 120 g
0,14 M KCI 10,49
0,12 M KH2PO4 16,39
0,12 M Kz2HPO4 20949
H20 auffullen auf 1000 mL

Die oben genannten Salze wurden in einem Liter ddH20 gel6st und anschieRend autoklaviert.

0,4M MgSO4 Losung (200-fach konzentriert):

MgSO4x 7H20 10,4 g
ddH:20 auffullen auf 100 mL
Die angegebene Menge an Magnesiumsulfat wurde in 80 mL destilliertem Wasser geldst und anschlie-

Bend auf 100 mL aufgefillt. Dann wurde die Lésung autoklaviert und bei Raumtemperatur aufbewahrt.

40% Glucose (w/v):

CeH1206 200 g

ddH20 auffillen auf 500 mL
Die angegebene Menge Glucose wurde eingewogen, mit destilliertem Wasser auf 500mL aufgefullt und

anschlielend autoklaviert. Die komplette Menge Glucose 16st sich meist erst beim Autoklavieren. An-

schlieRend wurde die Lésung bei Raumtemperatur aufbewahrt.
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Spurenelemente-Stammldsung (1000-fach konzentriert):
Die Spurenelemente-Stammlésung wurde nach dem Protokoll von Hill et al. 2001 wie folgt herge-
stellt [171]. Hierfur wurden die folgenden Salze in angegebener Reihenfolge in 80 mL destilliertem Was-
ser gelost (Losung 1):

FeSOs - 7TH20 109

EDTA 10,0 g
Danach wurde der pH-Wert mit KOH-Pellets eingestellt. Die Lésung nahm bei einem pH-Wert von ca.

5,5 eine gold-gelbe Farbung an und wurde dann zur Weiterverarbeitung genutzt.

Ebenso wurden die folgenden Salze in angegebener Reihenfolge in 80 mL destilliertem Wasser gelost

(Lésung 2):
ZnS047H20 4,4 ¢
H3BO3 2,29
MnClz - 4H20 10g¢g
CoClz - 6H20 0,326 g
CuSOs4 - 5H20 0,32g
(NH4)sM07024 - 4H20 0,22 g

Losung 1 und 2 wurden dann vereint und der pH-Wert auf 6,5 eingestellt. Er wurde erst durch KOH-
Pellets verandert und dann durch eine KOH-L&sung mit niedrigerer Konzentration. Danach wurde die
Losung auf 200 mL mit destilliertem Wasser aufgefillt und steril filtriert. AnschlieRend wurden 1 mL

Aliquots in 1,5 mL Eppendorf-Gefal3en hergestellt und bei -4 °C aufbewahrt.

Sabouraud-Medium (Abk. SAB)

2% Pepton-Losung (w/v) pH 7.0 50 mL
40% Glucose (w/v) 10 mL
ddH20 auffillen auf 100 mL

Fir Sabouraud-Medium wurden die oben genannten Lésungen steril zusammengefiigt und die Lésung

anschlieBend bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Fir Sabouraud Agar Platten wurde 2 % Pepton (w/v) mit erwarmtem 2x Sabouraud-Agar (8 % (w/v)

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

2% Pepton-Lésung (w/v)

Pepton 109

ddH20 auffillen auf 500 mL
Die oben angegebene Menge Pepton wurde eingewogen und anschlieRend auf ca. 400 mL mit destil-

liertem Wasser aufgefiillt. Anschlieend wurde der pH-Wert mit KOH auf 7,0 eingestellt und die Lésung
auf 500mL aufgefillt. Nach dem Autoklavieren wurde die Pepton-L6sung bei Raumtemperatur aufbe-

wabhrt.
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3.2.1.2 Anzucht und Ernte von Sporen

Pilzsporen wurden gel6st in sterilem ddH20 bei 4 °C im Kihlschrank aufbewahrt. Zur Anzucht neuer
Sporen wurden sterile Zellkulturflaschen verwendet (75 cm?). Diese wurden mit 50 mL AMM Agar gefullt
und anschlieBend wurden zur Verteilung der Sporen sterile Glasperlen (d = 4 mm) hinzugegeben.

Bei Stammen mit z.B. GFP-Plasmiden oder konditionellen Promotoren wurde dem AMM Agar ein An-
timykotikum oder Doxyzyklin hinzugefugt.

Zur Anzucht neuer Sporen wurden zwei verschiedene Anséatze genutzt. Entweder die Sporen wurden
direkt aus einem Sporenstock verwendet oder sie wurden von einem Klon auf einer Ausstrichplatte
gepickt. Aus der Sporensuspension wurden 30 uL in die Zellkulturflasche Uberfihrt. Die Sporen wurden
dann durch das Bewegen der Glasperlen auf dem Agar verteilt. Die Sporen der Ausstrichplatte wurden
mit Hilfe einer sterilen Impfose in sterilem ddH20 geldst, die Sporensuspension anschlieRend in die
Zellkulturflasche gegeben und ebenfalls durch das Bewegen der Glasperlen verteilt.

Anschliel3end wurden die Zellkulturflaschen fur 2-3 Tage bei 37 °C inkubiert, abhéngig vom jeweiligen
Stamm. Wahrend dieser Zeit bildete sich ein sporulierendes Myzel, von dem die neuen Sporen geerntet
werden konnten.

Fur die Ernte wurden ca. 10 mL steriles ddH20 in die Zellkulturflasche gegeben. Durch Schwenken der
Flasche Iosten sich die Glasperlen und mit ihnen die gebildeten Sporen, kleine Agarstiickchen und My-
zel. Um die Agarstickchen, das Myzel und die Glasperlen aus der Sporenlésung zu entfernen, wurde
die Losung Uber einen sterilen Miracloth-Filter in ein Falcon filtriert. Die Filter bestanden aus einem
Trichter, der mit Miracloth-Papier ausgelegt war und vor der Benutzung autoklaviert wurde.

Die so gewonnene Sporenlésung wurde bei 4 °C im Kihlschrank aufbewahrt. Bei dieser Lagerung sind
die Sporen uber einen sehr langen Zeitraum haltbar. Die Nutzung der gewonnenen Sporen fur Experi-
mente wurde auf ca. 2 Wochen beschrankt, da danach ein Einfluss der Lagerung auf das Auskeimen

und das Uberleben der Sporen nicht ausgeschlossen werden konnte.

3.2.1.3 Anzucht und Ernte von Pilzmyzel

Fir die Anzucht von Pilzmyzel wurden Sporen aus einer Sporensuspension in Flissigmedium gegeben
und anschliel3end aerob bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Nach der gewilinschten Inkubationszeit, ab-
hangig von der weiteren Nutzung (z.B. Transformation, Extraktion chromosomaler DNA, Extraktion
RNA), wurde das Myzel abgeerntet. Fir die Ernte wurde das gesamte Flissigmedium mit dem darin
befindlichen Myzel Gber Miracloth-Filter filtriert und das Myzel vom Filterpapier in neue Probengefalle

Uberfuhrt.

3.2.1.4 Bestimmung der Sporenzahl

Die Sporenzahl einer Suspension wurde mit Hilfe ihrer optischen Dichte bei 600 nm (ODeoo) ermittelt.
Das Messgerat wurde mit ddH20 geeicht und anschliel3end je nach Trubung der Sporenldsung eine
1:10 oder 1:20 Verdunnung erstellt und die OD dieser Verdiinnung gemessen. Der gemessene OD-
Wert sollte sich zwischen 0,2 und 0,4 befinden, da nur hier ein linearer Messbereich anzunehmen ist
(Diese Erkenntnis stammt aus Arbeitsgruppen-internen Vorversuchen, in denen die hier angewandte

OD-Messmethode mit der klassischen Zytometer-Methode korreliert wurde). Falls der Wert au3erhalb
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dieses Bereichs war, musste gegebenenfalls eine niedrigere oder hdhere Verdiinnung hergestellt wer-

den. Die Sporenzahl wurde dann mit folgender Formel berechnet:

Konidienzahl pro ml = gemessene ODq, x Verdiinnung x 2,24 x 107

3.2.1.5 Erstellung einer Verdinnungsreihe

Um in einem Experiment eine genau definierte Anzahl von Sporen einsetzten zu kénnen, wurden Ver-
dinnungsreihen der Sporensuspensionen hergestellt. Die niedrigste gewahlte Verdiinnung war 5 x 107.
Von dieser Verdiinnung wurden 1:10 Verdinnungen bis 5 x 102 hergestellt.

Die 5 x 107 Verdiinnung wurde aus dem Sporenstock hergestellt. Hierzu wurde berechnet wieviel der
Sporensuspension mit ddH20 verdinnt werden muss, um auf 1 mL eine Losung mit 5 x107 Sporen ml*

zu erhalten:

1000 ul x 5x 107
Konzentration der Stammlésung (n x 5 x 107)

x UL des Sporenstocks =

AnschlieRend wurde die hergestellte Verdiinnung tberprift, indem erneut die ODsoo bestimmt wurde.
Hierzu wurde eine 1:10 Verdiinnung der 5 x 107 Sporenldsung hergestellt. Die OD dieser Verdiinnung
sollte 0,21 betragen (Diese Erkenntnis stammt aus Arbeitsgruppen-internen Vorversuchen, in denen die
hier angewandte OD-Messmethode mit der klassischen Zytometer-Methode korreliert wurde). Falls dies
nicht der Fall war, wurde die 5 x 107 Lésung nochmals mit ddH20 verdiinnt oder die Sporenzahl durch

Zugabe aus dem Sporenstock erhoht. Dies wurde wiederholt, bis die ODeoo von 0,21 erreicht war.

3.7.2 Escherichia coli (Abk. E. coli)

3.7.2.1 Medien
LB-Medium (Englisch fiir Lysogeny Broth oder Luria Broth)

1 % Trypton (w/v), 0,5 % Hefeextrakt (w/v) und 1 % NaCl (w/v) wurden in 1 L destilliertem Wasser gelost
und anschlie3end autoklaviert.

Fir LB-Agar wurde der Losung 2 % Bacto-Agar (w/v) (214030; BD) vor dem Autoklavieren hinzugefiigt.
Fir die Selektierung von transformierten E. coli wurde dem LB-Agar vor dem Giel3en Ampicillin (Stock

100mg mL™1) in einer Endkonzentration von 100 ug mL! hinzugefigt.

SOB (Super Optimal Broth)-Medium
20 g Trypton, 5 g Hefeextrakt und 0,5 g NaCl wurden in 950 mL destilliertem Wasser geldst und dann
10 mL 250 mM KCI hinzugefiigt. AnschlieRend wurde der pH-Wert mit NaOH auf 7,0 eingestellt, die

Losung auf 1 L aufgefillt und autoklaviert.

Vor der Benutzung wurden 5 mL steriles 2 M MgCl: pro Liter hinzugefiigt.
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3.6.2.2 Anzucht und Ernte

Fur die Anzucht von E. coli wurde die gewiinschte Menge LB-Medium in einen Erlenmeyerkolben gefiillt
und gegebenenfalls mit Ampicillin auf eine Endkonzentration von 100 ug mL® versetzt. Dann wurden
die Bakterien mittels einer sterilen Pipettenspitze oder einer abgeflammten Impfése hinzugefiigt. An-
schliefend wurde der Erlenmeyerkolben bei 37 °C und 180 rpm uber Nacht inkubiert. Am né&chsten

Morgen wurden die Bakterien z.B. fur die Plasmid Isolation geerntet.

3.8 Molekularbiologische Methoden

3.8.1 Isolation genomischer DNA

Die Isolation genomischer DNA aus A. fumigatus erfolgte mit Hilfe des MasterPure™ Yeast DNA Purifi-
cation Kits (Epicentre Biotechnologies, Madison USA).

Hierzu wurde entweder wie oben beschrieben A. fumigatus in Flissigmedium angezogen oder direkt
von der Platte gepickt mit Hilfe einer sterilen Impfdse.

Das Myzel wurde in ein steriles 2 mL Sammelgefal mit Schraubverschluss gegeben, indem sich bereits
250 pL Lyse-Lésung, eine Holzkugel und Quarzsand befanden. AnschlieRend wurde das Sammelgefald
fur 40 s bei 6000 rpm gevortext und dann 30 min bei 65 °C inkubiert.

Danach wurde 125 pL Protein Prazipitationslosung hinzugefligt und die Réhrchen 10 min bei 10 000 rpm
zentrifugiert.

Der Uberstand wurde in ein 1,5 mL EppendorfgefaR tiberfiihrt und die DNA mittels 500 pL 99 % Isopro-
panols gefallt. Die geféllte DNA wurde bei 4 °C und 15 000 rpm 15 min lang abzentrifugiert. Anschlie-
Rend wurde der Uberstand abgenommen, ohne das DNA-Pellet zu beschadigen und danach 500 uL
70 % Ethanol hinzugefiigt. Danach wurde erneut 15 min bei 4 °C und 15 000 rpm zentrifugiert, der
Uberstand abgenommen und das Pellet bei 55 °C getrocknet. Das getrocknete Pellet wurde in 100 L

ddH20 geldst, das mit RNase versetzt war. Die geloste DNA wurde eingefroren aufbewabhrt.

3.8.2 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA-Konzentration wurde mit Hilfe eines NanoDrop bestimmt. Dazu wurde die DNA gegen eine
Leerprobe mit ddH20 gemessen. Um die Reinheit der DNA festzustellen, wurde das Verhaltnis der er-
mittelten OD bei 260 nm und 280 nm betrachtet. Ein Verhaltnis von 260 nm zu 280 nm von 1,8 bis 2,0

zeigte eine proteinfreie DNA-Probe.
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3.8.3 Polymerasekettenreaktion

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

Als Template bzw. Startmaterial wurde genomische DNA von A. fumigatus AfS35 verwendet. Fur die
Amplifikation wurde die Tag-Polymerase oder die Pfu-Polymerase eingesetzt. Die Pfu-Polymerase be-
sitzt eine 3' — 5'-Exonukleaseaktivitat und damit eine proof reading-Funktion. Die Tag-Polymerase
besitzt diese Aktivitat nicht, deshalb betragt die Fehlerrate dieser Polymerase ca. 8x10¢ pro Basenpaar
[172]. Aus diesem Grund wurde die Pfu-Polymerase fur DNA-Fragmente eingesetzt, die fur Klonierun-
gen benutzt wurden. Die Tag-Polymerase wurde fir Kontroll-PCRs oder nicht kodierende Genbereiche

verwendet.

PCR-Zusammensetzung Taqg-Polymerase

Komponente 50 pL Ansatz finale Konzentration
10 x Dream Taq Puffer 5L 1x

10 mM dNTPs 1 uL 200 pM

10 uM Primer vorwaérts 0,5 L 0,2 uM

10 uM Primer rickwaérts 0,5puL 0,2 uM

genomische DNA 1L variabel (< 1 ng)
Taq-Polymerase 0,25 yL 1.25 units/ 50 pL Ansatz
ddHz20 41,75 uL -

PCR-Zusammensetzung Pfu-Polymerase

Komponente 50 uL Ansatz finale Konzentration
&/l()ngPcf)L‘J1 Polymerase Puffer mit 5 L 1x

10 mM dNTPs 1L 200 pM

10 pM Primer vorwaérts 0,5 uL 0,2 uM

10 pM Primer ruckwaérts 0,5uL 0,2 uM

genomische DNA 1L variabel (< 0,5 ug)
Pfu-Polymerase (2-3u/ pL) 0,7 pL 1,4-2,1 units/ 50 pL Ansatz

ddH20

41,3 pL
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PCR-Programm

Schritt Temperatur Dauer
(1) Initial Denaturierung 95 °C 2 min
(2) Denaturierung 95 °C 30s

abhéngig von errechneten Schmelz-
temperatur der Primer )

(4) Verlangerung 72 °C

(3) Anlagerung der Primer 30s

je nach Lange des PCR-Frag-

ments

(5) Finale Verlangerung 72 °C ca. das Doppelte der Verlange-
rungszeit

(6) Abkihlung 4°C -

) Die Temperatur fiir die Anlagerung der Primer lag ca. 2-3 Grad unter der errechneten Schmelztem-
peratur.
™) Die Verlangerungszeit orientierte sich an der Lange des gewiinschten PCR-Fragments. Die Tag-

Polymerase amplifiziert in der Minute 1000 bp, die Pfu-Polymerase amplifiziert in der Minute 500 bp.

3.8.4 PCR-Aufreinigung

Zur Aufreinigung von PCR-Anséatzen wurden das Wizard™ SV Gel and PCR Clean-Up System (Pro-
mega, Madison, USA) und das PrepEase™ Gel Extraction Kit (Affymetrix, USB-Corporation, Cleveland,
USA) verwendet. Beide wurden nach der Anleitung des Herstellers eingesetzt. Die Aufreinigung wurde

mittels einer Agarose-Gelelektrophorese Uberpriift.

3.8.5 Agarose-Gelelektrophorese

Die Kontrolle amplifizierter DNA-Fragmente fand Uber Agarose-Gelelektrophorese statt.

Die Gelelektrophorese ist das Standardlaborverfahren zur Auftrennung von DNA-Fragmenten nach
GroRRe. Die elektrophoretische Auftrennung folgt dem Prinzip, dass die negativ geladene DNA durch
das Anlegen eines elektrischen Feldes durch eine Agarosegel-Matrix in Richtung einer positiven Elekt-
rode wandert. Die kleineren DNA-Fragmente wandern schneller und damit weiter durch die Agarosegel-
Matrix als grolRere Fragmente. Durch das Laufen eines DNA-Fragments mit einem Grof3enstandard
(einer Sammlung von DNA-Fragmenten mit bekannter Lange) auf einem Agarosegel, kann so dessen
ungefahre Grolle bestimmt werden.

Fur die Agarosegel wurde 1 % Agarose (w/v) in TRIS-Essigsadure-EDTA-Puffer (TAE-Puffer) gelést und
aufgekocht. Die warme Gelmasse wurde in einen mit einem Kamm vorbereiteten Trager gegossen,
sodass wahrend des Aushéartens Taschen fir die DNA-Proben entstehen. Der Trager mit dem ausge-
héartete Agarosegel wurde in eine Kammer gefullt mit 1XTAE-Puffer gegeben. Der Kamm wurde entfernt
und die zuvor mit Ladepuffer gemischte DNA in die Taschen gegeben. Zuséatzlich wurde in eine Tasche
ein 1 kB-GroRenstandard geladen. AnschlieBend wurde eine Spannung von 100 bis 120 V angelegt.
Nach der Gelelektrophorese wurde das Gel aus der Kammer und dem Schlitten entnommen und in
einem Ethidiumbromid-Bad fiir ca. 20 min geférbt. Das gefarbte Gel wurde anschlieBend kurz in 1XTAE

Puffer gewaschen und dann mittels eines Geldokumentationsgerdtes ausgewertet. Das
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Ethidiumbromid interkaliert in die DNA und erhoht so die Emission der DNA. Diese wird mittels UV-Licht

(240 nm) angeregt und kann so aufgenommen werden.

50xfach konzentrierter TAE-Puffer
Fur den Puffer wurden 242 g TRIS (2 M) eingewogen, 100 mL 0,5 M EDTA-L6sung (pH=8,0) und
57,1 mL Essigsaure (100 %) hinzugefugt. AnschlieRend wurde alles auf 1 L mit ddH20 aufgefulit.

6xfach konzentrierter Ladepuffer fiir DNA-Elektrophorese
Der Ladepuffer wurde hergestellt aus 30 % Glycerol, 0,25 % Bromphenolblau und 1x TAE-Puffer [173].

3.8.6 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Die mittels Ethidiumbromid sichtbar gemachten DNA-Banden im Agarosegel konnten auch, falls ge-
wiinscht, aus dem Gel ausgeschnitten werden und anschlieRend mit dem Wizard™ SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega, Madison, USA) oder dem PrepEase™ Gel Extraction Kit (Affymetrix, USB-
Corporation, Cleveland, USA) extrahiert werden. Beide wurden nach der Anleitung des Herstellers ein-

gesetzt.

3.8.7 Herstellung chemisch kompetenter E. coli

Fur die Herstellung chemisch kompetenter Zellen wurden DHba E. coli aus dem -80 °C Stock auf einer
LB-Agarplatte ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am néchsten Tag wurden 50 mL SOB-
Medium mit einer Einzelkolonie angeimpft und Gber Nacht bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Am néchsten
Morgen wurden 500 mL SOB-Medium mit der Ubernachtkultur auf eine ODeoo von 0,1 angeimpft. Die
Kultur wurde bei Raumtemperatur und 180 rpm inkubiert, bis sie eine ODsoo von 0,6 erreicht hatte (ca.
4 h). Dann wurde die Kultur in 50 mL Falcons uberfuhrt und fir 10 min auf Eis gestellt. AnschlieRend
wurden die Bakterien bei 2500 x g und 4 °C fir 15 min abzentrifugiert.

Der Uberstand wurde verworfen, jedes Pellet in 10 mL TB-Puffer resuspendiert und wieder 10 min auf
Eis inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen bei 2500 x g und 4 °C fir 15 min erneut abzentrifugiert.
Wahrend der Zentrifugation wurden 18,6 mL kalter TB-Puffer mit 1,4 mL DMSO (7 %) gemischt. Nach
der Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und die Pellets in 5 mL des kalten TB-DMSO Puffers
resuspendiert. Die Suspension wurde erneut 10 min auf Eis inkubiert, dann in 200 uL Aliquotes in 1,5
mL Eppendorf-Geféal3e tberfuhrt und in flissigem Stickstoff Schock gefroren. Die aliquotierten kompe-

tenten Zellen wurden bei -80 °C aufbewabhrt.
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1 L TB-Puffer

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

10 mM PIPES Na-Salz 3,359
15mM CacCl: 2,29
250mM KCI 18,64 g
55mM MnClz 109 ¢

PIPES, CaClz> und KCl wurden in ca. 800 mL destilliertem Wasser geldst und anschlieRend der pH auf
6,7 eingestellt. Danach wurde das MnClz hinzugefugt und das Volumen mit ddH20 auf 1 L aufgefullt.

AnschlieBend wurde der Puffer steril filtriert und im Kuhlschrank kiihl gestellt.

3.8.8 Transformation in E. coli

Chemisch kompetente DHb5a E. coli Bakterien wurden dazu genutzt, Plasmide zu vervielféltigen. Dazu
wurden die E. coli Zellen auf Eis von -80 °C aufgetaut und anschlie3end Plasmid DNA (1 pL) oder ein
Ligationsansatz (10 pL) hinzugegeben. AnschlieBend wurden sie 30 min auf Eis inkubiert und dann
erfolgte fur 90 s der Hitzeschock bei 42 °C. Dann wurden sie fir 2 min auf Eis gekuhlt, 1 mL LB-Medium
hinzugefiigt und fiar 1 h bei 37 °C und 600 rpm wachsen gelassen. Die gewachsenen E. coli wurden
2 min bei 13000 rpm abzentrifugiert. Dann wurde ca. 800 uL Uberstand abgenommen und die Bakterien
in den restlichen 400 uL resuspendiert.

Anschliel3end wurden sie, falls eine Ligation transformiert wurde, auf einer LB-Agarplatte mit Ampicillin

ausplattiert oder in 60 mL LB-Medium mit Ampicillin gegeben, falls ein Plasmid transformiert wurde.

3.8.9 Plasmid Isolation

3.8.9.1 Miniprep

Fir die Uberprufung von Plasmid Klonierungen wurde aus den Transformanten DNA isoliert. Fiir die
Isolation von geringen Plasmid DNA Mengen (ca. 1-7 ug) wurde das PureYield™ MiniPrep Kit (Pro-
mega, Madison, USA) genutzt.

Jeder Klon der Transformationsplatte wurde zum einen auf einer LB-Agarplatte mit 100 pg mL* Ampi-
cillin ausgestrichen und zum anderen 3 mL LB-Medium mit 100 pg mL* Ampicillin mit ihm angeimpft.
Die LBawp-Agarplatte wurde bei 37 °C und das LB-Medium bei 37 °C und 180 rpm tber Nacht inkubiert.
Am nachsten Tag wurde die LBamp-Agarplatte aus dem Inkubator entnommen und weiter im Kihl-
schrank aufbewahrt, um das weitere Wachstum der Bakterien zu stoppen. Aus den in 10 mL Falcons
angezogenen Bakterienkulturen wurde mittels des PureYield™ Plasmid Miniprep Kits (Promega, Madi-

son, USA) das Plasmid nach Angaben des Herstellers isoliert.

3.8.9.2 Midiprep

Um groéRere Mengen bereits korrekt klonierter Plasmide zu erhalten, wurde das Plasmid erneut in kom-
petente E. colis transformiert (siehe 3.8.8 Transformation in E. coli ) und anschlieend 60 mL LBamp-
Flissigmedium mit den resuspendierten E. coli angeimpft. Am nachsten Morgen wurde das Plasmid mit

dem PureYield™ Plasmid Midiprep Kit nach Angaben des Herstellers isoliert.
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3.9 Herstellung von genetisch verdnderten Pilzstammen

In dieser Arbeit wurde der A. fumigatus Stamm AfS35 als Wildtyp verwendet. Dieser Stamm ist abge-
leitet von dem Wildtypisolat D141, indem Krappmann et al. 2006 [166] das Gen akuA deletierten. AKuA
bildet zusammen mit AkuB ein Heterodimer, das zustandig ist fur ,non-homologous end-joining®. Durch
die Deletion dieses Komplexes, kann der AfS35 DNA nur noch tiber homologe Rekombination einbauen.
Durch die Deletion der non-homologen Integration wird der prozentuale Anteil der Transformanten, mit

korrekt integrierter Deletionskassette stark erhoht.

3.9.1 Klonierung der Amdm10 und Amdm12 Deletionsmutanten in A. fumigatus

In AfS35 wurden mdm10 und mdm12 mit Hilfe von Deletionskassetten Giber homologe Rekombination
ausgeschaltet. Daftr wurden mit speziell designten Primern ca. 1000 bp des 5-UTR Bereichs vor dem
Gen und ca. 1000 bp des 3'-UTR Bereichs nach dem Gen liegend aus dem Aspergillus Genom mittels
PCR amplifiziert (siehe Abb. 11). Dafiir wurde entweder die Tag-Polymerase oder falls ein anderes Gen
in unmittelbarer Nahe lag die Pfu-Polymerase genutzt. Die Primer 5'-riickwarts und 3‘-vorwarts hangten
jeweils eine Sfil- Schnittstelle an die amplifizierten Fragmente, um die Fragmente spater an die Resis-

tenzkassette ligieren zu kbnnen (siehe Tab. 12).

A
promoter region
Sfwd 3fwd
—_ —_
5' flanking region | 0 —*: 1 3 flanking region
< <
Srev 3rev
B
5' flanking region | 0 —U,: 1 3* flanking region
ol
[ pracessete |
Sfi1 Sfi1
[
5‘ flanking region | I : plrA-cassette I 1 3 flanking region

Abbildung 11: Konstruktion einer Deletionskassette am Beispiel des Gens mdm10.

(A) Es wurden mittels PCR und speziell designten Primern ca. 1000 bp des 5-UTR Bereichs vor dem Gen und ca. 1000 bp des
3-UTR Bereichs nach dem Gen aus dem A. fumigatus Genom amplifiziert. (B) Durch die Primer wurde jeweils eine Sfil-Schnitt-
stelle an die amplifizierten Fragmente gehéngt. Diese wurden mit Sfil geschnitten und mittels Ligase an eine Resistenzkassette
mit komplementéren Schnittstellen ligiert. Die fertige Resistenzkassette wurde in A. fumigatus Wildtyp transformiert und inte-
grierte dort durch homologe Rekombination in das Pilz-Genom. (C) Aussehen des neuen Gen-Lokus mit der integrierten ptrA-
Kassette und dem fehlenden mdm10-Gen.
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Tabelle 12: Verwendete Primer fiir die Amplifizierung der ca. 1000 bp des 5‘-UTR Bereichs vor mdm10 und mdm12 und
ca. 1000 bp des 3‘-UTR Bereichs nach mdm10 und mdm12 aus dem A. fumigatus Genom. Die Erkennungsstellen der
Restriktionsenzyme sind griin und rot markiert.

G/C-Gehalt
Primer Name Sequenz 5 > 3¢ Restriktions- Anlage- verwendete
enzym rungs-tem- Polymerase
peratur
Mdm10-5g13460-5-fwd CTGGCTCGATCGTGTGGC - 18/12 - 61°C
Taq
CG GCC GGCC TGTCAATGAT- ) o
Mdm10-5g13460-5-rev GTCTCAAATCAGTTC Sl 25/9 - 58°C
GT GGCCTGAGTGGCC GGCCT- ) o
Mdm10-5g13460-3fwd GAACTCCACCAGC Sl 18/12 - 61°C -
Mdm10-5g13460-3rev GACACAGCGAGCGTCGTG - 18/12 - 61°C
Mdm12-1g14790-5-fwd GCTCGCTGTTGAGTGCCTTG - 20/12 - 61°C
Taq
CG GCC GGCC TACAT- ) R
Mdm12-1g14790-5-rev GTGCGACCAAGGACG Sfil 20/11 - 59°C
GT GGCCTGAGTGGCC CTAT- ) o
Mdm12-1g14790-3fwd GTGGCTGGTCCGTG Sil 18/11 - 58°C o
Mdm12-1g14790-3rev GTCAACCGCGTCTATCGC - 18/11 - 58°C

Die PCRs wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese auf die richtige FragmentgroRe Uberpriift, an-
schliefend aufgereinigt und dann mit dem Enzym Sfil ber Nacht bei 50 °C verdaut und wieder aufge-
reinigt. Gleichzeitig wurde der Vektor pSK379 mit Sfil iber Nacht bei 50 °C verdaut, um die Pyrithiamin-
Resistenzkassette herauszuschneiden. Der Vektor-Verdau wurde auf ein Agarosegel aufgetragen und
nach der Auftrennung, die entsprechende Bande mit ca. 2000 bp aus dem Gel ausgeschnitten und
aufgereinigt. Auch diese Aufreinigung wurde Uberprift und die aufgereinigte Resistenzkassette an die
geschnittenen PCR-Fragmente mittels T4-DNA Ligase (New England Biolabs, Ipswich, USA) nach Pro-
tokoll des Herstellers ligiert. Die Ligation wurde tber Nacht bei 16 °C inkubiert und am nachsten Tag
mittels PrepEase™ Gel Extraction Kit (Affymetrix, USB Corporation, Cleveland, USA) aufgereinigt. Die

aufgereinigte Ligation wurde zur Transformation von A. fumigatus AfS35 genutzt.

3.9.2 Klonierung von konditionellen Mutanten in A. fumigatus

Fur alle vier Gene der ERMES Komponenten (mmm1, mdm10, mdm12 und mdm34) wurden konditio-
nelle Mutanten hergestellt, bei denen der endogene Promotor durch einen Doxyzyklin induzierbaren
Promotor ersetzt wurde. Daflir wurden mit speziell designten Primern ca. 1000 bp des 5-UTR Bereichs
vor dem Gen und ca. 1000 bp des Start-Bereichs beginnend mit ATG des Gens aus dem A. fumigatus
Genom mittels PCR amplifiziert (siehe Abb. 12). Fur den 5-UTR Bereich wurde entweder die Tag-Po-
lymerase oder falls ein anderes Gen in unmittelbarer Nahe lag die Pfu-Polymerase genutzt. Der Start
des Gens wurde mit der Pfu-Polymerase amplifiziert, da es sich hier um kodierenden Bereich handelte.
Die Primer 5‘-riickwarts und 3‘-vorwarts hangten jeweils eine Sfil- Schnittstelle an die amplifizierten

Fragmente, um die Fragmente spéter an die Resistenzkassette ligieren zu kdnnen (siehe Tab. 13).
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Abbildung 12: Konstruktion einer konditionellen Kassette am Beispiel des Gens mmm1.

(A) Es wurden mittels PCR und speziell designten Primern ca. 1000 bp des 5-UTR Bereichs vor dem Gen und ca. 1000 bp des
Start-Bereichs des Gens beginnend mit ATG aus dem A. fumigatus Genom amplifiziert. (B) Durch die Primer wurde jeweils eine
Sfil-Schnittstelle an die amplifizierten Fragmente gehangt. Diese wurden mit Sfil geschnitten und mittels Ligase an eine Resis-
tenzkassette zusammen mit einem durch Doxyzyklin induzierbaren Promotor ligiert. Es handelt sich hierbei um das Tet-On Ex-
pressionssystem aus dem Plasmid pCH008, das durch Helmschrott et al. generiert wurde [174]. Dieses besteht aus der Pyrithia-
min Resistenzkassette (ptrA cassette), dem tpiA Promotor aus A. nidulans (tpiA promoter), dem reversen Tetrazyklin-Transakti-
vator rtTA2S-M2 (rtTA), die terminierende Region von cgrA aus A. fumigatus (cgrA terminator) und dem chiméarer PgpdA-basierten
tetO-Pmin-Promotor (tetO7Pmin). Die fertige Resistenzkassette wurde in A. fumigatus Wildtyp transformiert und integrierte dort
durch homologe Rekombination in das Pilz-Genom. (C) Aussehen des neuen Gen-Lokus mit der integrierten ptrA-Kassette und
dem durch Doxyzyklin induzierbaren Promotor.

Tabelle 13: Verwendete Primer fiir die Amplifizierung der ca. 1000 bp des 5‘-UTR Bereichs vor den Genen mdm10,
mdm12, mdm34 und mmm1 und ca. 1000 bp des Start-Bereichs beginnend mit ATG des jeweiligen Gens aus dem A.
fumigatus Genom. Die Erkennungsstellen der Restriktionsenzyme sind griin und rot markiert.

Primer Name Sequenz 5° > 3¢ Restriktions- ié(lzé(g;:rhuilltgs- verwendete
enzym temperatur Polymerase
Mmm1-6g04420-5fwd Lo ool OUCSLAMEEISERTE | ey 21/11-60°C )
Mmm1-6g044205rey oo COTCL | L OOCCCTGTICTAG | g 23/11-61°C *
PMmmM1-6g044203fwd o SOCCTHAC GECCATETCTTCT o 21/10-58°C N
PMmm1-6g04420-3rev (T;LG CAGCTG CG@F?:TTGAG' Notl 20/11-59°C )
Mdm10-513460-5-fwd  CTGGCTCGATCGTGTGGC ; 18/12 - 61°C
Mdm10-5g13460-5-rev giT%?'(C:E:I'C . AATgfg%LGTCAAT' il 25/9 - 58°C Ted
Mdm10-5g13460-3-fwd o) SCCCTOAC [GBTC ATGCTT- Sfil 25/11 - 61°C N
Mdm10-513460-3-rev  GAGGTTGTGGTTGTGCTAGATGC - 23/12 - 62°C )
Mdm12-1g14790-5-fwd  GCTCGCTGTTGAGTGCCTTG - 20/12 - 61°C
Mdm12-1g14790-5-rev g('?GGC%CACCC AAG g’fccg TACAT- Sl 20/11 - 59°C Ted
Mdm12-1g14790-3-fwd gg&ﬁigi%%?%iﬁgﬁg GG Sfil 23/11 - 61°C .

Mdm12-1g14790-3-rev GGTGATGCCTGTGACATTCAG - 21/11 - 60°C
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G/C-Gehalt

. . . Restriktions- verwendete
Primer Name Sequenz 5 > 3 enzym Anlagerungs- Polymerase
temperatur
Mdm34-4909960-5-fwd =~ GCCAGAGGATGGAAGCACAG - 20/12 - 61°C
Taq
CG GGCC GGCC ) o
Mdm34-49g09960-5-ref AGCAAAGCATTGAGTGAAGATGG Sfil 23/10 - 59°C
GT GGCCTGAGTGGCC ATGGCGTT- - o
Mdm34-4909960-3-fwd CAACTTCAACTGGTC Sfil 23/11 - 61°C o
Mdm34-4909960-3-rev GATAATGTCCGTTGAGAGTCCG - 22/11 - 60°C

Die PCRs wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese auf die richtige Fragmentgréf3e Uberpruft, an-
schlieBend aufgereinigt und dann mit dem Enzym Sfil Giber Nacht bei 50 °C verdaut und wieder aufge-
reinigt. Gleichzeitig wurde der Vektor pYZ002 tiber Nacht mit ApaLl bei 37 °C und dann fir 5 h mit Sfil
bei 50 °C verdaut, um das Tet-On Expressionssystem [174] herauszuschneiden. Der Vektor-Verdau
wurde auf ein Agarosegel aufgetragen und nach der Auftrennung, die entsprechende Bande mit ca.
4300 bp aus dem Gel ausgeschnitten und aufgereinigt. Auch diese Aufreinigung wurde Uberprift und
die aufgereinigte Resistenzkassette an die geschnittenen PCR-Fragmente mittels T4-DNA Ligase (New
England Biolabs, Ipswich, USA) nach Protokoll des Herstellers ligiert. Die Ligation wurde Uber Nacht bei
16 °C inkubiert und am nachsten Tag mittels PrepEase™ Gel Extraction Kit (Affymetrix, USB Corpora-
tion, Cleveland, USA) aufgereinigt. Die aufgereinigte Ligation wurde zur Transformation von A. fumi-

gatus AfS35 genutzt.

3.9.3 Transformation in A. fumigatus

Die Transformation von A. fumigatus wurde nach einem modifizierten Protokoll von Sven Krappmann
(Universitat Wirzburg) durchgefuhrt, das auf dem Protokoll von Punt et al. 1987 [165] beruht.

Fur die Transformation wurden 300 mL AMM mit 1 mL einer frischen, dichten Sporensuspension ange-
impft und Gber Nacht (ca. 16 h) bei 180 rpm und 37 °C inkubiert. Dann wurde das Pilzmyzel Gber einen
autoklavierten Filter, der mit Miracloth-Papier ausgelegt war, geerntet und anschliel3end mit Zitratpuffer
drei Mal gewaschen. Das trockene Myzel wurde in einem 200 mL Erlenmeyerkolben mit 20 mL En-
zymlésung Uberflhrt und anschlieend bei 30 °C und 80 rpm fur 45 min inkubiert. Danach wurden die
Protoplasten uber einen sterilen Miracloth-Filter in ein 50 mL Falcon geerntet und der Filter anschlie-
Bend mit STC1700 (4 °C) gesplilt, bis das 50 mL Falcon gefillt war. Die Protoplasten wurden ab diesem
Zeitpunkt immer auf 4 °C gehalten. Die gewonnen Protoplasten wurden bei 1500 x g und 4 °C fir 12
min abzentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen und die Protoplasten mit 50 mL
STC1700 gespiilt und erneut bei 1500 x g und 4 °C fiir 12 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und die Protoplasten im restlichen STC1700 resuspendiert. Die resuspendierten Protoplasten
wurden in ein oder mehrere vorbereitete 15 mL Falcons gegeben, die 30 pL Kassetten DNA oder Plas-
mid DNA enthielten. Diese wurden fiir 30 min bei 4 °C inkubiert. Nach dieser Zeit wurden 250 uL
PEG4000-Mix hinzugefiigt und die Falcons sanft geschittelt. Anschlieend wurde dieser Schritt wie-
derholt und als dritten Schritt 850 uL PEG4000-Mix hinzugefugt und erneut sanft geschuttelt. Die Fal-
cons wurden dann fir 20 min Uber Eis inkubiert. Nach dieser Zeit wurden sie mit STC1700 aufgefillt
und die Protoplasten erneut bei 1500 x g und 4 °C fiir 15 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde dann

verworfen und die Protoplasten im restlichen STC1700 resuspendiert. Diese Suspension wurde mit
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5 mL Softagar (ca. 50 °C) gemischt. Der Softagar mit den Protoplasten wurde anschlieRend auf einer
Sorbitol-Agarplatte ausplattiert. Die Sorbitol-Agarplatten enthielten ein entsprechendes Antimykotikum
zur Selektion der Transformanten. Die Transformationsplatten wurden bei 37 °C fur ca. 3 Tage inkubiert

bis kleine Kolonien auf der Platte sichtbar waren.

Die folgenden Puffer wurden fur die Transformation genutzt und vorher angesetzt:

Zitratpuffer

150mM KCI 22,36 ¢

580mM NacCl 67,78 ¢

50mM NaszCesHs07 X 2H20 2949

ddH20 auffallen auf 2000 mL

Die Salze wurde in ca. 1500 mL ddH20 geldst, der pH mit HCI auf 5,5 eingestellt und anschlielRend mit

ddH20 auf 2000 mL aufgefillt. Der Zitratpuffer wurde autoklaviert und danach bei Raumtemperatur auf-

bewahrt.
STC1700
1,2 M Sorbitol 218 g
10 mM TRIS pH 5,5 10 mL von 1 M TRIS pH 5,5 mit HCI
50 mM CaClz 7,390
35 mM NaCl 29
ddH:20 auffullen auf 1 L

Die Salze und die TRIS-Lésung wurden in ddH20 geldst, auf 1 L aufgefillt und anschlieRend autokla-

viert. STC1700 wurde nach dem Autoklavieren bei 4 °C aufbewahrt.

PEG4000-Mix
10 mM Tris pH 7,5 1 mLvon1lMTRIS pH 7,5 mit HCI
50 mM CaClz 0,73 g
60 % (w/v) PEG4000 60 g
ddH:20 auffullen auf 100 mL

Die Substanzen wurden in ddH20 gel6st, auf 100 mL aufgefillt und dann autoklaviert.

Enzyml@sung
1 % (w/v) Vinotaste wurde in 20 mL Zitratpuffer gelést und anschlieRend mit einem 0,22 pum Sterilfilter

steril filtriert. Die Enzymlésung wurde fir jede Transformation frisch hergestellt.
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2x Sorbitol Agar

4 % (w/v) Bactoagar 20¢g

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

2,4 M Sorbitol 218,2 ¢

ddH20 auffillen auf 500 mL

Sorbitol, Bactoagar und D-Glukose wurden in ddH20 geldst, auf 500 mL aufgefillt und autoklaviert. Um
Agarplatten zu gief3en, wurde der Agar aufgekocht und mit 2x AMM ohne Glukose 1:1 gemischt. Den

Transformations-Platten wurde das entsprechende Antimykotikum bzw. 0,5 ug ml-* Doxyzyklin hinzuge-

fugt.
2x Softagar
2 % (w/v) D-Glukose 59
0,7 % (w/v) Bactoagar 3,50
1,2 M Sorbitol 109 g
ddH:20 auffullen auf 250 mL

D-Glukose, Bactoagar und Sorbitol wurden in ddH20 geldst, auf 250 mL aufgefillt und autoklaviert. Vor
der Verwendung wurde der 2x Softagar aufgekocht und 1:1 mit 2x AMM ohne Glukose gemischt. An-

schlieRend wurde er bei 50 °C bis zu seiner Verwendung warmgehalten.

3.10 Wachstumsversuche

3.10.1 Tupfeltest

Ein Tupfeltest dient dazu, das Wachstum bzw. die Empfindlichkeit gegeniiber einem Wirkstoff von meh-
reren Klonen einer Mutante mit dem Wildtyp zu vergleichen. Je nach Anwendung wurde dafiir AMM-
oder SAB-Agarplatten verwendet und verschiedene Wirkstoffe hinzugegeben.

Fur den Tupfeltest wurde von jedem verwendeten Pilzstamm eine Verdinnungsreihe mit den Sporen-
konzentrationen 5 x 107, 5 x 106, 5 x 10°, 5 x 10% und 5 x 103 hergestellt. Von jeder Verdiinnung wurden
jeweils 3 uL auf einen vorgegebenen Punkt in horizontale Reihen in absteigender Sporenkonzentration
getiipfelt. Danach wurden die Platten getrocknet und anschlieRend bei 37 °C inkubiert.

Nach der gewiinschten Inkubationszeit wurden die Platten aus dem Inkubator entnommen und das
Wachstum der verschiedenen Stamme verglichen. Zur Dokumentation wurden die Agarplatten fotogra-

fiert.

3.10.2 Untersuchung des radialen Wachstums und von Wachstumsphanotypen

Fur den Vergleich des radialen Wachstums und des Wachstumsphénotyps einer Mutante mit dem Wild-
typ wurden jeweils 3 pL einer 5 x 107 Sporen-Suspension in die Mitte einer AMM- oder SAB-Agarplatte
getropft. Die Platte wurde tber einen bestimmten Zeitraum bei 37 °C inkubiert und anschliel3end das

radiale Wachstum und das Aussehen der Kolonien verglichen.
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3.11 Testung der minimale Hemmkonzentration gegeniiber Antimykotika

Die minimale Hemmkonzentration (Abk. MHK) beschreibt die geringste Konzentration eines Antimyko-
tikums, bei der Sporen von A. fumigatus nicht mehr auskeimen bzw. Hyphen, auf die das Antimykotikum
gegeben wird, nicht mehr weiterwachsen. Dieser Wert wurde durch den Epsilometer-Test und die Be-

stimmung der MHK mittels 96-well Platte bestimmt.

3.11.1 Epsilometer -Test

Epsilometer -Tests (Abk. E-Test) wurden durchgefuhrt mit Teststrei-
fen der Firma bioMérieux (Marcyl’Etoile, Frankreich). Diese Test-
streifen enthalten ein bestimmtes Antimykotikum in zunehmender
Konzentration (siehe Abb. 13). Fur die Untersuchung wurden sowohl
AMM- als auch SAB-Agarplatten verwendet. Auf diesen Platten wur-
den 1 x 108 Sporen ausplattiert. Hierfiir wurden 250 uL der 5 x 107
Sporen-Verdinnung mit 750 pyL autoklaviertem Wasser gemischt
und anschlielend 800 pL auf die Platte gegeben. Durch das grofe
Volumen lieRBen sich die Sporen leicht auf dem Agar verteilen. An-
schlieBend wurde die Platte getrocknet und in trockenem Zustand

der E-Test darauf gegeben. Die Platten wurden dann 48 h inkubiert,

bis die MHK abzulesen war.
Abbildung 13: AMM-Agarplatte zur Be-
stimmung der MHK fur Voriconazol
mittels Teststreifen.

3.11.2 MHK-Testung mittels 96-well Platte

Die MHK von Wildtyp und Mutanten kann auf3er durch E-Tests auch durch das Behandeln von Sporen
bzw. ausgekeimten Hyphen in einer 96-well Platte bestimmt werden. Dafiir wahlt man verschiedene,
geeignete Konzentrationen des Antimykotikums aus und gibt diese zusammen mit Sporen oder auf
ausgekeimte Hyphen in einer 96-well Platte. AnschlieRend wurde die Platte bei 37 °C fir 48 h inkubiert.

Im Anschluss wurde abgelesen, bis zu welcher Konzentration die Pilze das well zuwuchsen.

3.12 Testung der Bedeutung von Septen bei der Behandlung von A. fumigatus mit Azo-
len

Fiir diese Fragestellung wurde das Uberleben von wt Hyphen, mit dem von Arho4 Hyphen und deren
Komplementante Arho4 + rho4 unter Azol-Stress verglichen. Jeweils 5000 Wildtyp, Arho4 und Arho4
Rho4 Sporen, die ein zytosolisches GFP exprimierten, wurden auf Deckglaschen in einer 24-well Platte
fir 11 h bei 37 °C in SAB ausgekeimt. Dann wurde dem Medium 1,27 pg ml* Voriconazol hinzugeftigt
und die Hyphen fur weitere 5 h bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden das komplette Medium abge-
nommen und die Hyphen mit Trypanblau geféarbt. Trypanblau kann durch seine negative Ladung nur in
tote Zellen eindringen und in diesen die noch vorhandene GFP-Fluoreszenz quenchen. [175]. Es wur-
den ca. 100 Hyphen pro Stamm betrachtet. Dabei wurden die Hyphen mit mindestens einem lebendigen

Kompartiment (partiell lebendig) und komplett intakten Hyphen anonymisiert ausgezahlt.
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Fur die Aufnahme von Beispielbildern wurden Wildtyp Sporen, die ein zytosolisches GFP exprimierten,
in 60 y-Dish Schalen (Ibidi; Martinsried, Deutschland) fiir 11 h bei 37 °C in SAB ausgekeimt. Anschlie-
Rend wurde 1,27 pg ml! Voriconazol hinzugefiigt und die Hyphen fiir weitere 5 h bei 37 °C inkubiert.
Danach wurde dem Medium Trypanblau zur Farbung hinzugefiigt. Die Bilder wurden mit einem konfo-

kalen Leica SP5-Mikroskop (Leica Microsystems; Mannheim, Deutschland) aufgenommen.

3.13 Luciferin-Assay zur Untersuchung der Aktivierung des Zellwandintegritatswegs

Der Luciferin-Assay wurde dazu verwendet, festzustellen, welche &auReren Einflisse, wie z.B. Azole,
den Zellwandintegritatsweg aktivieren. Dazu wurde der Stamm A. fumigatus agsA-Luciferase verwen-
det. Dieser tragt eine Gluhwirmchen Luciferase unter der Kontrolle des agsA Promotors aus A. nidu-
lans. Wird der Zellwandintegritdtsweg aktiviert, wird die Luciferase produziert und kann ihr Substrat

Luciferin umsetzen, wodurch messbare Lumineszenz entsteht:

Luciferase

D — Luciferin + Sauerstoff + ATP ——— oxidiertes Luciferin + AMP + Pyrophosphat +

ein Photon

Fir die Untersuchung wurden 30 000 Sporen in 100 uL AMM oder SAB in einer 96-well Polystyrol
Mikrotitterplatte mit transparentem Boden (Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich) fiir 7 h ausge-
keimt. AnschlieRend wurden 100 pL desselben Mediums mit Voriconazol (Endkonzentrationen O ug mL-
1,3 ug mL?, 2,25 uyg mL?, 1,69 ug mL, 1,27 ug mL?, 0,95 ug mL, 0,71 pg mL%, 0,53 ug mL1, 0,4 ug
mL-1, und 0,3 pg mL1) und Luciferin (Endkonzentration 0,5 mM) hinzugeben. Nach der Zugabe wurde
sofort die Messung im CLARIOstar Plus (BMG LABTECH) gestartet und die Platte Gber 16 h gemessen.
Beispielbilder der einzelnen Bedingungen wurden nach den 16 h Inkubationszeit mit einem Axiovert 25
Inversmikroskop (Carl Zeiss Microlmaging, Géttingen, Deutschland) und einer EOS 550D Digitalkamera

(Canon, Tokyo, Japan) aufgenommen.

3.14 Galleria mellonella Infektionsversuch

Fur die Untersuchung der Virulenz der ERMES Mutanten wurde das Tiermodell Galleria mellonella (Abk.
G. melonella) verwendet. Die Larven zeichnen sich durch ihre Fahigkeit aus, bei Temperaturen von
37 °C zu uUberleben, bei denen Virulenzfaktoren von Pilzen untersucht werden. Dartber hinaus wurden
die Larven bereits als Modellorganismen fiir die Untersuchung der Virulenz von Mikroorganismen wie
Bakterien, Pilzen oder Protozoen validiert [176,177].

Fur diesen Versuch wurden kommerziell fir den Anglersport verwendete Larven der Gattung Galleria
melonella stets vom gleichen Handler und (It. Handlerangabe) vom gleichen Zulieferer sowie frisch
(< 24 h Lagerperiode beim Handler) bezogen. Die Maden wurden nach ihrem Gewicht in verschiedene
Gruppen eingeteilt (<0,29;0,2-0,3g;0,3-0,4¢9; 0,4-0,5g und > 0,5 g). Nur Maden mit einem Gewicht
von 0,2 g bis 0,5 g wurden firr die Experimente verwendet. Fiur jeden zu untersuchenden Pilz bzw.
Bedingung wurden 10 Larven verwendet. Die Larven der drei Gewichtsgruppen wurden gleichméRig

auf die zu untersuchenden Pilze bzw. Bedingungen aufgeteilt.
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Jede Larve wurden mit 5x105 Konidien in 10 pL ddH2O infiziert. Als Kontrollen wurden ebenfalls je 10
Larven nicht behandelt, mit 10 pL ddH20 oder mit 10 pL ddH20 und 5 pg Doxyzyklin pro g Larve injiziert.
Die Maden wurden dabei auf einer festen Unterlage mit den Fingern sanft fixiert und dann mit einer 24
Gauge Injektionskantle in den linken hintersten Ful¥fortsatz beimpft.

Die Larven wurden im Dunkeln bei 37 °C inkubiert. Alle 8 h erfolgte eine Zahlung abgestorbener Maden
und ggf. die Entfernung dieser aus dem Versuch. Sich verpuppende Maden wurden zensiert und aus
dem Pool entfernt. Die Darstellung erfolgte mittels einer Kaplan-Meier-Uberlebenskurve. Die Signifi-

kanzberechnung erfolgte mittels Log-Rank (Mantel-Cox) Test.

3.15 Mikroskopie

3.15.1 Fixierung von Hyphen fir die Mikroskopie

Sollten Hyphen fixiert werden, wurden die Sporen auf Coverslips inokuliert. Nach entsprechender Inku-
bationszeit wurde das Medium abgenommen und die Hyphen mit 3,7 % Formaldehyd in phosphatge-
pufferter Dulbecco-Salzlésung 3 Minuten lang fixiert. AnschlieRend wurden die Proben mit Vectashield

Mounting Medium mit oder ohne DAPI (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) eingefasst.

3.15.2 CalcofluorweiR-Farbung

Fur die Farbung von Chitin wurde die Calcofluorwei3-Farbung verwendet. Calcofluorweil3 (Abk. CFW)
ist eine fluoreszierende Substanz oder optischer Aufheller. Dieser Farbstoff bindet an 3-1,3- oder 3-1,4-
Polysaccharide, die zum Beispiel in Cellulose oder Chitin vorkommen. Bei Anregung mit UV-Strahlung,
fluoresziert der Farbstoff in einer intensiven weil3/blauen Farbe (193).

Fir die CFW-Farbung wurden fixierte Proben mit 10 mg ml-* CFW, gelést in ddH20, fiir ca. 1 min gefarbt.
Anschliel3end wurden die Proben mit Vectashield Mounting Medium (Vector Laboratories, Burlingame,
CA, USA) eingefasst.

3.15.3 Mikroskopie der ERMES Mutanten

3.15.3.1 Mikroskopische Analyse des Wachstums und der Hyphen Morphologie der ERMES Mutanten

Fur die Untersuchung des Wachstums und der Morphologie in Flissigmedium wurden 1 mL Medium
(AMM oder SAB) mit 2500 Sporen oder 5000 Sporen angeimpft und fir 18 h bis 72 h inkubiert. Wurden
Mutanten mit einem Tet-On Expressionssystem untersucht, so wurden diese sowohl induziert (mit
Doxyzyklin) als auch mit ausgeschaltetem Promotor untersucht.

Aufgrund der fehlenden Sporulation der Deletionsmutanten Amdm10 und Amdm12, wurde fiir die Un-
tersuchung des Wachstums im Flissigmedium Sporen der heterokaryonten Stamme der Transformati-

onsplatte verwendet. Mit diesen wurde AMM mit und ohne 0,1 pug mL* Pyrithiamin angeimpft.
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3.15.3.2 Life-Cell-Imaging der Mitochondrien Morphologie der ERMES Mutanten

Die Mitochondrienmorphologie der ERMES Mutanten wurden mit einem UltraView LCI Spinning Disc
Konfokalsystem (Perkin-Elmer; Waltham, MA, USA) und einer Orca-Flash 4.0 Kamera (Hamamatsu
Photonics; Hamamatsu, Japan) an einem Eclipse TE300 Mikroskop (Nikon; Tokio, Japan), das mit einer
temperaturgesteuerten Inkubationskammer ausgestattet war, aufgenommen.

Hierfiir wurden 2500 Konidien in 300 uL AMM oder SAB sowohl mit 10 ug mi~* Doxyzyklin als auch ohne
Doxyzyklin in 15p-Slide eight-well Objekttréagern (Ibidi; Martinsried, Deutschland) fiir 9 h bis 11 h bei 37

°C inokuliert. AnschlieRend wurden die gewachsenen Hyphen mikroskopiert.

3.15.3.3 Mikroskopie der Nukleoide der ERMES Mutanten

Sporen der konditionellen Mutante mmmZieton, MdM10teton, MAM12¢eron UNd MAM34ieron, die ein MGFP
exprimierten, wurden sowohl mit 10 ug mi~* Doxyzyklin als auch ohne Doxyzyklin auf Coverslips in AMM
inokuliert. Nach 11 h bei 37 °C wurden die Hyphen fixiert. AnschlieBend wurden die Proben mit
Vectashield Mounting Medium mit DAPI (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) eingefasst.
Anschliel3end wurden sie mit einem inversen konfokalen Lasermikroskop der Firma Leica (Modell SP5,

Leica Microsystems, Mannheim) analysiert.

3.15.4 Mikroskopie der Azol-Versuche

3.15.4.1 Life-Cell-Imaging der Azol-Versuche

Die Bilder und Videos der Azol-Versuche wurden mit einem konfokalen Leica SP5-Mikroskop (Leica
Microsystems; Mannheim, Deutschland) aufgenommen, das mit einer temperaturgesteuerten Inkubati-
onskammer ausgestattet war. Hierfir wurden Konidien in 15u-Slide eight-well Objekttrager oder 60 p-
Dish Schalen (Ibidi; Martinsried, Deutschland) inokuliert.

6x10* Wildtyp-Sporen, die ein mtGFP exprimieren, wurden fiir 9 h bei 37 °C in SAB ausgekeimt. Nach
9 h wurde entweder 0,4 ug mil-toder 1,27 pg mlt Voriconazol dem Medium hinzugefiigt. Einzelne Hy-

phen wurden ca. alle 5 min Uber 13 h aufgenommen.

3.15.4.2 Analyse der Bildung der Zellwandkohlenhydrat-Ablagerungen Gber die Zeit

Fur die Analyse der Bildung der Zellwandkohlenhydrat-Ablagerungen Uber die Zeit, wurden 10 000 wt
Sporen in einer 24-well Platte auf Deckglaschen in SAB fiir 7 h ausgekeimt. AnschlieRend wurde dem
Medium 0,53, 0,71, 1,27 oder 3 pg ml* Voriconazol hinzugefiigt. Nach 2, 3 und 5 h Co-Inkubation wur-
den die Hyphen mit 3,7 % Formaldehyd in phosphatgepufferter Dulbecco-Salzlésung 3 Minuten lang
fixiert. Das Chitin wurden CFW-gefarbt. Anschlief3end wurden die Proben mit Vectashield Mounting
Medium (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) eingefasst.

Die Anzahl der Hyphen mit Chitin-Ablagerungen wurde mit einem Leica DMLB Fluoreszenz-Mikroskop
(Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) ausgewertet. Pro Bedingung wurden in einem Experiment
100 Hyphen betrachtet. Hyphen mit einer einzelnen Ablagerung in der Hyphenspitze wurden nicht ge-
zahlt, da an dieser Stelle auch in unbehandelten Hyphen solche Ablagerungen gefunden werden kén-

nen.
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3.15.4.3 Untersuchung der Bildung von Zellwandkohlenhydrat-Ablagerungen in Sporen

Wildtyp Konidien, die ein mtGFP exprimierten, wurden in einem 15u-Slide eight-well Objekttrager (Ibidi;
Martinsried, Deutschland) mit 300 uL SAB und 1,27 ug ml-! Voriconazol fir 45 h bei 37 °C inkubiert.
Anschlief3end wurden die Sporen durch die Zugabe von 3,33 ug mi~* CFW ins Medium gefarbt. Als Kon-
trolle wurden Sporen in SAB gegeben und direkt mit 3,33 ug ml~* CFW-gefarbt. Die ruhenden Sporen
wurden mit einem inversen konfokalen Lasermikroskop der Firma Leica (Modell SP5, Leica Microsys-
tems, Mannheim) analysiert.

3.15.4.4 Lokalisation der Zellwandkohlenhydrat-Ablagerungen

A. fumigatus Sporen, die ein mtRFP und ein Wsc1-GFP exprimierten, wurden in einem 15u-Slide eight-
well Objekttrager (Ibidi; Martinsried, Deutschland) mit 3000 puL SAB fur 9 h bei 37 °C ausgekeimt. An-
schlieBend wurde dem Medium 0,53 pg ml-* Voriconazol hinzugefiigt und die Hyphen fur weitere 4 h
inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde die lebenden Hyphen mit einem inversen konfokalen Laser-

mikroskop der Firma Leica (Modell SP5, Leica Microsystems, Mannheim) analysiert.

3.15.4.5 Untersuchung der Wirkung von Caspofungin auf das Aussehen der Zellwandkohlenhydrat-Ablagerungen
Die Wirkung von Echinocandinen auf die Bildung der Zellwandkohlenhydrate aufgrund von Azolen
wurde an A. fumigatus Hyphen untersucht. Hierflr wurden wt Konidien in einer 24-well Platte auf Deck-
glaschen in 1 mL SAB fir fir 9 h bei 37 °C ausgekeimt. AnschlieBend wurde 1,27 ug ml? Voriconazol
hinzugefiigt. Nach weiteren 30 min bei 37 °C wurde dem Medium zusatzlich 4 ug mlt Caspofungin
hinzugegeben. Eine Kontrolle ohne Caspofungin wurde mitgefihrt.

Nach 4 h Co-Inkubation wurden die Hyphen fixiert und CFW-gefarbt. Anschlieend wurden die Proben
mit Vectashield Mounting Medium (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) eingefasst und mit ei-
nem inversen konfokalen Lasermikroskop der Firma Leica (Modell SP5, Leica Microsystems, Mann-
heim) analysiert.

3.15.4.6 Vergleich der Bildung der Zellwandkohlenhydrat-Ablagerungen im Wildtyp und der fks1tton Mutante
Sporen von A. fumigatus, die ein zytosolisches GFP exprimierten, wurden zusammen mit Sporen einer
konditionelle 3-1,3-Glukan Synthase Mutante (fksliwton) unter reprimierten Bedingungen auf Deckglas-
chen in einer 24-well Platte in 1 mL SAB bei 37 °C ausgekeimt. Nach 8 h wurden das Medium abge-
nommen und mit SAB und 1,27 pg ml* Voriconazol ersetzt. Danach wurden die Hyphen fiir weitere 10 h
inkubiert. AnschlieBend wurden die Hyphen fixiert und mit Anilinblau gefarbt.

Anlilinblau ist ein Fluorochrome, das spezifisch an 3-1,3-Glukan bindet und bei einer Anregung mit Licht
zwischen ca. 360 bis 370 nm griin-gelblich fluoresziert (ca. 495 nm). Ist kein 1,3-Glukan in der Zellwand
vorhanden, so fluoresziert diese unspezifisch blaulich (181,194).

Fur die Anilinblaufarbung wurde die Farbelésung fiir jeden Versuch frisch zubereitet. Hierfir wurden
0,05 % (w/v) Anilinblau-Diammoniumsalz (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in Dulbeccos PBS geltst
und anschlieRend der pH-Wert auf 9,5 eingestellt. Die Proben wurden mit dieser Losung 60 min inku-
biert. AnschlieBend wurden die Deckglaschen mit der Farbelésung eingefasst und direkt analysiert.

Hierfur wurde BX61-Mikroskop (Olympus, Tokio, Japan) und einem modifizierten U-MNUA2-Filterwtrfel
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(Extinktionsfilter, 360 bis 370 nm; dichromatischer Spiegel, 400 nm; Olympus, Tokio, Japan). Zu diesem
Zweck wurde der Emissionsfilter des U-MNUA2-Wiirfels (420 bis 460 nm) durch den Emissionsfilter
(510 bis 550 nm) des U-MWIBA-Wirfels (Olympus, Tokio, Japan) ersetzt.

3.15.4.7 Untersuchung der Wirkung von Caspofungin auf die Bildung der Zellwandkohlenhydrat-Ablagerungen

Wt Sporen, die ein mtGFP exprimierten, wurden in 4 einer 8-well ibidi-Kammer (Ibidi; Martinsried,
Deutschland) fiir 9 h bei 37 °C ausgekeimt. AnschlieBend wurde 1,27 pg ml* Voriconazol hinzugefugt.
Nach weiteren 30 min Inkubation bei 37 °C, wurde in zwei wells zusatzlich 4 ug ml-* Caspofungin gege-
ben. Nach 5 h Co-Inkubation wurde fur ein well mit Caspofungin und ein well ohne Caspofungin die
Anzahl der lebenden und toten Hyphenkompartimente mit einem inversen konfokalen Lasermikroskop
der Firma Leica (Modell SP5, Leica Microsystems, Mannheim) analysiert. Die Bestimmung fand anhand
ihrer mitochondrialen Morphologie und Bewegung statt. Fur die beiden weiteren wells wurde diese Un-

tersuchung nach 6 h Co-Inkubation durchgefihrt.

3.15.4.8 Versuch zur Ursache der Zellwandkohlenhydrat-Ablagerungen Uber die Zeit

Um die Ursache der Kohlenhydratablagerungen zu untersuchen, wurden 3000 Sporen der cyp51Ateton
Acyp51B Mutante, die ein mtGFP exprimierten, in einem 15u-Slide eight-well Objekttrager (Ibidi; Mar-
tinsried, Deutschland) mit 3000 pL SAB und 15 pg ml* Doxyzyklin fir 11 h ausgekeimt. AnschlieRend
wurde das Medium komplett abgenommen, verworfen und durch SAB ohne Doxyzyklin ersetzt. Darauf-
folgend wurde mittels einem inversen konfokalen Lasermikroskop der Firma Leica (Modell SP5, Leica

Microsystems, Mannheim) die Morphologie der Mitochondrien Uber die Zeit beobachtet.

3.15.4.9 Mikroskopie, um die Ursache der Zellwandkohlenhydrat-Ablagerungen zu untersuchen

Wt Sporen und cyp51Aceion Acyp51B Sporen, die ein mtGFP exprimierten, wurden in 1 mL SAB und
15 pug mlt Doxyzyklin fir 9 h bei 37 °C auf Deckgléaschen in einer 24 well Platte ausgekeimt. Anschlie-
Rend wurde das Medium abgenommen, verworfen und durch SAB ohne Doxyzyklin ersetzt (Lanosterol
14a-Demethylase Mangel in cyp51Aseion Acyp51B). Nach weiteren 5 h Inkubation wurden die Hyphen
fixiert, CFW-gefarbt und mit einem inversen konfokalen Lasermikroskop der Firma Leica (Modell SP5,

Leica Microsystems, Mannheim) analysiert.
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3.10 Bioinformatische Methoden

3.10.1 Datenbanksuche, Sequenzanalysen und DNA-Alignment

Die folgenden Datenbanken und Genom-Zusammenstellungen wurden verwendet, um Protein- und
DNA-Sequenzen fiir die jeweiligen Arten zu erhalten.

S. cerevisiae: Yeast Genome Database (http://www.yeastgenome.org), S288C (13.01.2015);

A. fumigatus: Aspergillus Genome Database (http://aspgd.org), Af293 (20.08.2015);

Aspergillus nidulans: Aspergillus Genome Database (http://aspgd.org), FGSC A4 (20.08.2015);
Candida albicans: Candida Genome Database (http://www.candidagenome.org), SC5314 (assembly
22);

Neurospora crassa (http://www.broadinstitute.org) OR74A (Version 7).

Fur die Identifizierung von Proteinen wurde Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo)

unter Verwendung der Standardparameter eingesetzt.

Fir DNA-Alignments und die Suche nach homologen Genen und Proteinen wurden die Programme
BLASTN und BLASTP des National Center for Biotechnology Information (Rockville Pike, USA) genutzt.

3.10.2 Primerdesign

Fur das Herstellen von Mutanten in A. fumigatus, das Verifizieren dieser Mutanten, und das Klonieren
von Vektoren wurden Primer benétigt. Diese wurden mit Hilfe der Datenbank ,Aspergillus Genome
Database” hergestellt. Ein Primer sollte zwischen 18 und 25 Basenpaare lange sein und ca. 60 % Gu-
anin (G) oder Cytosin (C) Nukleinbasen enthalten. Guanin und Cytosin bilden eine starkere Bindung
aus als Adenin und Thymin und sind deshalb wichtig fir das spezifische Binden des Primers an den
DNA-Strang. AuRerdem sollten die Primer mit G oder C beginnen und vor allem enden. Jeder Primer
hat bedingt durch seine Lange und seinen G/C-Gehalt eine spezifische Temperatur, bei der er an die
DNA bindet. Diese wurde berechnet mit der untenstehenden Formel:

) —( )

G+C
G+C+A+T

650

T = 69,3 + 41 x( G+CH+A+T

3.10.3 Sequenzierung

DNA-Sequenzierungen wurden von der Firma GATC (Konstanz, Deutschland) durchgefihrt.
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4. Ergebnisse

4.1 Charakterisierung des ERMES in Aspergillus fumigatus

Der ERMES, eine physikalische Verbindung zwischen dem Endoplasmatischen Retikulum und den Mi-
tochondrien, ist eine Struktur, die in fast allen Pilzen und einzelnen anderen einzelligen Organismen
vorkommt, nicht aber in mehrzelligen Eukaryoten wie dem Menschen zu finden ist [16].

Fur die Charakterisierung des ERMES in A. fumigatus wurden zunéchst die Proteine identifiziert, die zu
den bekannten Bestandteilen des ERMES Komplexes der Hefe homolog sind. AnschlieRend wurden
die Folgen der Herunterregulation dieser Gene fir die Zelle betrachtet. Sollte der ERMES Komplex
essenziell sein, wirde ihn das, zu einer potenziellen Zielstruktur flr Antimykotika und Wirkstoffe gegen

pathogene Einzeller machen.

4.1.1 |dentifizierung der potenziellen ERMES Homologe in A. fumigatus

Die Proteinsequenzen der vier S. cerevisiate ERMES Komponenten Mdm10, Mdm12, Mdm34 und
Mmm1 aus der Yeast Genome Database (Stamm S288C) (siehe Tab. 14) wurden genutzt, um mittels
des BLASTP Algorithmus homologe Proteine in A. fumigatus (Stamm Af293) zu identifizieren. Die Ho-
mologie-Analyse identifizierte die Gene AFUA 5G13460 (mdm10), AFUA 1G14790 (mdm1l2),
AFUA _4G09960 (mdm34) und AFUA_6G04420 (mmml1l), die analog zu den S. cerevisiae Homologen

mdm10, mdm12, mdm34 und mmm1 benannt wurden.

Tabelle 14: Proteinsequenzen der vier ERMES Komponenten aus S. cerevisiae aus der Yeast Genome Database
(Stamm S288C) und deren durch BlastP identifizierte Homologe in A. fumigatus.

S.cerevisiae (5288C) A. fumigatus (Af293) Homologie
Mdm10 (YAL010C) Afu5g13460 guantitative
MLPYMDQVLRAFYQSTHWSTQNSYEDI- MLDFMDYIQLAFAEATNWNCDNSYSSL- I?ewgrtung der
TATSRTLLDFRIPSAIHLQISNKSTPNTFNSLD- TATAQSLLDFSTPERLRVHLSSLATPHFAT- Ah”“Chke't_=
FSTRSRINGSLSYLYSDAQQLEKFMRNSTDIPLQ | SYTLGTVGLIDGSVSYLYSTVPLNNTPSRSALIP | 330 (131 bits)
DATETYRQLQPNLNFSVSSANTLSSDNTT- LRKLARGYRQVQPPVA- Identitat =
VDNDKKLLHDSKFVKKSLYYG- PVEDCGWQSCLGGLGSSESKPSGND- 134/484
RMYYPSSDLEAMIIKRLSPQTQFMLKGVSSFKE | DSQPSPGRKATLLNATLHL- 0
SLNVLTCYFQRDSHRNLQEWIFSTSDLLCGYRV- | PPPTILNALFLRRMSPTMQLSLAVCSTRGAPLS (27-7_@)
LHNFLTTPSKFENTS- NSAPQASLLGQLSHDTGKYSNEYLFST- Positive =
LYNNSSLSLGAEFWLGLVSLSPGCSTTLRYYTH | DNSLFGWRGLWNFGPDPRHPKENSSPQLS 209/484
STNTGRPLTLTLSWNPLFGHISSTYSAKT- LLSAGAEAYYSPVSSLIGMSTGLRFSTLPAA- (43.2%)
GTNSTFCAKYDFNLYSIESNLSFG- TEMPSSSSSASSTTTTSNHDTPISTFPYTLT- o _
CEFWQKKHHLLETNKNNNDKLEPISDELVDINP | LVLTPLTGSLSTTYSLRASPNLAFSSRFGFNVY Licken =
NSRATKLLHENVPDLNSAVNDIPST- SWESEMVAGCELWRKRRKPSPPPVDDDGLE- | 95/484 (19%)
LDIPVHKQKLLNDLTYAFSSSLRKIDEER- WARRKMRMADTPAFAPVEPPTTHNRDE-
STIEKFDNKINSSIFTSVWKLSTSLRDKTLKLLWE | ENES-
GKWRGFLISAGTELVFTRGFQESLSDDEKND- VLKIRVDQSWNVRLLWEGRVKELLVSAGVGLG
NAISISATDTENGNIPVFPAKFGIQFQYST* PSSFSSPSRAANSTPAGGGQSVGGGISGR-

SYWHGVGVSISYSS*
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Mdm12 (YOLO09C) Afulg14790 quantitative
MSFDINWSTLESDNRLNDLIRKHLN- MSIDVNWRFATSGPDGEALAERIRSFIH- gewgrtung ‘jer
SYLQNTQLPSYVSNLRVLDFDLGKVGPAIT- DRFQQVALPRFIRSVQVHAFDFGTIPPELEI- Ahnlichkeit =
LKEIT- KDF- 196 (80,1 bits)
DPLDEFYDSIREEADQETEENNDNKEDSEHICP | CEPFADFYEEDDDDHTSDASEERGEEHSSRW | |dentitit =
DRTIANHEGPKDDFEAPVVMPSPNDIQFLLE- NSTHPELNEPSYREDTAVNHSLRDPF- 43/159
VEYKGDLLVTIGADLVLNYPVEKFMTLPVKL- PDGFPTSPLRSPLGEHLNPHFLPRAST- .
SISDIGLHSLCIVACLSKQLFLSFLCDVSDPALDD | PGIPGGTST- (27,0 %)
NQTVLDPKGPILAATKPLERISIVRSMKIETEIGE- | LGYHLMSLGGLSGTQTPLAAVAGGNPFASGW | Positive =
QYQGQGSVLRSVGELEQFLFTIFKD- SDSGMGPGNRGRSETHAGMQHPRAEPEIDT- | 87/159
FLRKELAWPSWINLDFNDGDE* SNSTSRPSTANTLPSHPSGSSKNS (54,7 %)
GQAATGRNDHPSLHAGEHLEDS- s
VTQGQLPLPPRMRERRPEDFQVLCH- Lucken =
VKYAGDVRLSLTAEILLDYPMPSFVGLPLKLNV | 16/159
TGITFDGVAVIAYIRKRVHFCFLSAEDADALIG- | (10,0 %)
PEQQQQRESAGDDHRPQSRPDSSASASQK-
RHGGLLQEIRVESEIGRKEDGKQVLKNVGKVE
RFVLAQVRRIFEEELVYPSFWTFELI*
Mdm34 (YGL219C) Afudg09960 guantitative
MSFRFNEAVFGDNSFNERIREKLSTALNSPS- MAFNFNWSPLMADASFYTRAQDLL- Bewertung ger
KKKLDILKSGIKVQKVDFPTIPQLEILD- TAALNKSPKPPIIVDDIVTELNLGSIPPELEILEI- | Ahnlichkeit =
LDITQPKSLAKGICKISCKDAMLRIQTVIESNLLLI | GD- 162 (67,0 bits)
NEQDTPSFTMPQLINNGSFTIPITMTFSSIE- LAEDRFRGIFKMSYSGDAFLTLKTRVQANPLN | |dentitat =
LEAITNIFVKNPGIGISFNDVDLD- TYLLTRPSFATPRPLAAATPLTIPLQITLSDF- 73/285
FKFDCSVKILQSTIERRLKESMHVVFKDVLPSLIF | KLSGFVILVFSKQKGITVVFRNDP- N
NTSQNWFTNRGESTSTIPGKREHHHQQTT- LESLKVSSTFDSIPFVRDFLQKEIEAQLRILFMD (26,.0. %)
MSRNVILDGSDFQELSPINMLRLSSIVSSRST- ELPAIIHRLSLRLWVPEYRAGEELQTQTASAN- | Positive =
LSLHSTVMNSLSAIPGCLERQNLYRFISRMPSLN | GEGPGQDPLASPPQDPVDALGNALNESEI- 134/285
NYYSSQSFPOPKSSTVSSKQLVKPFYCSHNLL- | ESLSLDSSVETHSLFSQKNLLRLAALTDSQRTL | (47 1 o5)
PKTVLDSSQYDLATITKIQSRLFDRSNSND- SLFTPSIREVVYRAWTSPSDQTDASGSVTSPF- | V. '~ 7o)
DNAKPRRRKIKCKKTRTPSNLQSQGEQAVDDST | FPVLSRTQSQVGSMSSFPDSASMVSSQsSRs- | Lucken =
AIETVTSTPVQTPIPELEEQSPPYLKTTVSIRD- STPFHTFSGYGLSLGAGRHSKAHARKRKKRY | 40/285
KYVIPEKISNLDSKKDTSKKK- VDLRRPKTTDDAPSVSDESSFTESTSAPS (14,0 %)
PFYFIGLNSQEPSNNWKWGMEDSPPPYH* ICSAPLPVLDEQTDDPVTPPLSPDNDLHL-
PAIPERHRMSISRPALRRENASEMIRDTAECK-
PSSNAVGQAIQEEDLSATPRAAVRAHGASVLE
KGKQDPDSSAGSSRQLSSTILPFINDNPT-
GGVVDQALVERLAGEIARRMRDEKFMAS-
NACGPFWDRHSQEESPPPAYGH*
Mmm1 (YLLOO6W) Afu6g04420 guantitative
MTDSENESTETDSLMTFDDYISKELPEHLQRLI- | MSSQLNDPTPIPAQSSLSFTQGFLLGQLSVVL- Bewertung ‘jer
MENLKGSTTNDLKQTSNNSEFNVSKNGS- LIAAFIKFFIFGEAPPPPSRGLSHRSATHR- Ah”“Chke't_—
FKGLDDAIQALQMQSVLHPSSLGSLATSSKFSG | RSNSIFSSAQHDGSTRTLREKPSNSNVLRPVP | 578 (227 bits)
WSFAQGFFVGQLSIVLLFIFFLKFFIFSDEPSKS- | SSATNTRSILRKTYYTAIPTNPSSKH- Identitat =
KNPKPAASRHRSKFKEYPFISREFLTS- GRHRIHHSSHQPESLD- 142/396
LVRKGAKQHYELNEEAENEHLQELALILEKTYYN | WFNVLIAQTIAQYRQTAYLL- .
VDVHPAESLDWFNVLVAQIIQQFRSEAWHRD- KDSPTSSILNSLTAALNNPEKKPSFIDKITVTDIS (35,_9_ %)
NILHSLNDFIGRKSPDLPEYLDTIKITEL- LGEEFPIFSNCRIIAVDDPNSDGGRLQALM- Positive =
DTGDDFPIFSNCRIQYSPNSGNKKLEAKIDIDLN | DVDLSDDNLSIAVETQLL- 197/396
DHLTLGVETKLLLNYPK LNYPKPCSAILPVALSISVVRFSGTLCISLVPAS | (49 7 o)
PGIAALPINLVVSIVRFQACLTVSLTNAEEFASTS- | TPPLDTPSHSPSPPTAQTTTAGRSKREDQTS- N
NGSSSENGMEGNSGYFLM- GSHSHAGGSSKEPSGENPPKTSPKSNVAFS- | Lucken =
FSFSPEYRMEFEIKSLIGSRSKLENIPKIGSVIEYQ | FLPDYRLDLSVRSLIGSRSRLQDVPKVAQLVEA | 83/396
IKKWFVERCVEPRFQFVRLPSMWPRS- RVHAWFEERVVEPRVQVVGLPDLWPRMGRT- | (20,0 %)
KNTREEKPTEL* GVR
TGDDSETGSNVPRSSTAADASGSARHEDSS-
REPEVLRFGSLLGTRPPFDLASRTSS-
FNVETGDLRSRSMTREESNGNLSD
QFHMPGSLPGSGVATT*

Es gab zwei alternative Methoden, um die Bedeutung der identifizierten Proteine in A. fumigatus zu
analysieren. Entweder die Herstellung von Deletionsmutanten oder alternativ, falls die Gene essenziell
sind, die Etablierung von Stdmmen mit einer regulierbaren Expression des jeweiligen Zielgens. Durch
den regulierbaren Promotor kénnen auch Gene untersucht werden, deren Verlust zum Tod des Pilzes
fuhren wirden. Beide Methoden wurden fir die Charakterisierung der ERMES Proteine in A. fumigatus

verwendet.
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4.1.2 Konstruktion und Charakterisierung der Deletionsmutanten Amdm10, Amdm12,
Amdm34 und Ammm1

Fur die vier Gene der ERMES Komponenten (mdm10, mdm12, mdm34 und mmm1) wurde versucht
mittels homologer Rekombination mit einer Resistenzkassette Deletionen herzustellen. Bei den Genen
mdm34 (Afu4g09960) und mmm1 (Afu6g04420) wuchsen auch nach mehrmaligen Versuchen und ver-
langerter Inkubation keine resistenten Klone nach der Transformation. Bei den Deletionsmutanten der
Gene mdm10 (Afu5g13460) und mdm12 (Afulgl4790) wuchsen nach der Transformation resistente
Kolonien, die wildtypartiges Wachstum und Sporulation zeigten.

Sporen, der wildtypartigen Kolonien, wurden nach der Transformation sowohl auf AMM-Platten mit und
ohne Selektionsmarker ausgestrichen. Die entstandenen Kolonien auf der Platte ohne Selektionsmarker
zeigten wildtypartiges Wachstum und Sporulation. Im Gegensatz dazu wuchsen auf der Platte mit Se-
lektionsmarker erst nach verlangerter Inkubationszeit kleine, nicht sporulierende Kolonien (siehe Abb.
14).

Nach der Transformation mit einer Resistenzkassette entstehen zunéachst Klone, in denen Kerne mit
dem nativen und andere Kerne mit dem mutierten Gen nebeneinander existieren. Dieser Zustand wird
heterokaryont genannt. Sporen von A. fumigatus sind haploid. Bilden die heterokaryonten Hyphen
Sporen, so tragen diese entweder das native oder das mutierte Gen. Die auf der Selektionsplatte aus-
gestrichenen auskeimenden Sporen trugen daher allein das mutierte Gen.

Dies kdnnte eine Erklarung sein fur das extrem langsame Wachstum der Kolonien auf den Selektions-
platten im Vergleich zur parentalen Kolonie. Zugleich wirde das extrem langsame Wachstum der ho-
mokaryonten Deletionsmutanten auf eine essenzielle Funktion der vermuteten ERMES-Komponenten
hindeuten.

Eine analytische PCR der Amdm10 und Amdm12 Klone zeigte sowohl Banden fiir das Wildtyp Gen als
auch fur die Deletion. Dies bestatigte, dass das gewachsene Myzel heterokaryont war (siehe Abb. 15).
Selbst nach langer Inkubationszeit wurden von den Mutanten keine Sporen gebildet, die man zur Sub-
kultivierung und fur Versuche hétte nutzen kénnen. Aus diesem Grund wurden zusétzlich konditionelle

Mutanten hergestellt.
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+0,1ugmL'PYR

—# N : s
Abbildung 14: Drei-Osen-Ausstrich des heterokaryonten Amdm12 Klon Nr. 2 auf AMM-Platten mit 0,1ug mL™* Pyrithiamin
bzw. ohne Pyrithiamin.
Die Sporen des Klons wurden direkt von einer der auf der Transformations-Platte gewachsenen Kolonien auf zwei AMM-Platten
mit 0,1ug mL? Pyrithiamin bzw. ohne Pyrithiamin ausgestrichen. Auf der Platte ohne Antimykotikum zeigte die Mutante wildtyp-
artiges Wachstum, auf der Platte mit Pyrithiamin wuchs sie extrem langsam und bildete erst nach verlangerter Inkubation kleine,
nicht sporulierende Kolonien (markiert durch Pfeile).

A 51 A |3 ]
" PCR3 <
[ [ gene | ]
[ 1 ptrA [ ]
PCR1 PCR2
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PCR2

1.0
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PCR3 1.0
0.75
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Abbildung 15: Konstruktion und PCR-Validierung der Amdm10 und Amdm212 Deletionsmutanten.

(A) Schematische Darstellung des DNA-Bereichs von A. fumigatus, der deletiert werden sollte (Zielgene waren mdm10 oder
mdm12) und die dafur genutzten Resistenzkassetten. Diese bestanden aus jeweils ca. 1 kB des nicht kodierenden 5‘- und 3'-
Bereichs vor und hinter dem Gen und der Pyrithiamin (ptrA) Resistenzkassette. Die drei eingezeichneten PCR-Fragmente dienten
dazu die Integration der Resistenzkassette im Zielgen nachzuweisen. PCR 1 amplifizierte ein 1,1 kB gro3es Fragment und PCR
2 amplifizierte ein 1,0 oder 1,1 kB grof3es Fragment in den Deletionsstammen Amdm10 und Amdm12. PCR 3 amplifizierte den
Anfangsbereich des mdm10 oder mdm12 Gens. Dieses Stiick wurde sowohl im Wildtyp als auch in den heterokaryonten Deleti-
onsstammen amplifiziert. Der 5‘-Primer fir PCR 1 und der 3‘-Primer fir PCR 2 binden auRerhalb der 5‘- und 3‘-Region, die fiir die
Deletion genutzt wurden. Sowohl von Amdm10 (A) als auch von Amdm12 (B) konnten jeweils drei unabhangige heterokaryonte
Klone identifiziert werden. Die Klone Amdm10#6 und Amdm12#12 wurden fur einen Vergleich des Wachstums genutzt.
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4.1.3 Die Deletionsmutanten Amdm10 und Amdm12 wachsen extrem schlecht

Das Auskeimen der Sporen und Wachstum der Keimlinge der heterokaryonten Klone von Amdm10 und
Amdm12 in AMM supplementiert mit Pyrithiamin wurde Uber einen langeren Zeitraum verfolgt (siehe
Abb. 16). Heterokaryonte Stamme bilden Sporen sowohl mit der Mutation als auch Sporen mit dem
Wildtyp Allel. Im Medium mit Pyrithiamin kénnen nur die Sporen wachsen, die statt des Gens die Resis-
tenzkassette trugen. Im Medium ohne Antimykotikum kénnen sowohl die Sporen mit Deletion als auch
die Sporen mit dem Wildtyp Gen auskeimen.

In Abbildung 16 ist das das extrem schlechte Wachstum der Keimlinge mit einer Deletion von mdm10
oder mdm12 zu sehen. Nach 87 h sind die Mikrokolonien der Amdm10 Sporen in etwa so weit wie der
Wildtyp nach 20 h und die der Amdm12 Sporen so weit wie der Wildtyp nach 16 h. Aul3erdem war zu
beobachten, dass die Amdm10 Keimlinge etwas schneller wuchsen als die der Amdm12 Mutante.
Daruber hinaus konnten Sporen beobachtet werden, die erst nach ca. 80 h Inkubation anfingen auszu-
keimen (siehe Abb. 16, Konidien mit Pfeil markiert). Dies sind vermutlich Sporen ohne Resistenzkas-
sette mit dem Wildtyp Gen. Dies weist darauf hin, dass uber die Zeit die Wirkung des Pyrithiamin nach-
lie und die Wildtyp Konidien dann auskeimen konnten.

Amdm10HK +
0.1pg mi' PYR

Amdm12HK +
0.1pg mH' PYR

Abbildung 16: Deletionsmutanten der Gene mdm10 und mdm12 sind lebensféhig, wachsen aber extrem langsam.
Konidien der heterokaryonten Deletionsstamme Amdm10 und Amdm12 wurden in einer 24-well Platte in AMM mit 0,1 ug mi™?
Pyrithiamin bei 37 °C inokuliert. Das Pyrithiamin sollte die Auskeimung von Wildtyp Konidien verhindern, diese Selektion lie3 aber
nach ca. 80 h nach, sodass einzelne Konidien doch auskeimen konnten (markiert mit Pfeilen). Reprasentative Bilder wurden nach
24, 40, 64, 72 und 87 h aufgenommen.

4.1.4 Konstruktion der konditionellen Mutanten der Gene mdm10, mdm12, mdm34 und
mmm1

Auf Grund der fehlenden Sporulation und des extremen langsamen Wachstums war es nicht mdglich,
mit den Deletionsmutanten von mdm10 und mdm12 weiterzuarbeiten. Zuséatzlich konnten keine Mutan-
ten von mdm34 und mmm1 generiert werden. Aus diesen Griinden wurden zusatzlich konditionelle Mu-
tanten in allen vier ERMES Mutanten hergestellt, bei denen die endogenen Promotoren durch homologe
Rekombination durch einen Doxyzyklin induzierbaren Promotor ersetzt wurde.

Der Doxyzyklin induzierbare Promotor ermdglicht die gezielte Expression des nachgeschalteten Gens
durch die Supplementierung des Mediums mit dem Antibiotikum Doxyzyklin. In Abb. 17 wird die
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Konstruktion der Mutanten anhand des mmml Lokus gezeigt. Diese Stdmme wurden mdm20teton,
Mdm212¢eion, MdM34teton UNd MMM lieton genannt.

Die korrekte Integration des konditionellen Promotors vor das Gen wurde mit Hilfe von drei PCRs veri-
fiziert (siehe Abb. 17). Fur jedes Gen wurden zwei Primerpaare verwendet. Das erste Paar bestand aus
einem Primer, der vor dem Gen im 5‘-Bereich bindet und einem Primer, der in der Kassette bindet. Das
zweite Paar bestand aus einem Primer, der im Gen nahe dem Promotor bindet, und einem Primer, der
ebenfalls in der Kassette bindet. Die dritte PCR wurde mit den beiden Primern, die auerhalb der Kas-
sette binden, durchgefuhrt, um die GréRe des urspriinglichen Lokus im Vergleich zum mutierten zu
erhalten. Fir alle vier Gene wurden jeweils 3 Klone identifiziert, fir die eine richtige Integration mittels

PCR nachgewiesen werden konnte. Diese Klone wurden fir weitere Experimente genutzt.

A PCR3 (3.6kb)
mmm1
promoter region
5 flanking region | { — 3' flanking region
|—|] plrA-cassette I—ﬂ rtTA I ]—b mmm1
T tetO7-
Pmi
tpiA cgrA min
Sfi1 promoter terminator Sfi1
B
PCR3 (7.8kb)
PCR1 (0.9kb) PCR2 (4.2 kb)
5' flanking region I '—‘ ptrA-cassette I—DI tTA I I—) 3' flanking region
/]\ tetO7-
Pmin
tpiA cgrA
promoter terminator
Cc

kbp Wt mmm7,g0,#2 wt mdm10,e,o,,#1 Wt mdm12;y0,#14 wt  mdm34.0,#6

1.5 . .
ST | o o
30mm . =i b = X e ! PCR2
10.0
6.0

40 j Omf : ' PCR3
3.0 :

Abbildung 17: Konstruktion der konditionellen mmmL.on-Mutante und Uberpriifung der richtigen Integration der kondi-
tionellen Promotoren fur mmm1, mdm10, mdm12 und mdm34.

(A) Struktur des mmm21-Lokus im Genom von A. fumigatus und der Tet-On Kassette, die anstelle des endogenen Promotors
integriert wurde. Die Kassette bestand aus ca. 1 kB des nicht kodierenden 5'-Bereichs von mmml1, einer Pyrithiamin Resistenz-
kassette (ptrA), dem Aspergillus niger pkiA Promotor, der die Expression des Transaktivators (rtTA) reguliert, des crgA Termina-
tors, der tetO7::Pmin Promotorsequenz und des ca. 1 kB groRen 3' flankierenden Bereichs, der in diesem Fall aus einer Teilse-
quenz des mmm1 Gens bestand. (B) Lokus des mmm1 Gens nach der homologen Rekombination mit der Resistenzkassette.
Ungeféhr 0,7 kB des mmm1 Promotors wurden ausgetauscht. Durch 3 PCRS wurde die Lage und die GroéR3e des integrierten
Fragments Uberprift und so die korrekte Integration der Kassette verifiziert. PCR 1 amplifizierte ein 1 kB grofes Fragment in der
mmmZleon Mutante, wobei die Primer im nicht ausgetauschten Bereich des Promotors und in der ptrA Kassette binden, PCR 2
amplifiziert in der Mutante ein 4,2 kb gro3es Fragment, wobei der 3’reverse-Primer auch aufRerhalb der Kassette bindet. PCR 3
amplifiziert ein 3,6 kB grof3es Fragment im Wildtyp und ein 7,8 kb groR3es Fragment in der Mutante. Hierfir wurden die beiden
Primer der beiden anderen PCRs verwendet, die auBerhalb der Kassette binden. (C) Die mdm10eion, MdmM12i0n, Und mdm34ieion
Mutanten wurden nach dem gleichen Prinzip tberprift. Fir jedes Gen wurde reprasentativ ein Klon ausgewahlt. PCR 1 amplifiziert
ein 1,2 kB grof3es Fragment in mdm10ion, MAdM12;e0n, und mdm34e0n. PCR 2 amplifiziert ein 2,8 kB groBes Fragment in mdm210.-
ton, MAM12ei0n, UNd MAM34e0n. PCR 3 amplifiziert ein 6,6 kB grolRes Fragment in mdm10ewon und mdmi2:e0n, und ein 6,7 kB
grolRes Fragment in mdm340n. IN den dazugehodrigen Wildtyp Kontrollen wird jeweils ein 2,3 kB groBes Fragment durch PCR
amplifiziert. In mdm120n wurde kein Produkt fiir die dritte PCR amplifiziert, was wahrscheinlich auf die Léange (6,6 kB) des zu
amplifizierenden DNA-Sticks zuriickzufihren ist.
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4.1.5 Vergleich des Wachstums der Deletionsmutanten Amdm10 und Amdm12 mit dem der
konditionellen Mutanten mdm10teton und mdm12:eton

Deletionsmutanten und Stdmme mit konditionellem Promotor, die fir die Charakterisierung desselben
Gens hergestellt wurden, kdnnen sich in ihrem Wachstumsverhalten unterscheiden. Das Tet-On Ex-
pressionssystem wird durch das Fehlen von Doxyzyklin nicht vollig ausgeschaltet. Je nach Menge an
bendtigtem Protein dieses Gens, kann so der Phanotyp starker oder schwécher abgemildert werden.
Deshalb wurden die Sporen der heterokaryonten Deletionsstamme Amdm10 und Amdm12 mit den kon-
ditionellen Mutanten mdm10iton Und MAM12¢i0n in ihrem Wachstumsverhalten in Flissigmedium ver-
glichen. Hierfuir wurde flissiges, Pyrithiamin enthaltendes, AMM mit Sporen der konditionellen Mutanten
und der heterokaryonten Klone der Deletionsmutanten inokuliert. Die Sporen der heterokaryonten Klone
wurden zusatzlich in Medium ohne Pyrithiamin gegeben, um das Auskeimen der Sporen ohne Deletion
ebenfalls beobachten zu kénnen.

In Abbildung 18 werden Fotos nach 24 h, 40 h und 64 h Inkubation bei 37 °C gezeigt. Nach 24 h zeigten
sowohl die heterokaryonten Klone der Deletionsstamme als auch die konditionellen Mutanten von
mdm10 und mdm12 mehrere verzweigte Hyphen. Im Gegensatz dazu wiesen die Sporen der Deleti-
onsmutanten von mdm10 und mdm12 nur kurze Keimlinge ohne Hyphenverzweigungen auf (vgl. Abb.
18). Die Kolonien der Amdm10 Mutante waren in Medium mit Pyrithiamin etwas kleiner als in dem ohne
Selektionsmarker. Der Grund hierfur ist die leicht verlangsamte Auskeimung der Sporen bedingt durch
das Pyrithiamin im Medium.

In den wells ohne Pyrithiamin waren die heterokaryonten Stamme von mdm10 und mdm12 nach 40 h
Uberwachsen. Die Mikrokolonien der dazugehdrigen konditionellen Mutanten hatten ebenfalls ihre wells
zum Grof3teil mit Myzel bedeckt. Im Gegensatz dazu waren die Mikrokolonien der Deletionsstamme, die
unter Selektionsdruck gewachsen waren, klein und hatten nur wenige Verzweigungen gebildet.

Dies zeigt, dass die Sporen mit einer Deletion in mdm10 oder mdm12 deutlich schlechter wachsen als
eine Mutante, in der das Gen durch einen konditionellen Promotor ,ausgeschaltet® wird.

Dies legt nahe, dass die geringe Expression, die der Doxyzyklin induzierbare Promotor zulasst, aus-
reicht, um den Phanotyp der Deletion der beiden ERMES Gene abzumildern.

Die Deletionsstamme wuchsen allerdings so schlecht, dass sie keine Sporen bildeten und so auch nicht
weiter kultiviert werden konnten. Auf3erdem war es nicht mdglich Deletionsstdmme von mdm34 und
mmm1l zu generieren. Dies schloss weitere Experimente mit diesen Stammen aus. Die konditionellen
Stamme kénnen den Verlust der ERMES Protein nicht vollstdndig darstellen, kdnnen aber Ergebnisse

liefern, die Riickschlisse auf die Auswirkungen des tatséchlichen Verlusts des ERMES zulassen.
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Abbildung 18: Deletionsmutanten der Gene mdm10 und mdm12 sind lebensféhig, aber zeigen schwere Wachstumsde-
fekte.

In einer 24-well Platte wurde flissiges AMM mit Konidien der heterokaryonten (HK) Deletionsstdmme Amdm10 (A) and Amdm12
(B) und Konidien der konditionellen Stamme mdm10e0n (A) and mdm120n (B) inokuliert. Falls angegeben, wurde das Medium
mit 0,1 ug ml™* Pyrithiamin (PYR) supplementiert. Mit dem Pyrithiamin sollte die Auskeimung von Wildtyp Konidien verhindert
werden, die von den heterokaryonten Stémmen gebildet wurden. Die Platte wurde bei 37 °C inkubiert und reprasentative Bilder
wurden nach 24 h, 40 h und 64 h aufgenommen. In der Bedingung ohne Pyrithiamin wurden nach 24 h die Mikrokolonien mit
Pfeilspitzen markiert, bei denen es sich vermutlich um Deletionsmutanten der jeweiligen Gene handelt. Zusétzlich sind in diesen
wells zahlreiche Sporen zu sehen, die nicht auskeimen. Es handelt sich hierbei mit hoher Wahrscheinlichkeit um Wildtyp Sporen,
denen das Resistenzgen fehlte.

4.1.6 Vergleich des Wachstums der konditionellen Mutanten mdm10zeton, mdm12teton,
mdm34teton und mmmIteton

Aus den vorhergehenden Experimenten war bekannt, dass die basale Expression des Doxyzyklin indu-
zierbaren Promotors ausreicht, um den Wachstumsphéanotyp der konditionellen Mutanten zu verringern.
Fir die Gene mdm34 und mmm1 war es nur méglich Mutanten mit einem Tet-On Expressionssystem
herzustellen. Daher konnte nur der Wachstumsphéanotyp der vier konditionellen Mutanten der Gene
mdm10, mdm12, mdm34 und mmm1 untereinander verglichen werden. Ihr Wachstumsverhalten wurde
sowohl im Tupfeltest (siehe Abb. 19), als auch im Flissigmedium (siehe Abb. 20) untersucht.

Unter reprimierten Bedingungen zeigten alle vier Mutanten stark reduziertes Wachstum im Vergleich
zum Wildtyp. Das Wachstum aller vier konditionellen Mutanten war auf SAB-Agar schlechter als auf
AMM-Agar (vgl. Abb. 19 A und B).

Im Vergleich des Wachstums der konditionellen Stamme mdm10wion, MdM12teton, MAM34ieion Und
mmmleon Untereinander fallt auf, dass mdm10:weion Und MdM12e0n besser wuchsen als mdma34eon und
MMM Lleion. Wahrend mdm10eion und mdmil2eion auf AMM bis in die 5x10° Verdiinnung wuchsen,
schafften es die Klone von mmm1 nur bis in den 5x108 und mdm34 nur bis 5x107 Tipfel zu wachsen.
Auf SAB-Agar war der Wachstumsdefekt aller vier Mutanten ausgepragter. Allerdings blieb der Unter-
schied zwischen den Mutanten derselbe.

Der starkere Wachstumsphanotyp von mdm34eon Und mmmleon zeigte sich auch im Flissigmedium

(siehe Abb. 20). Hier ist zusatzlich zu erkennen, dass trotz starkem Wachstumsdefekt, alle Konidien der
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vier Mutanten unter reprimierten Bedingungen auskeimen kénnen. Aul3erdem unterscheidet sich deren

Hyphen Morphologie nicht von der des Wildtyps.
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Abbildung 19: Wachstumsphé&notyp von je drei unabhéngigen Klonen der vier konditionellen ERMES Mutanten mdm10;e.
ton, MAM12¢ton, MAM34ieton UNd MMM Lieron auf AMM- und SAB-Agarplatten.

Jeweils 3 WL einer Sporensuspension einer 1:10 Verdlnnungsreihe, beginnend mit 5 x 107 Konidien pro mL wurden vom Wildtyp
und den Mutanten auf AMM- (A) oder SAB-Agar (B) getipfelt. Die AMM-Agarplatten wurden fiir 36 h bei 37 °C und die SAB-
Agarplatten fir 24 h bei 37 °C inkubiert. Falls markiert mit “+ Doxy”, wurde dem Medium 10 pg mL™* Doxyzyklin hinzugefugt. Die
konditionellen Klone mmmZeion#2, Mdm10eton#l, Mdm120n#14 und mdm34eon#6 wurden fir die weiterfilhrenden Experimente

verwendet.
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mdm12, tetOn
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Abbildung 20: Wachstumsphéanotypen der vier konditionellen ERMES Mutanten mdm10:eion, Mdm12;ei0n, Mdm34eion Und
mmm Leon in flissigem AMM.

In einer 24-well Platte wurde flussiges AMM mit Konidien der mdm210:eton, MAdM12¢e0n, MdM34eion UNd mmmlieon Mutanten inoku-
liert (2000 Sporen pro mL; 1 mL pro well). Bilder wurden nach 18 h Inkubation bei 37 °C aufgenommen. Falls angegeben wurde
dem Medium 10 pg mL™ Doxyzyklin hinzugefugt. Der Kasten in der Abbildung von mmmZLiio, markiert den Ausschnitt, der unten
vergréfert dargestellt ist.

4.1.7 Das Auflosen des ERMES flhrte zu langsamen grof3en sowie kleinen sehr schnell beweg-
lichen Mitochondrien

Der ERMES ist eine physikalische Verbindung zwischen dem Endoplasmatischen Retikulum und den
Mitochondrien. In der Literatur wurde bereits beschrieben, dass der Verlust des ERMES zu einer ver-
anderten Morphologie des mitochondriellen Netzwerks fuhrt [154,155,178]. Dies warf die Frage auf,
welche Auswirkungen der Verlust der einzelnen ERMES Komponenten fir die mitochondrielle Morpho-
logie in A. fumigatus hat. Fur die Untersuchung der Mitochondrien wurden konditionelle Mutanten her-
gestellt, die ein GFP mit mitochondrieller Signalsequenz exprimierten. Flissiges AMM oder (siehe Abb.
21 A) oder SAB (siehe Abb. 21 B) mit und ohne Doxyzyklin wurde mit Sporen der konditionellen Mutan-
ten mdm10teton, MAdM12¢eton, MAdM34eron UNd MMMieron inokuliert und anschlieRend mikroskopiert.

Unter induzierten Bedingungen zeigten mdm210teion, MAdM12teion, MAdM34ieion und mmmlieon €ine wild-

typartige, tubulare Mitochondrien Morphologie, sowohl in AMM als auch in SAB. Wie beim Wildtyp war
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dieses Netzwerk in den Mutanten unter induzierten Bedingungen in SAB kompakter und die einzelnen
Tubuli dicker.

Unter reprimierten Bedingungen wiesen die konditionellen Mutanten mdm10teton, MAmM12ieton, MAmM34e.
ton Und mmmZleion gro3e, amorphe Mitochondrien auf, die kaum miteinander verbunden waren. Diese
waren im Vergleich zum Wildtyp sehr langsam bis unbeweglich. Zwischen diesen grof3en starren Mito-
chondrien waren immer wieder wenige sehr winzige Mitochondrien zu beobachten, die sich sehr schnell
durch die Hyphe bewegten. Vergleicht man die ERMES Mutanten untereinander, so zeigte mdm34eton
eine héhere Beeintrachtigung der Mitochondrien. In AMM hatte die mdm34:on Mutante nur noch wenige
sehr groRe Mitochondrien, wahrend mdm10eion Noch Mitochondrien zeigte, die stéarker tubulér waren
und auch in der Anzahl eher dem Wildtyp entsprachen. Auch mmm1on zeigte einen starkeren Phanotyp
als mdm10eton Und Mdm120n. Generell war in SAB der Phanotyp der vier Mutanten deutlich ausge-
pragter (siehe Abb. 21 B). Hier zeigen alle vier Mutanten sehr grol3e, kompakte, amorphe Mitochondrien

und es schien, als waren hier mehr der kleinen schnellen Mitochondrien vorhanden gewesen.

A

+ Doxy

mdm101€to,,

mdm12;et0n

mdm34:et0n
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Abbildung 21: Das Ausschalten der Expression von mmm1, mdm10, mdm12 oder mdm34 resultiert in grof3en, immotilen
und kleinen, schnell beweglichen Mitochondrien.

In einem 15p-Slide eight-well Objekttrager wurde AMM (A) oder SAB (B) mit Sporen des Wildtyps oder der vier ERMES Mutanten,
die ein mtGFP exprimierten, inokuliert, Nach ca. 13 h bei 37 °C wurde die mitochondrielle Morphologie mittels eines konfokalen
Lasermikroskops analysiert. Der weiRe Balken reprasentiert 10 um. Falls angegeben wurde dem Medium 10 pg mi™* Doxyzyklin
hinzugefigt.

4.1.8 Die Nukleoide der konditionellen ERMES Mutanten aggregieren in den groRen, immoti-
len Mitochondrien wahrend die kleinen, schnellen Mitochondrien keine mtDNA mehr tragen

Eine Theorie bezlglich der Funktion des ERMES besagt, dass die Verbindung zwischen ER und Mito-
chondrien dazu dient, die mtDNA an einem bestimmten Ort im Mitochondrium zu lokalisieren [155,162].
Um die Verteilung der mtDNA in den konditionellen ERMES Mutanten zu bestimmen, wurden diese mit
Doxyzyklin (Gene induziert) und ohne Doxyzyklin (Gene herunterreguliert) angezogen, fixiert und an-
schlieBend mit DAPI gefarbt.

Im Wildtyp ist die mtDNA normalerweise in kleinen, punktférmigen Nukleoiden organisiert, die sich tGber
das gesamte tubulére System der Mitochondrien gleichmafig verteilen (siehe Abb. 22 Wildtyp). Unter
induzierten Bedingungen zeigten alle vier Mutanten diese gleichmafige Verteilung.

Wurden die konditionellen Mutanten unter reprimierten Bedingungen angezogen, so aggregierte die
MtDNA in einem Punkt der grof3en amorphen Mitochondrien. Die kleinen, schnellen Mitochondrien
schienen keine mtDNA zu tragen (siehe Abb. 22). Vergleicht man hier die Mutanten untereinander, so
war der Unterschied sehr gering. Die aggregierten Nukleoide wirkten bei mdm34ion und mMmmieion
etwas groR3er als bei mdm10ion Und Mdm12.0n. Dies zeigt, dass auch in A. fumigatus der ERMES fur

die Lokalisierung der mtDNA von grofl3er Bedeutung zu sein scheint.
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Abbildung 22: Unter reprimierten Bedingungen, zeigen die groRen Mitochondrien der Mutanten mmm Lieton, Mdm 10:eton,
mdm12e0n Und Mdm34eon aggregierte Nukleoide wahrend die kleinen Mitochondrien keine mtDNA mehr aufweisen.

In einer 24-well Platte mit Coverslips wurde flissiges AMM mit Konidien der konditionellen Mutante mmmZ2eon, MAM10eion,
mMdm212;eon und Mdm34eon, die ein mtGFP exprimierten, inokuliert. Nach 11 h bei 37 °C wurden die Hyphen fixiert und mit DAPI
gefarbt. AnschlieRend wurden sie mit einem konfokalen Lasermikroskop untersucht. Die Bilder zeigen Ubereinandergelegte z-
Stacks und bilden so die gesamte Hyphe im Fokus ab. Zur besseren Sichtbarmachung der Ergebnisse, sind die Fluoreszenzsig-
nale in Falschfarben dargestellt. Die linke Spalte zeigt das GFP-Signal (rot), die mittlere Spalte das DAPI-Signal (griin) und die
rechte Spalte zeigt die Uberlagerung der beiden Kandle. In den Abbildungen des Wildtyps und der mmmZLo-Mutante wurden
reprasentativ die Zellkerne mit einem Stern markiert, aggregierte Nukleoide mit einem Pfeilkopf. Der weil3e Balken reprasentiert
3 um. ,+Doxy* zeigt an, dass dem Medium 10 ug mi™* Doxyzyklin hinzugefigt wurde.

4.1.9 Mmm1 ist wichtig fur die Virulenz im Galleria mellonella Infektionsmodell

Nachdem in den vorhergehenden Experimenten gezeigt wurde, dass der Verlust des ERMES starke
Auswirkungen auf die Fitness von A. fumigatus hat, stellte sich die Frage, nach der Bedeutung des
ERMES fur die Virulenz. Dies wurde in einem Galleria mellonella Infektionsmodell getestet. Dafir wur-
den die Maden mit Wildtyp ohne und mit Doxyzyklin, sowie mmmZ1ion mit und ohne Doxyzyklin infiziert
und dann beobachtet, wie lange die Maden Uberleben. Als Kontrollen wurden Maden ohne Injektion, mit
ddH20 und mit Doxyzyklin in ddH20 mitgefihrt.

In den Kontrollgruppen ohne Injektion, mit ddH20 und mit Doxyzyklin in ddH20 starben bis zum Ende
des Experiments nach 144 h nur einzelne Maden. Dies zeigte, dass weder die Inkubation noch die

Injektion oder das Doxyzyklin Einfluss auf das Sterben der Larven hatten.
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Nach 96 h waren in der ,Wildtyp-Gruppe® alle Larven tot, wahrend in der Gruppe ,infiziert mit mmmZLieion
unter reprimierten Bedingungen® nach 144 h noch ca. 60 % der Larven lebten (vgl. Abb. 23; p-Wert
MmmMZLeon VS. Wildtyp: < 0,0001).

Dieses Ergebnis passt gut zu dem schlechten Wachstum von mmmZon Unter in vitro Bedingungen.
Erstaunlich war allerdings, dass die mmmZlion Mutante unter reprimierten Bedingungen trotz ihres ext-
rem langsamen Wachstums, einen Teil ihrer Virulenz zu behalten schien und immerhin 40 % der Maden
totete.

Unter induzierten Bedingungen néherte sich die Virulenz der mmmZlw.ion Mutante wieder der des Wild-
typs an. Allerdings trotz kompletter Aktivierung des Promotors, erreichte die Mutante auch unter diesen
Bedingungen nicht die Virulenz des Wildstammes (p-Wert mmmZlieion VS. MMMleion + DoXy: 0,0004).
So lebten nach 144 h in der Gruppe, die mit der Mutante mit Doxyzyklin infiziert war, noch ca. 25 % der
Larven, wo hingegen beim Wildtyp wie oben erwéhnt nach 96 h bereits alle Larven gestorben waren (p-
Wert mmmlieion + DOXy vs. Wildtyp + Doxy: 0,0606).

Diese Ergebnisse zeigen, dass durch den Verlust des ERMES die Virulenz von A. fumigatus reduziert

wird.
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Abbildung 23: Mmm1 ist wichtig fir die Virulenz von A. fumigatus in einem Galleria mellonella Infektionsmodell.
Jeweils 10 G. mellonella Larven wurden mit einer Sporensuspension des wt und mmmlon (5x10° Konidien in Wasser fir eine
Larve) mit und ohne Doxyzyklin (angezeigt mit ,+ Doxy*, 5 ug Doxyzyklin pro g Larve) infiziert. Als Kontrollen wurden ebenfalls
10 Larven nicht behandelt, mit 10 pl ddH,O oder mit 10 pl ddH,O mit 5 pg Doxyzyklin pro g Larve (+Doxy) injiziert. Die Larven
wurden im Dunkeln bei 37 °C inkubiert. Alle 8 h wurde gezahlt, wie viele Larven lebten. Die Abbildung zeigt das Uberleben der
einzelnen Gruppen und ist eine Zusammenfassung aus 5 Experimenten (50 Larven fir eine Bedingung). p-Wert fur mmmZLieon
vs. wt: < 0,0001; p-Wert fir mmmZLieion VS. MMMLieon + Doxy: 0,0004; p-Wert fir mmmZion + Doxy vs. wt + Doxy: 0,0606.



Ergebnisse |76

4.2 Azol induzierter Zelltod von A. fumigatus auf zellularer Ebene

Bei der Untersuchung der Fusions- und Fissionsmaschinerie der Mitochondrien von A. fumigatus,
konnte von Neugebauer et al. 2015 gezeigt werden, dass sowohl die Fissions- als auch die Fusions-/
Fissions-Doppelmutante Adnm1 mgmliion im Vergleich zum Wildtyp resistenter gegeniiber Azolen sind
[129].

Basierend auf den Ergebnissen wurde vermutet, dass durch die dysfunktionalen Mitochondrien der Mu-
tanten, entweder die intrazellulare Azol-Konzentration vermindert, die Inhibition der Lanosterol-14a-
Demethylase reduziert oder die tédlichen Auswirkungen des Ergosterolmangels herabgesetzt wiirden
[99]. Im Folgenden wurde das Verhalten des mitochondrialen Netzwerks bei Azol Behandlung in vitro
naher betrachtet, um den Zusammenhang von mitochondrialer Dysfunktion und Azolresistenz genauer

Zu verstehen.

4.2.1 Die Membranintegritat von A. fumigatus wird durch die Behandlung mit Voriconazol de-
stabilisiert

Der Einfluss von Azolen auf das mitochondriale Netzwerk wurde in A. fumigatus Hyphen in vitro unter-
sucht. Die Resistenz eines Pilzes gegeniber einem Antimykotikum wird in der Medizin mittels der mini-
malen Hemmkonzentration bestimmt. Sie stellt die kleinste Wirkstoffkonzentration einer antimikrobiellen
Substanz dar, welche das visuelle Wachstum verhindert (Englisch minimal inhibitory concentration, Abk.
MIC) [179]. Die Wirkung von Antimykotika kann sich zwischen Konzentrationen etwas bzw. weit tber
der MIC unterscheiden. Beispielsweise bei Echinocandinen kann es bei Konzentrationen weit oberhalb
der MIC zu ,paradoxem Wachstum® kommen [180]. Aus diesem Grund wurde der Einfluss der Azole
auf das mitochondrielle Netzwerk sowohl bei einer Konzentration nahe der minimalen Hemmkonzent-
ration als auch bei einer sehr hohen Konzentration untersucht. Auf Grundlage friiherer experimenteller
Daten wurde 0,4 pg mlt, als Konzentration nahe der minimalen Hemmkonzentration und 1,27 pg mi-
als hohe und sicher todliche Konzentration ausgewahlt [129].

Fur die Untersuchung der Mitochondrien in den Hyphen wurden wt Sporen, die ein GFP mit mitochond-
rialer Signalsequenz exprimieren [129], 9 h ausgekeimt. AnschlieBend wurden die Hyphen 0,4 oder
1,27 ug ml* Voriconazol ausgesetzt und fiir weitere 13 h bei 37 °C inkubiert. Einzelne Hyphen wurden
Uber diesen Zeitraum mittels eines konfokalen Lasermikroskops beobachtet.

Die Analyse der aufgenommenen Videos (GFP-Fluoreszenz und Durchlicht) zeigte drei Beobachtun-
gen:

l. Unabhangig von der Azol-Konzentration wuchsen die beobachteten Hyphen, innerhalb der ers-
ten Stunde der Co-Inkubation in nahezu derselben Geschwindigkeit weiter wie zuvor. Das mi-
tochondriale Netzwerk zeigte weder eine Veranderung in seiner Morphologie noch in seiner
Dynamik [181] .

Il Nach ca. einer Stunde Co-Inkubation konnte bei allen Hyphen, die mit 1,27 yg ml* Voriconazol
inkubiert waren, und bei ca. 80 % der Hyphen, die mit 0,4 ug ml-* Voriconazol behandelt wurden,

ein Wachstumsarrest beobachtet werden.
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M. Nach dem Wachstumsarrest konnte in den folgenden 1-2 h ein Anschwellen einzelner Kompar-
timente der Hyphen beobachtet werden. Die Morphologie und Dynamik des mitochondrialen

Netzwerks zeigten weiterhin keine Veranderung im Vergleich zu unbehandelten Hyphen.

Nach 5 h Inkubation der Hyphen mit beiden Voriconazol-Konzentrationen wurden drei Ereignisse inner-
halb der Hyphen beobachtet (siehe Abb. 24 A-C):

l. Es kam zu einer Explosion der Zellmembran und Zellwand einiger Hyphenkompartimente,
wodurch das Zytoplasma der Zelle zusammen mit den Mitochondrien nach au3en geschleudert
wurde.

Il Ein pl6tzliches Fragmentieren des normalerweise tubularen mitochondrialen Netzwerks einiger
Kompartimente setzte ein.

Il. Eine plétzliche Lyse der Mitochondrien in einigen Kompartimente der Hyphe konnte beobachtet

werden.

Eine detaillierte Analyse der Videos ergab, dass sowohl dem Fragmentieren als auch dem Lysieren der
Mitochondrien ein plétzliches Schrumpfen des jeweiligen Kompartiments unmittelbar vorausging. Das
Schrumpfen wurde durch eine leichte Bewegung der Hyphe angezeigt. Darauffolgend fragmentierten
oder lysierten die Mitochondrien dieser Kompartimente sofort und deren Fluoreszenz verblasste im Ver-
lauf der nachsten Stunden langsam.

Alle drei beobachteten Veranderungen des mitochondrialen Netzwerks zeigten den Zelltod des betroffe-
nen Kompartiments an [182]. Das Fragmentieren der Mitochondrien und die Lyse der &uf3eren mito-
chondriellen Membran sind beides Merkmale der induzierten Apoptose in S. cerevisiae [183].
Gleichzeitig stellen das beobachtete Bersten der Zellmembran bzw. Zellwand und das Schrumpfen der
Hyphe deutliche Anzeichen fiir den Verlust der Membranintegritdt und der damit verbundenen Zellin-
tegritat dar. Dieser Schaden fuhrt zum Verlust des Zellmilieus und damit zum Tod. Daher lassen diese
Beobachtungen den Schluss zu, dass Azole initial zu einem Wachstumsarrest, dann verzdgert zu einem
Zellwandintegritatsverlust und Tod einzelner oder mehrere Kompartimente einer Hyphe fihren.
Daruber hinaus zeigten die aufgenommenen Videosequenzen, dass sich der Zeitpunkt des Absterbens
zwischen einzelnen Kompartimenten einer Hyphe unterscheiden kann. Dies lieferte einen Hinweis, dass
Septen nicht nur bei der Behandlung von A. fumigatus mit Echinocandinen eine Rolle spielen kdnnten

[24,168], sondern ebenfalls bei der Behandlung mit Azolen.

4.2.2 Abhéngigkeit der beobachteten Verdnderungen des mitochondrialen Netzwerks (Frag-
mentieren, Lysieren oder Bersten der Zellmembran bzw. Zellwand) von der Azol-Konzentration

Die Abhangigkeit der oben beschriebenen Verdnderungen des mitochondriellen Netzwerks, die zum
Zelltod fuhren, mit den eingesetzten Azol-Konzentrationen, sollte untersucht werden. Fir diesen Ver-
such wurden wt-Sporen fir 9 h bei 37 °C ausgekeimt und anschlie3end mit denselben Voriconazol-
Konzentrationen, wie im vorhergehenden Versuch behandelt (0,4 ug ml-* Voriconazol als Konzentration
nahe der MIC und 1,27 pg ml! Voriconazol als hohe und sicherlich tddliche Konzentration [129]) An-

schlieRend wurden sie fur weitere 13 h bei 37 °C inkubiert. Einzelne Hyphen wurden mittels konfokaler
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Mikroskopie (GFP-Fluoreszenz und Durchlicht) aufgenommen. AnschlieRend wurden die Veranderun-
gen des mitochondriellen Netzwerks der einzelnen Kompartimente quantifiziert (siehe Abb. 24 D).

Bei 0,4 pg ml! Voriconazol starben ca. die Halfte der Kompartimente durch die Explosion der Zellmemb-
ran und der Zellwand. Ca. 10 % der Hyphen starben durch einen Verlust der Zellmembranintegritat und
dem dadurch ausgelésten Zelltod mit dem apoptotischen Merkmal der Fragmentierung der Mitochond-
rien. Ca. 15 % der Hyphen starben durch einen Verlust der Zellmembranintegritat und dem dadurch
ausgeltsten Zelltod mit dem apoptotischen Merkmal der der Lyse der Mitochondrien. AuRerdem (ber-
lebten ca. 15 % der Kompartimente 13 h Voriconazol-Behandlung.

Im Gegensatz dazu starben bei einer Konzentration von 1,27 pg ml-* Voriconazol ca. 70 % der Kompar-
timente durch einen Verlust der Zellmembranintegritédt und dem dadurch ausgeldsten Zelltod mit dem
apoptotischen Merkmal der Lyse der Mitochondrien und ca. 30 % durch einen Verlust der Zellmembra-
nintegritat und dem dadurch ausgeldsten Zelltod mit dem apoptotischen Merkmal der Fragmentierung
der Mitochondrien. Bei dieser hohen Azol- Konzentration tberlebten keine Kompartimente 13 h Inkuba-
tion.

Dieser Ergebnisse lie3en darauf schliel3en, dass die Azol-Konzentration einen Einfluss auf die Art des
Absterbens der Hyphen Kompartimente hat.
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Abbildung 24: Zellwandintegritatsverlust ausgeldst durch Voriconazol fiihrt zu 3 verschiedenen Absterbevarianten.
(A-D) 6x10*wt Sporen, die ein mtGFP exprimieren, wurden fiir 9 h bei 37 °C in SAB ausgekeimt. Nach 9 h wurde entweder 0,4
ug mit (A, D) oder 1,27 ug mi! (B, C und D) Voriconazol dem Medium hinzugefugt. (A-C) Einzelne Hyphen wurden mittels eines
konfokalen Lasermikroskops ca. alle 5 min tber 13 h aufgenommen. Zu sehen sind ausgewahlte Durchlicht- und GFP-Fluores-
zenz-Bilder. Die Bilder zeigen Ubereinandergelegte z-Stacks und bilden so die gesamte Hyphe ab. Der GrofRenbalken in den
Abbildungen entspricht 10 pm und gilt fur alle Bilder einer Hyphe. (D) Quantifizierung der beobachteten Absterbevarianten. Etwa
160 Hyphen Kompartimente wurde fiir jede Konzentration tGber 13 h analysiert. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung
dar.
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4.2.3 Azole 16sen eine verzogerte Aktivierung des Zellwandintegritatswegs aus

Die verschiedenen beobachteten Absterbevarianten, deuteten alle darauf hin, dass A. fumigatus bei
Behandlung mit Azolen durch den Verlust seiner Membranintegritat stirbt. Dies ahnelt dem Effekt der
Echinocandine [24,84], deren fungistatische Wirkung auf der Hemmung der 3-1,3-Glukansynthase be-
ruht. Die daraus resultierende Destabilisierung der Zellwand fuhrt zu einem Aufplatzen der Zellen und
aktiviert den Zellwandintegritéatsweg [24,84,168,185]. Daraus ergab sich die Frage, ob Azole ebenfalls
den Zellwandintegritatsweg aktivieren.

Um diese Frage zu beantworten, wurde ein Reporterkonstrukt bestehend aus dem Promotor des agsA
Gens aus A. niger und einer durch ihn regulierten Luciferase genutzt. Das agsA Gen kodiert in A. niger
eine 1,3-a-D-Glukansynthase, die durch den Zellwandintegritatsweg aktiviert wird [186]. Die Aktivierung
des Zellwandintegritétsweges fuhrt im Reporterkonstrukt zur Expression der Luciferase, die unter ATP-
Verbrauch im Medium vorhandenes Luciferin in Lumineszenz umsetzt.

Fur diesen Versuch wurden A. fumigatus Sporen, die dieses Konstrukt trugen, in AMM oder SAB fir 7 h
bei 37 °C in einer Mikrotiterplatte ausgekeimt. AnschlieRend wurde Voriconazol in den Konzentrationen
0; 3; 1,27; 0,71 und 0,53 ug mlt (Konzentrationen angelehnt an die Versuche in [129]) und 4 mM Luci-
ferin hinzugefiigt und die Mikrotiterplatte im CLARIOstar Plus bei 37 °C fur weitere 13 h inkubiert. Wah-
rend dieser Zeit wurde die emittierte Lumineszenz jeder Vertiefung der Platte ca. alle 5 min gemessen.
Die Ergebnisse einer Messung in AMM und in SAB sind in Abb. 25 dargestellt.

Die aufgenommenen Lumineszenz-Messungen zeigten fur die finf untersuchten Voriconazol-Konzent-
rationen sowie beide Medien einen vergleichbaren Kurvenverlauf Gber die Zeit. Erst nach 6 h Inkubation
waren Unterschiede der Kurven in beiden Medien erkennbar und dies sowohl in der Intensitat des Sig-
nals als auch im Verlauf der Kurven.

Die hdchste Intensitat der gemessenen Lumineszenz zeigten in beiden Medien die Hyphen, die mit 3
pg mlt Voriconazol behandelt wurden. Die Intensitat der Lumineszenz nahm mit der Azol-Konzentration
in beiden Medien ab. Zusatzlich war die gemessene Intensitat der Lumineszenz der Mikrokolonien in
SAB hoher als die der Mikrokolonien in AMM.

Der Verlauf der gemessenen Lumineszenz zeigte nach 2 h Co-Inkubation (Gesamt-Inkubationszeit 9 h)
einen Anstieg der emittierten Lumineszenz und dies unabhéngig von der Konzentration des Voricona-
zols. Dies wies darauf hin, dass zu diesem Zeitpunkt der Zellwandintegritatsweg und damit der Promotor
des agsA Gens durch Zellwandstress aktiviert wurde.

In der darauffolgenden Zeit stieg die Lumineszenz immer weiter an, bis sie nach 3 h bis 4 h Co-Inkuba-
tion mit Voriconazol ihren Hohepunkt erreichte. Nach diesem Hohepunkt fiel die Lumineszenz bis 6 h
nach Zugabe des Azols stetig ab. In SAB wurde bei allen getesteten Azol-Konzentrationen mit Aus-
nahme von 0,53 pg ml* nach 6 h keine Lumineszenz mehr detektiert. Bei 0,53 pg mi fiel die Lumines-
zenz auf ein bestimmtes Level ab und blieb dann nahezu konstant bis zum Ende der Messung.

In AMM fiel die Lumineszenz bei den Voriconazol-Konzentrationen 3 und 1,27 ug ml nach 6 h Co-
Inkubation ebenfalls auf 0 ab. Bei 0,71 und 0,53 pug ml* Voriconazol fiel die Lumineszenz auf ein basales
Level ab, verblieb ca. 1 - 2 h auf diesem Niveau und begann dann bis zum Ende der Messung wieder

anzusteigen.
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Der einheitliche Kurvenverlauf deutet darauf hin, dass der zeitliche Verlauf der Voriconazol Wirkung
unabhéngig von der Konzentration des Azols ist. Der Anstieg der Lumineszenz nach 2 h lasst den
Schluss zu, dass zu diesem Zeitpunkt der Zellwandintegritatsweg durch alle getesteten Voriconazol-
Konzentrationen aktiviert wurde. 3 — 4 h nach Zugabe des Azols begannen vermutlich Hyphen zu ster-
ben, wodurch die gemessene Lumineszenz sank, bis nach 6 h Co-Inkubation alle Hyphen tot waren. Da
bei 0,53 ug mltin SAB wahrscheinlich einige Hyphen tberlebten, fiel hier die Lumineszenz nicht kom-
plett auf 0 ab. Dies stimmt mit den zugehérigen Bildern, die nach den Messungen von den Kulturen
aufgenommen wurden, liberein (siehe Abb. 25).

Die in den AMM-Kulturen gemessenen Kurven zeigten einen &hnlichen Verlauf wie die in SAB gewach-
senen Kulturen. Das deutet darauf hin, dass die Aktivierung des Zellwandintegritdtsweges in beiden
Medien ahnlich ablief. Bei 0,71 und 0,53 pg ml! Voriconazol zeigte sich 6 h nach Zugabe des Azols ein
Unterschied in der gemessenen Lumineszenz. Hier fiel die gemessene Lumineszenz nicht auf 0 ab und
stieg nach einer Stagnationsphase von ca. 1 - 2 h wieder stetig bis zum Ende der Messung an. Die
Umsetzung von Luciferin in Lumineszenz erfordert ATP. Aus diesem Grund lasst der fehlende Abfall
auf 0 vermuten, dass ein gewisser Anteil der Hyphen die Behandlung mit Voriconazol lberlebte.

Der Anstieg der Lumineszenz im weiteren Verlauf der Messung, kdnnte damit erklart werden, dass eine
basale Aktivitat des agsA Promotors auch ohne Aktivierung des Zellwandintegritdtsweges vorhanden
war. So fand eine geringe Expression der Luciferase statt, wie es bei Doxyzyklin-induzierbaren Promo-
toren bereits beobachtet wurde [174]. Auf Grund der zugewachsenen Kulturen, kdnnte vermutet wer-
den, dass die Hyphen, die den Azol-Stress lberlebten, nach 2 h Arrest weiterwuchsen. So wurde durch
die Erhdéhung der Biomasse der Umsatz an Luciferin durch die basal exprimierten Luciferase immer

weiter gesteigert.
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Abbildung 25: Azole |6sen eine verzogerte Aktivierung des Zellwandintegritatswegs aus in (A) SAB und (B) AMM.
A. fumigatus Sporen, die ein Luciferase-Reporterkonstrukt unter dem agsA Promotor von A. niger exprimierten, wurden in (A)
SAB und (B) AMM in einer Mikrotiterplatte 7 h bei 37 °C ausgekeimt. AnschlieRend wurde Voriconazol in den Konzentrationen
0, 3, 1,27, 0,71 und 0,53 pg mi* und 4 mM Luciferin hinzugefiigt. Fur die folgenden 13 h wurde die entstehende Lumineszenz

mit einem CLARIOstar Plus gemessen. Nach 17 h Inkubation mit Voriconazol wurden exemplarische Fotos der gemessenen
Kulturen aufgenommen, diese sind neben den Diagrammen zu sehen.

4.2.4 Septen verldngern die Uberlebenszeit von Voriconazol-behandelten Hyphen

Die vorhergehenden Experimente zeigten, dass Azole die Zellwandintegritat des Pilzes beeintrachtigen.
Wie bereits erwahnt, stellt dies eine Parallele zur Wirkung der Echinocandine dar. Fir diese Wirkstoffe
konnte gezeigt werden, dass Septen eine wichtige Rolle fiir das Uberleben des Pilzes spielen. Die Inhi-
bierung der R-1,3-Glukansynthase fiihrt zu geschwollenen, kurzen und stark verzweigten Hyphen mit
dickerer Zellwand, von denen einige lysieren [187,188]. Durch Septen wird die Schadigung der Hyphen
auf wenige, direkt betroffene Kompartimente beschrankt [167,189]. Bei der Behandlung mit Azolen
kommt es unter anderem ebenfalls zur Lyse von Hyphen (siehe Kapitel 4.2.1). Dies warf die Frage auf,
ob Septen ebenfalls zum Uberleben von A. fumigatus in Gegenwart von Azolen beitragen.

Fir diese Fragestellung wurde das Uberleben von Hyphen des Wildtyps, der Arho4 Mutante und deren
Komplementante Arho4 + rho4 unter Azol-Stress verglichen. Rho4 gehdrt zu den Rho-GTPasen und
spielt wahrend der Zytokinese eine wichtige Rolle. Es lagert sich an den Stellen der Septum-Bildung an
und kontrolliert dort die Bindung und Entstehung des Aktin-Rings. Ohne Rho4 kann dieser Prozess nicht
stattfinden, wodurch Arho4 keine oder nur wenige Septen bildet [168,190,191]. Alle drei StAmme expri-
mierten ein zytosolisches GFP.

Fir den Versuch wurden Sporen aller drei Stdmme 11 h ausgekeimt und dann fiir 5 h 1,27 yg mi*
Voriconazol ausgesetzt. AnschlieRend wurden die partiell lebendigen (mind. 1 lebendes Kompartiment),
die komplett intakten (alle Kompartimente sind noch lebendig) und die toten Hyphen der jeweiligen

Stamme ausgezahlt (siehe Abb. 26).
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Sowohl wt als auch die Komplementante Arho4 + rho4 wiesen nach 5 h Co-Inkubation ca. 60-70 %
Hyphen auf, bei denen noch mind. 1 Kompartiment lebendig war und ca. 5 % bei denen die komplette
Hyphe noch lebendig war. Von den Arho4 Hyphen lebten nur noch ca. 5 %. Diese waren alle komplett
intakt. Die Anzahl der lebenden Hyphen der Arho4 Mutante, entsprach in etwa dem Anteil der komplett
intakten Hyphen des wt und der Komplementante.

Dies legte den Schluss nahe, dass Septen eine Rolle beim Uberleben unter Azol-Stressbedingungen
zukommt und dass sie die Uberlebenszeit von A. fumigatus Hyphen bei einer tddlichen Voriconazol-
Konzentration verlangern kénnen. Dieser Effekt zeigte sich allerdings zeitlich begrenzt. Da diese Vori-
conazol-Konzentration deutlich tiber der MIC lag [129], starben nach einer verlangerten Inkubation alle
Hyphen des wt als auch der Arho4 Mutante und deren Komplementante Arho4 + rho4.
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Abbildung 26: Septen verlangern die Uberlebenszeit von A. fumigatus Hyphen unter Voriconazol-Stress.

A. fumigatus wt, Arho4- und Arho4 + rho4 Sporen, die ein zytosolisches GFP exprimierten, wurden fur 11 h bei 37 °C in SAB
ausgekeimt. Dann wurden dem Medium 1,27 pg ml* Voriconazol hinzugefiigt und die Hyphen fir weitere 5 h bei 37 °C inkubiert.
AnschlieRend wurden sie mit Trypanblau gefarbt. Trypanblau kann durch seine negative Ladung nur in tote Zellen eindringen und
in diesen die noch vorhandene GFP-Fluoreszenz quenchen. [175]. Die Hyphen mit mind. einem lebendigen Kompartiment (par-
tiell lebendig) und komplett intakte Hyphen wurden anonymisiert ausgezéahlt. Pro Stamm wurden insgesamt ca. 400 Hyphen
gezéhlt. Das Balkendiagramm zeigt das Ergebnis eines Experiments. Die Fehlerbalken im Diagramm zeigen die Standardabwei-
chung. Auf der rechten Seite wird ein exemplarisches Fluoreszenzbild einer teilweise lebendigen wt Hyphe gezeigt. Das Bild zeigt
Ubereinandergelegte z-Stacks und bildet so die gesamte Hyphe ab (griin, GFP; rot, Trypanblau). Im toten Kompartiment der
Hyphe wurden durch das Trypanblau Ablagerungen, die sich scheinbar an der Zellwand befinden, eingefarbt. Es ist zu vermuten,
dass es sich dabei um Chitin oder Glukan handelt [175]. Der GréRenbalken im Bild entspricht 10 pm.

4.2.5 Die Behandlung mit Azolen fuhrt zur Ablagerung von Zellwandkohlenhydraten

Die Trypanblau-Farbung im vorhergehenden Experiment zur Rolle der Septen in Azol-behandelten Hy-
phen farbte zusatzlich zur Loschung des GFP-Signals in den toten Kompartimenten rundliche Struktu-
ren innerhalb der Hyphen an (vgl. Abb. 26).
In der Literatur wurde beschrieben, dass Trypanblau Zellwandkohlenhydrate anfarben kann [175]. Dies
lie vermuten, dass es sich bei den eingefarbten Strukturen um Zellwandkohlenhydrate handeln kénnte.
Um diese Ablagerungen genauer zu charakterisieren, wurden zwei Farbemethoden angewendet, die
spezifisch Zellwandbestandteile anfarben:

1. Calcofluorweil3 (Abk. CFW) ist eine fluoreszierende Substanz oder optischer Aufheller. Dieser

Farbstoff bindet an 3-1,3- oder R-1,4-Polysaccharide, die zum Beispiel in Cellulose oder Chitin
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vorkommen. Bei Anregung mit UV-Strahlung, fluoresziert der Farbstoff in einer intensiven
weil3/blauen Farbe [192].

2. Anlilinblau ist ein Fluorochrom, das spezifisch an 3-1,3-Glukan bindet und bei einer Anregung
mit Licht zwischen ca. 360 bis 370 nm grun-gelblich fluoresziert (ca. 495 nm). Ist kein 1,3-Glu-

kan in der Zellwand vorhanden, so fluoresziert die Zellwand unspezifisch blaulich [180,193].

4.2.5.1 Voriconazol-Exposition fuhrt zu Chitin-Ablagerung in A. fumigatus Hyphen

Mittels CFW-Farbung wurde untersucht, ob die beobachteten Azol-induzierten Ablagerungen Chitin ent-
halten. Wt Sporen eines A. fumigatus Stammes, der ein mtGFP exprimierte, wurden 10 h in auf Deck-
glaschen ausgekeimt. AnschlieBend wurden die Hyphen mit 0 ug mit (Kontrolle), 0,4 ug ml-* oder 1,27
pg mlt Voriconazol 5 h co-inkubiert, fixiert und CFW-gefarbt. Die fixierten Hyphen wurden mittels eines
konfokalen Fluoreszenzmikroskops analysiert (siehe Abb. 27).

Die unbehandelten Hyphen zeigten ein tubuléres mitochondriales Netzwerk, sowie eine gleichméaRig
CFW-gefarbte Zellwand und Septen (Chitin). Das mitochondriale Netzwerk, der mit 0,4 ug ml-* Vorico-
nazol behandelten Hyphen, war grof3tenteils fragmentiert und einige Hyphen zeigten eine zytosolische
GFP-Fluoreszenz. Die Hyphen, die mit 1,27 ug ml! Voriconazol behandelt wurden, zeigten meist eine
zytosolische GFP-Fluoreszenz, wahrend einige ein fragmentiertes mitochondriales Netzwerk aufwie-
sen.

Die CFW-Farbung zeigte bei allen mit Voriconazol behandelten Hyphen Chitin-Ablagerung an der Zell-
wand bzw. Zellmembran. Die eingeféarbten Strukturen entsprachen in Menge, Auftreten und Aussehen,
den mit Trypanblau-angefarbten Strukturen des vorhergehenden Experiments.

Dies zeigt, dass die durch Azole hervorgerufenen Ablagerungen zu einem signifikanten Teil aus Chitin

bestehen.
mitoGFP CFW Uberlagerung
unbehandelt
+0,4 g ml-" Vori e R
e TR Ty
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Abbildung 27: Voriconazol-Exposition fuhrt zu Chitin-Ablagerung in A. fumigatus Hyphen.

A. fumigatus Sporen, die ein mtGFP exprimierten, wurden auf Deckglaschen in SAB fur 10 h bei 37 °C ausgekeimt. AnschlieRend
wurde 0; 0,4 oder 1,27 pug mi* Voriconazol hinzugefiigt und nach weiteren 5 h Co-Inkubation wurden die Hyphen mit Formaldehyd
fixiert, mit CFW-geféarbt und mit einem konfokalen Lasermikroskop analysiert. Die Bilder zeigen Ubereinandergelegte z-Stacks
und bilden so die gesamte Hyphe ab. Gezeigt werden die Mitochondrien (GFP, linke Spalte), Chitin (CFW-Farbung, mittlerer
Spalte) und die Uberlagerung beider Kanale (rechter Spalte). Der GréRenbalken im Bild entspricht 10 pm und gilt fur alle gezeigten
Bilder.
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4.2.5.2 Voriconazol-Exposition flihrt zu Glukan-Ablagerung in A. fumigatus Hyphen

Die CFW-Farbung zeigte, dass die durch Azole ausgelésten Ablagerungen Chitin enthalten. In einem
zweiten Schritt sollte untersucht werden, ob diese Ablagerungen ebenfalls 3-1,3-Glukan, den Hauptbe-
standteil der Aspergillus-Zellwand, enthalten [168]. Ausgekeimte Hyphen des wt und einer Mutante,
deren 3-1,3-Glukansynthase Gen unter der Kontrolle eines Doxyzyklin-induzierbaren Promotors stand
(fksleton [167], unter reprimierten Bedingungen), wurden fir 8 h in SAB ausgekeimt und anschlieend
mit 1,27 ug ml* Voriconazol behandelt. Nach 10 h Co-Inkubation wurden die Hyphen fixiert und mit
Anilinbau gefarbt [169]. Die fkslw.ion Mutante unter reprimierten Bedingungen diente dabei als Kontrolle
fur die B-1,3-Glukan-spezifische Farbung. Die Mikroskopie wurde in Zusammenarbeit mit Veronika Lo-
iko durchgefihrt. Wie in der Arbeit von V. Loiko beschrieben [169], fluoresziert die durch Anilinblau
angefarbte Zellwand von A. fumigatus wt bei Anregung Glukan-spezifisch griin. Das Fehlen von 3-1,3-
Glukan wird durch eine unspezifische blaue Fluoreszenz angezeigt.

Abb. 28 zeigt Aufnahmen der Anilinblau-Fluoreszenz und das Durchlichtbild von Hyphen des wt und der
fksleton Mutante nach Azol-Exposition. Wahrend die fksleion Hyphen unspezifisch blau fluoreszierten,
zeigten die wt Hyphen eine griine Fluoreszenz. Die Ablagerungen in den wt Hyphen waren ebenfalls
grun-fluoreszierend zu sehen. Dies bestétigte, dass die Ablagerungen, die durch Voriconazol in den
Hyphen entstehen, neben Chitin ebenfalls Glukan enthalten.

Diese Experimente zeigten, dass die durch Azol ausgeldsten Ablagerungen die beiden wichtigsten Zell-
wandkohlenhydrate 3-1,3-Glukan und Chitin enthalten.

Abbildung 28: Durch Azole induzierte Ablagerungen an der Zellwand von A. fumigatus enthalten Glukan.

Sporen von A. fumigatus, die ein zytosolisches GFP exprimierten, wurden zusammen mit Sporen einer konditionelle 3-1,3-Glukan
Synthase Mutante (fkslion) unter reprimierten Bedingungen auf Deckglaschen in SAB bei 37 °C ausgekeimt. Nach 8 h wurden
sie mit 1,27 pug ml*? Voriconazol behandelt und weitere 10 h inkubiert. AnschlieRend wurden die Hyphen fixiert, mit Anilinblau
gefarbt und direkt mittels Fluoreszenzmikroskop untersucht. Die Mikroskopie wurde in Zusammenarbeit mit Veronika Loiko durch-
gefuhrt. Im linken Bild wird die Glukan-spezifische (griin) und -unspezifische (fkslieon; blau) Fluoreszenz gezeigt. Das rechte Bild
zeigt den Durchlicht-Kanal. Im Durchlichtbild sind die Hyphen der verschiedenen Stamme gekennzeichnet. Die MaRpfeile mar-
kieren die Glukan-Ablagerungen des wt. Der Groé3enbalken entspricht 5 um gilt fiir beide Bilder.

4.2.6 Die Bildung der Zellwand-Ablagerung korreliert mit der Aktivierung der Zellwandstress-
Antwort in A. fumigatus

Sowohl der mittels des Ags/Lux-Reporterkonstrukts nachgewiesene Zellwandstress als auch das Auf-
treten der Zellwandkohlenhydrat-Ablagerung folgten nicht direkt nach Voriconazol-Exposition, sondern
traten erst zeitlich versetzt auf.

Um einen mdglichen Zusammenhang des Auftretens der Ablagerungen mit dem zeitlichen Verlauf des

Zellwandstresses zu untersuchen, wurden A. fumigatus wt Sporen fiir 7 h ausgekeimt und anschlieRend
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mit verschiedenen Konzentrationen an Voriconazol behandelt (0,53, 0,71, 1,27 oder 3 ug ml-* angelehnt
an den Versuch aus Kapitel 4.2.3). Nach 2, 3 und 5 h Co-Inkubation wurden die Hyphen fixiert, CFW-
geférbt und anschlielend der Anteil der Hyphen mit Ablagerungen quantifiziert.

Hierbei wurden die Hyphen, die nur eine Zellwandkohlenhydrat-Ablagerung in der Hyphenspitze zeig-
ten, nicht gezahlt, da an dieser Stelle auch in unbehandelten Hyphen solche Ablagerungen gefunden
werden kdnnen [180]. Die untersuchten Zeitpunkte markieren den Beginn, den H6hepunkt und das Ende
des Zellwandstresses im Versuch mit dem Ags/Lux-Reporter.

In Abb. 29 sind die prozentualen Anteile der Hyphen gezeigt, die zum untersuchten Zeitpunkt bei der
jeweiligen Voriconazol-Konzentration Ablagerungen aufwiesen. Nach 2 h Co-Inkubation waren bei allen
vier Konzentrationen in unter 10 % der Hyphen Ablagerungen nachweisbar. Nach 3 h Co-Inkubation
wiesen ca. 78 % der Hyphen bei 3 ug ml* und ca. 71 % bei 1,27 ug mlt Ablagerungen auf. Im Gegensatz
dazu waren bei 0,71 pyg ml-* Voriconazol nur ca. 35 % und bei 0,53 pg mlt nur ca. 19 % der Hyphen
betroffen. Nach 5 h zeigten in allen untersuchten Voriconazol-Konzentrationen fast 100 % der Hyphen
Chitin Ablagerungen. Die Anzahl der Ablagerungen nahm umso schneller zu, je hher die Konzentration
an Voriconazol war.

Dies zeigt, dass die Zeit des Auftretens und die Anzahl der Ablagerungen von der verwendeten Azol-
Konzentration abhéngen. AulRerdem lassen die Ergebnisse vermuten, dass zwischen den Ablagerun-

gen und dem Zellwandstress ein kausaler Zusammenhang bestehen konnte.
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Abbildung 29: Die Geschwindigkeit des Auftretens Zellwandkohlenhydrat-Ablagerungen ist abhangig von der Hohe der
Voriconazol-Konzentration und féllt zeitlich mit dem Beginn des Zellwandstresses zusammen.

Wt-Sporen wurden 7 h in SAB ausgekeimt (vgl. Kapitel 4.2.3) und dann dem Medium 0,53; 0,71; 1,27 oder 3 pg ml** Voriconazol
hinzugefiigt. Nach 2, 3 und 5 h Co-Inkubation wurden die Hyphen fixiert und CFW-gefarbt. Die Anzahl der Hyphen mit Chitin-
Ablagerungen wurde mit einem Fluoreszenz-Mikroskop ausgewertet. Hyphen mit einer einzelnen Ablagerung in der Hyphenspitze
wurden nicht gezahlt, da an dieser Stelle auch in unbehandelten Hyphen solche Ablagerungen gefunden werden kénnen. Die
Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar.

4.2.7 Sporen bilden nach der Behandlung mit Voriconazol ebenfalls Zellwandkohlenhydrat-
Ablagerungen

In allen vorhergehenden Experimenten wurde der Einfluss von Azolen und das Auftreten der Zellwand-
kohlenhydrat-Ablagerungen in A. fumigatus Hyphen untersucht. Allerdings werden durch Azole nicht
nur Hyphen, sondern auch Sporen erfolgreich abgetétet [129]. Um A. fumigatus Sporen auf das Auftre-

ten solcher Zellwandkohlenhydrat-Ablagerungen zu untersuchen, wurden Sporen, die ein mtGFP
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exprimierten, mit 1,27 ug ml-* Voriconazol in SAB fiir 45 h inkubiert und anschlieBend CFW-gefarbt. Als
Vergleich dienten Sporen des gleichen Stammes, die in SAB ohne Voriconazol gegeben und CFW-
gefarbt wurden (siehe Abb. 30).

Die Sporen ohne Azol Behandlung zeigten eine durch CFW-gefarbte gleichférmige Zellwand und ein
tubulares Netzwerk an Mitochondrien. Im Vergleich dazu waren die mit Voriconazol behandelten Sporen
angeschwollen und zeigten entweder keine oder eine zytosolische GFP-Fluoreszenz. Das Fehlen der
GFP-Fluoreszenz, deutete darauf hin, dass die Sporen abgestorben waren.

Die CFW-Farbung farbte an der Zellwand der mit Voriconazol inkubierten Sporen Strukturen an, die den
beobachteten Kohlenhydrat-Ablagerungen stark ahnelten.

Daraus konnte abgeleitet werden, dass Sporen bei Behandlung mit Azolen ebenfalls Zellwandbestand-
teile ablagern und mdoglicherweise durch dieselben Mechanismen abgetttet werden, wie ausgekeimte
Azol-exponierte Hyphen.

Durchlicht mitoGFP CFW Uberlagerung Durchlicht mitoGFP CFW Uberlagerung
-
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Abbildung 30: Mit Voriconazol behandelte Sporen bilden Chitin-Ablagerungen an der Zellwand.

Sporen, die ein mtGFP exprimieren, wurden entweder direkt CFW-gefarbt (linke Bildhélfte) oder mit 1,27 ug ml? Voriconazol fur
45 h bei 37 °C in SAB inkubiert (rechte Bildhélfte) und anschlie3end CFW-gefarbt. Die ruhenden Sporen wurden mit einem kon-
fokalen Lasermikroskop analysiert. Gezeigt werden reprasentative Einzelbilder des Durchlichts (rechts), des mtGFPs (Mitte links),
der CFW-Farbung (Mitte rechts) und der Uberlagerung von mtGFP und CFW (rechts). Der Gréenbalken entspricht 5 um und gilt
fur alle gezeigten Aufnahmen.

4.2.8 Lokalisation der Azole-abhangigen Zellwandkohlenhydrat-Ablagerungen aullerhalb der
Zellmembran von A. fumigatus

Die bisherigen Experimente konnten den Ort, an dem sich die Zellwandbestandteile ablagern, nicht mit
Sicherheit zeigen. Vorstellbar war innerhalb der Zellmembran in intrazellularen Vesikeln oder au3erhalb
der Zellmembran an der Zellwand. Fur die genaue Lokalisation der Ablagerungen wurde ein A. fumi-
gatus Stamm verwendet, der ein GFP-markiertes Wscl und gleichzeitig ein mtRFP [129] exprimierte.
Wscl ist ein Zellmembran-verankerter Stress-Sensor des Zellwandintegritdtswegs [24,168]. Er diente
in diesem Versuch dazu die Zellmembran zu markieren. Das mtRFP markierte die Mitochondrien.

Die fiir 9 h ausgekeimten Hyphen dieses Stammes wurden mit 0,53 ug ml* Voriconazol behandelt und
nach ca. 4 h Co-Inkubation mit einem konfokalen Mikroskop untersucht (siehe Abb. 31).

Die Hyphen zeigten zu diesem Zeitpunkt noch ein intaktes, tubuldres mitochondrielles Netzwerk
(mtRFP). Die durch Wscl markierte Zellmembran war an manchen Stellen ins Zellinnere gewendet und
verdrangte dadurch das mitochondrielles Netzwerk. In der Durchlichtaufnahme ist zu sehen, dass sich

in diesen Einstllpungen die bereits beobachteten Zellwandkohlenhydrat-Ablagerungen gebildet hatten.
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Die Markierung der Zellmembran durch Wsc1-GFP demonstriert, dass es sich bei den Ablagerungen
nicht um intrazellulare Vesikel handelt, sondern um Ablagerungen an der Zellwand auf3erhalb der Zell-
membran.

Das rechte auf3ere Bild in Abb. 31 stellt eine ,Heatmap® der Fluoreszenz des Wsc1-GFP dar. Die ,He-
atmap® zeigt ein erhéhtes Vorkommen des Sensors an den Stellen, an denen die Ablagerungen die
Zellmembran einstiilpten (markiert durch Maf3pfeile). Es ist zu vermuten, dass das erhdhte Vorkommen
der Sensoren auf erhdhten lokalen Zellwandstress zurtickzufiihren ist.

Durch die Markierung der Zellmembran war es auerdem mdoglich, den zeitlichen Verlauf der Kohlen-
hydrat-Ablagerungen zu verfolgen (siehe Abb. 32). Nach ca. 2 h Co-Inkubation begann sich die Memb-
ran einzustulpen. Die Ablagerungen wurden dann bis ca. 5 h nach Zugabe des Azols immer gro3er. Zu
diesem Zeitpunkt zeigte Wsc1l, wie in der Abbildung zu erkennen, die hdchste Fluoreszenz-Intensitat im
Bereich der Membran nahe der Ablagerungen. Die in Abb. 32 gezeigte Hyphe starb nach ca. 6 h Co-

Inkubation. Zu diesem Zeitpunkt verteilte sich die Fluoreszenz des Wsc1l-GFPs in der kompletten Hy-

phe.

Abbildung 31: Die Voriconazol-induzierte Ablagerungen von Zellwandkohlenhydraten findet an der Zellwand statt und
stiulpt die darunterliegende Zellmembran ein.

A. fumigatus Sporen, die ein mtRFP und ein Wsc1-GFP exprimierten, wurden in SAB fir 9 h bei 37 °C ausgekeimt. Dann wurde
dem Medium 0,53 ug mi™ Voriconazol hinzugefiigt und die Hyphe fur weitere 4 h inkubiert. AnschlieRend wurde die Hyphe mit
einem konfokalen Lasermikroskop untersucht. Die Bilder zeigen Gibereinandergelegte z-Stacks und bilden so die gesamte Hyphe
ab. Die Bilder zeigen die Durchlichtaufnahme (links), die Mitochondrien, gefarbt durch mtRFP (griin eingeféarbt, Mitte links), das
Wsc1-GFP (eingefarbt in ,glow dark color®, Mitte), die Uberlagerung der beiden Fluoreszenz-Kanéle (Mitte Rechts) und die Wsc1-
GFP Fluoreszenz dargestellt als Heatmap, die zeigt an welchen Stellen die héchste Dichte an Wscl zu finden war (rechts). Die
Stellen, an denen die Zellmembran durch die gebildeten Zellwandkohlenhydrat-Ablagerungen eingedriickt wird und die héchste
Dichte an Wsc1-GFP vorliegt, werden durch MaBpfeile markiert. Der GroRenbalken entspricht 5 um und kann auf alle gezeigten
Bilder angewendet werden.



Ergebnisse |88

1h20min 1h40min > 2h10min

L

>
3
-

2h50min 4h50min 5h50min

4h50min v 5h50min

Abbildung 32: Bildung der Zellwandkohlenhydrat-Ablagerungen nach Zugabe von Voriconazol.

Eine A. fumigatus Hyphe, die Wsc1-GFP exprimierte, wurde nach 9 h Wachstum in SAB bei 37 °C mit 0,53 pug mi™ Voriconazol
behandelt. AnschlieRend wurde die Hyphe mit einem konfokalen Lasermikroskop tiber die Zeit aufgenommen. Die Bilder zeigen
Ubereinandergelegte z-Stacks und bilden so die gesamte Hyphe ab. Die Bilder zeigen den Durchlicht-Kanal (A) und das Wsc1-
GFP (eingefarbt in ,glow dark color, B). Die Stellen, an denen die Zellmembran durch die gebildeten Zellwandkohlenhydrat-
Ablagerungen eingedriickt wird und die héchste Dichte an Wsc1-GFP vorliegt, werden durch MaRpfeile markiert. Der Gro3enbal-
ken entspricht 10 um und gilt fir alle gezeigten Bilder.

4.2.9 Die Azole-abhangige Ablagerung von Zellwandkohlenhydraten kann mit weiteren zell-
membranstandigen Stress-Sensoren dargestellt werden

Wsc1 stellt nur einen der Stress-Sensoren der A. fumigatus Zellmembran innerhalb des Zellwandinteg-
ritatsweges dar [24]. In einem weiteren Versuch wurde untersucht, ob MidA, ebenfalls ein membran-
standiger Sensor des Zellwandintegritatsweges [168], auch als Markierung fur die Veranderungen der
Zellwand bei Azol-Stress genutzt werden kann.

Fur diesen Versuch wurde ein A. fumigatus Stamm genutzt, der ein MidA-GFP exprimiert [168]. Er

wurde analog zum Wsc1 Experiment 9 h ausgekeimt und dem Medium anschlieend 0,53 ug ml?
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Voriconazol hinzugefiigt. Die Hyphen wurden dann mit einem konfokalen Lasermikroskop tber 13 h
aufgenommen. MidA-GFP markierte, wie Wsc1-GFP, die Zellmembran der beobachteten Hyphen.

Die Aufnahmen in Abb. 33 zeigen, dass wéahrend der Bildung der Zellwandkohlenhydrate, die durch
MidA-GFP markierte Zellwand nach innen verdrangt wurde. Diese Beobachtung entspricht der Be-
obachtung des Wsc1-GFP Experiments und bestatigte diese.

Die GFP-Fluoreszenz des Sensors innerhalb der Membran war, wie im Wsc1-GFP Experiment, an den
Stellen der Zellwandkohlenhydrate erhéht (markiert durch MaRpfeile in Abb. 33). Dies lies den Schluss
zu, dass es an diesen Stellen zu einem erhdhten Vorkommen mehrerer Zellwand Stress-Sensoren
kommt. Wie oben erwahnt, lasst diese Beobachtung den Schluss zu, dass das erhdhte Vorkommen der

Sensoren auf erhohten lokalen Zellwandstress zuriickzufiihren ist.

Abbildung 33: Das Verdrangen der Zellmembran durch Zellwandkohlenhydrat-Ablagerungen kann ebenfalls durch MidA-
GFP dargestellt werden.

A. fumigatus Sporen, die ein MidA-GFP exprimierten, wurden in SAB-Medium fiir 9 h bei 37 °C ausgekeimt. Dann wurden dem
Medium 0,53 ug ml* Voriconazol hinzugefiigt und die Hyphen mit einem konfokalen Lasermikroskop uber die Zeit aufgenommen.
Die gezeigten Aufnahmen stellen Uberlagerungen eines z-Stacks an Bildern dar, der durch die gesamte Hyphe aufgenommen
wurden. Die Bilder zeigen die Durchlichtaufnahme (links) und das MidA-GFP (eingefarbt in ,glow dark color”, rechts). Die erhohte
Fluoreszenz des MidA-GFP an den Stellen der Zellwandkohlenhydrat-Ablagerungen wurde zusétzlich durch MaR3pfeile markiert.
Der GroRenbalken entspricht 10 um und gilt fur alle gezeigten Bilder.

4.2.10 Die Inhibierung der Glukansynthase Fks1 verandert die Wirkung von Azolen auf A. fu-
migates

Die bisherigen Ergebnisse zeigten, dass Azole, die Ablagerung von Zellwandkohlenhydraten an der
Zellwand von A. fumigatus auslésen. Diese Anreicherung fihrt zum Verdrangen der Zellmembran und
so zu Zellwandstress. Wie in einem der vorhergehenden Experimente gezeigt, ist 3-1,3-Glukan, ein
wichtiger Bestandteil der Zellwand von A. fumigatus [24,167,168,180], in den Ablagerungen vorhanden.
Eine andere Klasse der Antimykotika, die Echinocandine, hemmen die Synthese dieses Zellwandbe-
standteils, indem sie non-kompetitiv an die Fks1-Untereinheit des Enzyms binden [55,194].

Bei einer Behandlung von A. fumigatus mit Azolen und Echinocandinen wére es vorstellbar, dass durch
die Inhibition der 3-1,3-Glukansynthase die durch Azole ausgeldsten Ablagerungen von Glukan an der
Zellwand reduziert werden kénnten. Diese mogliche antagonistische Wirkung beider Antimykotika

wurde in den folgenden Experimenten untersucht.

4.2.10.1 Die durch Azole ausgeldsten Chitin-Ablagerungen zeigen ein verandertes Aussehen und Auftreten bei
Inhibierung der R-1,3-Glukansynthase durch Caspofungin

Der Einfluss von Caspofungin auf die Bildung und das Aussehen der durch Voriconazol ausgeldsten
Kohlenhydrat-Ablagerungen wurde, wie in den vorhergehenden Experimenten, an ausgekeimten Hy-

phen untersucht. Die wt Sporen wurden fiir 9 h in SAB ausgekeimt und dann mit 1,27 ug ml-* Voriconazol
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behandelt. Nach 30 min Co-Inkubation wurde dem Medium 4 pug ml-t Caspofungin hinzugefiigt und die
Hyphen nach weiteren 4 h Co-Inkubation fixiert und CFW-geféarbt (siehe Abb. 34).

Die durch Voriconazol ausgeltsten Zellwand Ablagerungen sahen in Kapitel 4.2.5.1 und in diesem Ver-
such (vgl. Abb. 27 und Abb. 34) aus wie grol3e kristalline Strukturen, die sich vor allem an der Zellwand
und an den Septen bildeten. Die Hyphe, die zusatzlich mit Caspofungin behandelt wurde, zeigte im
Unterschied dazu deutlich mehr und kleinere Zellwandkohlenhydrat-Ablagerungen (vgl. Abb. 34). Diese
Ablagerungen waren auf3erdem gleichmaRiger in der Hyphe verteilt.

Das veranderte Aussehen der Zellwandkohlenhydrat-Ablagerungen deutete darauf hin, dass die zu-
satzliche Behandlung mit einem Echinocandine, einen Einfluss auf die Ablagerungen hat und dass eine

antagonistische Wirkung beider Antimykotika mdoglich ist.
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Abbildung 34: Die Inhibierung der 3-1,3-Glukansynthase fuhrt zu einem verénderten Aussehen der Zellwandkohlenhyd-
rat-Ablagerungen.

A. fumigatus wt Sporen wurden in SAB auf Deckglaschen firr 9 h ausgekeimt. Dann wurden dem Medium 1,27 ug ml* Voriconazol
(Vori) hinzugefiigt und wenn angegeben nach 30 min zusatzlich 4 ug ml* Caspofungin (Vori+Caspo). Nach 4 h Co-Inkubation
wurden die Hyphen fixiert, CFW-gefarbt und mit einem konfokalen Lasermikroskop aufgenommen. Die gezeigten Aufnahmen
stellen Uberlagerungen eines z-Stacks an Bildern dar, der durch die gesamte Hyphe aufgenommen wurden. Der GréRenbalken
stellt 10 ym dar und gilt fuir beide gezeigten Bilder.

4.2.10.2 Die Inhibierung der Glukansynthase verzogert den fungiziden Effekt der Azole auf A. fumigatus

Die CFW-Farbung im vorhergehenden Experiment zeigte, dass die simultane Behandlung mit Vorico-
nazol und Caspofungin einen Einfluss auf das Aussehen der Zellwandkohlenhydrat-Ablagerungen hat.
Darauffolgend wurde untersucht, ob Echinocandine ebenfalls den fungiziden Effekt der Azole auf A.
fumigatus verandern kénnen.

Dazu wurden 9 h ausgekeimte Hyphen, die ein mtGFP exprimierten, mit 1,27 pug ml! Voriconazol be-
handelt. Nach 30 min Co-Inkubation wurde einem Teil der Hyphen zusatzlich 4 ug ml* Caspofungin
hinzugefiigt. Nach 5 h und 6 h Co-Inkubation wurden fur beide Bedingungen die Uberlebenden Kom-
partimente ausgezéhlt. Lebende Kompartimente wurden anhand ihrer tubulare Mitochondrien-Morpho-
logie und Bewegung der Mitochondrien identifiziert (vgl. [182]) . Die Grafik in Abb. 35 zeigt die Ergeb-
nisse aus sieben unabhéngigen Experimenten.

Nach 5 h Co-Inkubation wurden ca. ein Drittel mehr (37 % vs. 60 %) Uberlebende Kompartimente inner-
halb der Hyphen, die mit Voriconazol und Caspofungin behandelt wurden, gezahlit. Nach 6 h Co-Inku-
bation waren es in dieser Bedingung ca. doppelt so viele Uberlebende Kompartimente (17 % vs. 43 %)

im Vergleich zu den Hyphen, die nur mit Voriconazol behandelt wurden.
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Der hoéhere Anteil an Uberlebenden Hyphen nach 5 h und 6 h Co-Inkubation mit beiden Antimykotika,
deutet darauf hin, dass Caspofungin und damit die Inhibition der Glukansynthase den fungiziden Effekt
der Azole verzdgern kann. Der beobachtete Effekt scheint durch eine weitere Stunde Co-Inkubation
sogar noch verstarkt zu werden. Diese Beobachtungen kdnnten auf eine antagonistische Wirkung bei-
der Antimykotika unter in vitro-Bedingungen hindeuten.

Nach verlangerter Inkubation starben trotz der verlangerten Lebenszeit alle der mit Voriconazol und

Caspofungin behandelten Hyphen.
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Abbildung 35: Die Behandlung mit Caspofungin verlangert die Uberlebenszeit von A. fumigatus bei der Behandlung mit
einer tddlichen Voriconazol-Konzentration.

Sporen, die ein mtGFP exprimierten, wurden in einem 15p-Slide eight-well Objekttrager fur 9 h bei 37 °C in SAB ausgekeimt.
AnschlieRend wurde 1,27 pug ml? Voriconazol (Vori) hinzugefiigt und wenn angegeben nach weiteren 30 min zusatzlich 4 ug mi*
Caspofungin. Nach 5 h und 6 h Co-Inkubation wurden die Anzahl der lebenden und toten Hyphenkompartimente anhand ihrer
mitochondrialen Morphologie und Bewegung bestimmt. Pro Bedingung wurden mindestens 975 Kompartimenten mit einem kon-
fokalen Lasermikroskop in sieben unabhangigen Experimenten analysiert. Der box-and-whiskers Graph zeigt den prozentualen
Anteil an lebendigen Kompartimenten der jeweiligen Bedingung. Die Signifikanz (**, p < 0.01) wurde mit einem zweiseitigen
gepaarten t-Test (mit angenommener Normalverteilung der Werte) berechnet. Die Einzelergebnisse des Experiments sind im
Anhang, S. 122 zu finden.

4.2.11 Die fehlende Expression der Lanosterol-14a-Demethylase zeigt den Phdnotyp eines A.
fumigatus wt unter Azol-Stress

Ursachlich fir die in den bisherigen Experimenten beobachteten phanotypischen Auswirkungen der
Azole, die folgende Punkte umfassen:

(1) die Bildung von Zellwandkohlenhydrat-Ablagerungen,

(2) deren Druck auf die Zellmembran und die daraus resultierende Verdréangung der Zellmembran,

(3) der Verlust der Membranintegritat bzw. das Bersten der Zellmembran bzw. Zellwand,

(4) und die verschiedenen beobachteten Veranderungen des mitochondriellen Netzwerks (Frag-

mentieren, Lysieren)

kénnte entweder die Inhibierung der Ergosterolbiosynthese oder andere sekundére Effekte der Azole
sein. Um die Ursache der bisher beschriebenen phanotypischen Effekte zu identifizieren, wurde in Zu-
sammenarbeit mit Laura Sturm eine Doppelmutante der beiden Homologe der Lanosterol-14a-Deme-
thylase (cyp51A und cyp51B) in A. fumigatus erstellt. Durch diese Mutante kénnen die Folgen des Er-
gosterolmangels ohne Behandlung durch Azole dargestellt werden und somit sekundare Effekte der

Azole ausgeschlossen werden.
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A. fumigatus ist ohne Lanosterol-14a-Demethylase nicht lebensféhig [67], daher wurde vor das cyp51A-
Gen ein mit Doxyzyklin induzierbarer Promotor kloniert [174]. Die Anzucht der Mutante erfolgte mit in-

duziertem cyp51A-Gen.

4.2.11.1 Die beobachteten Veranderungen des mitochondrialen Netzwerks (Fragmentieren, Lysieren oder Bersten
der Zellmembran bzw. Zellwand) sind Folgen des Mangels an Lanosterol-14a-Demethylase

Fur die Untersuchung des mitochondrialen Netzwerks unter Lanosterol-14a-Demethylase-Mangel der
cyp51Ateion ACcyp51B-Mutante wurden Sporen der Doppelmutante, die ein mtGFP exprimierten, fir 11 h
in Gegenwart von 15 pug ml-* Doxyzyklin in SAB ausgekeimt. AnschlieRend wurde das Medium komplett
abgenommen und durch Medium ohne Doxyzyklin ersetzt. Durch das Entfernen des Doxyzyklins wurde
die Expression von cyp51A herunterreguliert. Danach wurden einzelne Hyphen der Mutante und deren
mitochondriales Netzwerk mittels konfokaler Lasermikroskopie tiber mehrere Stunden beobachtet (vgl.
Abb. 36).

Die Auswertung der Video-Sequenzen ergab, dass die Mutante bei Fehlen der Lanosterol-14a-Deme-
thylase dieselben phanotypischen Veranderungen des mitochondrialen Netzwerks zeigte, wie ein wt
Stamm unter Azol-Stress. So starb eine beobachtete cyp51Awion ACyp51B-Hyphe durch das Bersten
der Zellmembran und der Zellwand Ihrer Kompartimente, wodurch das Zytoplasma der Zelle zusammen
mit den Mitochondrien nach auf3en geschleudert wurden (vgl. Abb. 36 A).

Die Hyphe in Abb. 36 B zeigte nach ca. 6 h ein plotzliches Schrumpfen, angezeigt durch eine leichte
Bewegung der Hyphe. Darauffolgend lysierten die Mitochondrien, deren GFP sich in der gesamten Hy-
phe verteilte und dann ganz langsam verblasste.

Diese Beobachtungen deuteten darauf hin, dass die Veranderungen des mitochondrialen Netzwerks
(Fragmentieren, Lysieren oder Bersten der Zellmembran bzw. Zellwand) Folgen des Mangels an La-

nosterol-14a-Demethylase sind und nicht auf andere sekundare Effekte der Azole zurtickzufiihren sind.
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Abbildung 36: Die beobachteten phéanotypischen Verdnderungen des mitochondrialen Netzwerks sind Folgen des Man-
gels an Lanosterol-14a-Demethylase.

(A und B) Sporen der cyp51Aion Acyp571B-Mutante, die ein mtGFP exprimierten, wurden in SAB mit 15 pg mlt Doxyzyklin fur
11 h ausgekeimt. AnschlieRend wurde das Medium komplett abgenommen, verworfen und durch SAB ohne Doxyzyklin ersetzt.
Darauffolgend wurde mittels eines konfokalen Lasermikroskops die Morphologie der Mitochondrien Uber die Zeit beobachtet.
Exemplarische Durchlicht- und Fluoreszenz-Aufnahmen der untersuchten Hyphen sind abgebildet. Die gezeigten Aufnahmen
stellen Uberlagerungen eines z-Stacks an Bildern dar, der durch die gesamte Hyphe aufgenommen wurden. Der GréRenbalken
stellt 10 ym dar und gilt fur alle gezeigten Bilder einer Hyphe.
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4.2.11.2 Die Bildung der Zellwandkohlenhydrat-Ablagerungen unter Azol-Stress sind Folge des Mangels an La-
nosterol-14a-Demethylase

Der vorhergehende Versuch lieferte Hinweise darauf, dass die Verédnderungen des mitochondrialen
Netzwerks auf den Mangel an Lanosterol-14a-Demethylase durch die Behandlung mit Azolen zuriick-
zufuihren sind.

Fur die Untersuchung des Zusammenhangs der Inhibierung der Lanosterol-14a-Demethylase und der
Bildung der Zellwandkohlenhydrat-Ablagerungen wurden ausgekeimte Hyphen der cyp51Aieton
Acyp51B-Mutante unter reprimierten Bedingungen CFW-geféarbt. Dafiir wurden Sporen der Mutante so-
wie wt Sporen, die ein mtGFP exprimierten, fir 9 h in SAB mit 15 pg ml-t Doxyzyklin ausgekeimt. An-
schlieend wurde das Medium abgenommen, verworfen und durch SAB ohne Doxyzyklin ersetzt. Nach
weiteren 5 h Inkubation wurden die Hyphen fixiert und CFW-gefarbt (vgl. Abb. 37).

Wahrend die wt Hyphen ein tubulares mitochondriales Netzwerk und eine CFW-gefarbte Zellwand zeig-
ten, wiesen die cyp51Awion Acyp571B-Hyphen stark fragmentierte Mitochondrien auf. Die CFW-Farbung
dieser Hyphe farbte deren Zellwand, sowie Kohlenhydrat-Ablagerungen an deren Zellwand an. Diese
Ablagerungen wiesen starke Ahnlichkeit mit den beobachteten Zellwandkohlenhydrat-Ablagerungen in
wt Hyphen unter Azol-Stress auf. Diese Beobachtung lasst den Schluss zu, dass die Inhibierung der

Lanosterol-14a-Demethylase durch Azole die Bildung dieser Ablagerungen verursacht.
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Abbildung 37: Der Mangel an Lanosterol-14a-Demethylase verursacht die Bildung der Zellwandkohlenhydrat-Ablagerun-
gen in A. fumigatus.

Wt Sporen und cyp51A.eion Acyp51B-Sporen, die ein mtGFP exprimierten, wurden in SAB mit 15 pg mi™* Doxyzyklin fir 9 h bei
37°C ausgekeimt. AnschlieBend wurde das Medium abgenommen, verworfen und durch SAB ohne Doxyzyklin ersetzt (La-
nosterol-14a-Demethylase Mangel in cyp51Aceon Acyp51B). Nach weiteren 5 h Inkubation wurden die Hyphen fixiert, CFW-gefarbt
und mit einem konfokalen Lasermikroskop analysiert. Die gezeigten Aufnahmen stellen Uberlagerungen eines z-Stacks an Bildern
dar, der durch die gesamte Hyphe aufgenommen wurden. Gezeigt werden reprasentative Aufnahmen des mtGFPs (oben), der
CFW-Féarbung (Mitte) und der Uberlagerung von mtGFP und CFW (unten). Der GréRenbalken stellt 10 ym dar und gilt fir alle
gezeigten Aufnahmen.
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5. Diskussion

5.1. Charakterisierung des ERMES in A. fumigatus und Validierung als Zielstruktur fiir

Medikamente

Der ERMES ist eine physikalische Verbindung zwischen dem Endoplasmatischen Retikulum und den
Mitochondrien. Diese Struktur kommt in fast allen Pilzen und einzelnen anderen einzelligen Organismen
vor, ist aber nicht in mehrzelligen Eukaryoten wie dem Menschen zu finden [16].

In dieser Arbeit sollte die essenzielle Funktion des ERMES in A. fumigatus Uberprtft werden. Anhand

dieser sollte seine Eignung als potenzielle Zielstruktur fir Antimykotika bewertet werden.

5.1.1 Stark verlangsamtes Wachstum und verringerte Sporulation der Deletions- und konditio-
nellen Mutanten, sowie Nachweis von immobilen, spharischen sowie kleinen, sich schnell be-

wegenden Mitochondrien der konditionellen Mutanten

Im Rahmen dieser Arbeit konnten Homologe, der zuvor in der Backerhefe untersuchten ERMES-Kom-
ponenten Mmm1, Mdm10, Mdm34/Mmm2 und Mdm12 in A. fumigatus identifiziert und durch Herstel-
lung entsprechender Deletions- und konditioneller Mutanten funktionell charakterisiert werden. Die De-
letion der ERMES Gene fiihrte nur im Falle von mdm10 und mdm12 zum Erfolg. Fir die Gene mdm34
und mmm1 war es nur méglich heterokaryonte Klone zu generieren.

Unabhangig davon gelang die Herstellung konditioneller Mutanten aller 4 Komponenten (Mdm10,
Mdm12, Mdm34 und Mmm1).

Sowohl die konditionellen Mutanten unter reprimierten Bedingungen als auch die Deletionsmutanten
wiesen ein stark verlangsamtes (Amdm10, Amdm12, mdm210ieton, MAM12eton, MAM34ieton UNA MMM Lie-
ton) bis gar kein (Amdm34 und Ammm21) Wachstum und eine verringerte Sporulation auf.

Die konditionelle Mutanten mdm34eion Und mMmmleion zeigten ein starker eingeschréanktes Wachstum,
sowie starker fragmentierte Mitochondrien als mdm210teton Und MAM1 2¢eton.

In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen gelang auch Carr et al. 2010 keine Deletion der A. fumi-
gatus Gene, die die Homologe von ScMdm34 und ScMmm1 kodieren [195]. Dies deutet darauf hin,
dass das Fehlen von mdm34 und mmm1 tédlich ist fur A. fumigatus.

Die oben beschriebenen Ergebnisse decken sich auerdem mit einem Mutanten-Screening in C. albi-
cans und A. fumigatus, das zeigte, dass der ERMES-Komplex wichtig ist fur die Lebensféahigkeit und
die Virulenz dieser beiden Pathogene [195-197]. Auler in diesen beiden Organismen wurde der ER-
MES auch in den Modellorganismen N. crassa [198,199] und A. nidulans [200] untersucht. Die im fol-
genden beschriebenen Gene und deren Wachstumsdefekte sind in Tabelle 15 zusammengefasst.
Deletionsmutanten von mdm210 und mdm12 in N. crassa und A. nidulans zeigten vergleichbares bis

etwas langsameres Wachstum als der Wildtyp. Die Deletion von mmml1 fiihrte in N. crassa zu stark
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verringertem Wachstum. [198,200]. Die Beobachtung, dass der Verlust von mdm210 und mdm12 einen
geringeren Einfluss auf das Wachstums- und Sporulationsverhalten des Pilzes zeigt als der Verlust von
mmm1, stimmt mit dieser Arbeit Uberein. Ein Unterschied findet sich in der Stérke des Wachstumspha-
notyps bei der Deletion von mdm210 und mdm12. Wéhrend N. crassa und A. nidulans nur leicht beein-
trachtigt sind, zeigt A. fumigatus Amdm10 und Amdm12 ein stark verlangsamtes Wachstum und verrin-
gerte Sporulation.

Das stark verringerte Wachstum der N. crassa Ammm1 Mutante ist ebenfalls in Ubereinstimmung mit
den hier gemachten Beobachtungen, bei denen die konditionellen Mutanten in mmmZLiton UNter repri-
mierten Bedingungen ein stark verlangsamtes Wachstum und keine Sporulation zeigten. Wobei, wie
oben beschrieben, A. fumigatus bei einer Deletion von mmm1 vermutlich nicht lebensféhig ist.

Die Deletion von mdm34/ mmm2 zeigte in N. crassa nur geringflgig verlangsamtes Wachstum [198].
Das leicht verlangsamte Wachstum der Deletion von mdm34 in N. crassa steht im Gegensatz zu dem
stark verlangsamten Wachstum, das bei der konditionellen Mutante in A. fumigatus unter reprimierten
Bedingungen beobachtet wurde.

Tabelle 15: ERMES Homologe in A. fumigatus (Af293), Candida albicans (SC5314) und den Modell-Schimmelpilzen As-
pergillus nidulans (FGSC A4) und Neurospora crassa (OR74A).

Die Ubereinstimmung der Proteinsequenzen mit den entsprechenden Sequenzen der A. fumigatus-Proteine ist in Prozent in
Klammern angegeben. Falls Phénotypen bekannt waren, sind diese in eckigen Klammern beschrieben.

Mdm10 Mdm12 Mdm34 Mmm1
Mdm10 (30,21%) Mdm12 (25,30%) Mdm34 (23,50%) Mmm1 (39,53%)
[verlangsamtes Wachstum [lebensfahig auf Glu- [langsames Wachstum
auf Glucose, vernachlas- cose, nicht lebensfa- auf Glucose, nicht le-
. sigbares Wachstum auf hig auf bensféhig auf
S. cerevisiae nicht fermentierbarem Me- nicht fermentierbarem nicht fermentierbarem
dium [201]] Medium [152]] Medium, Defekt in
mtDNA Stabilisierung
[153,202]]
. AFUA_5G13460/ AFUA_1G14790/ AFUA_4G09960/ AFUA_6G04420/
A. fumigatus | yym1o Mdm12 Mdm34 Mmm1
AN6901/ MdmB (75,75%) ANO0821 AN2055 AN9528
. [lebensfahig, leicht ver- (69,18%) (77,90%) (80,30%)
A. nidulans langsamtes Wachstum
[200]]
C2_04800C_A/ C1_06230C_A/ C4_00560C_A/
Mdm10(31,49%) Mdm34(31,89%) Mmm1(41,46%)
[verlangsamtes Wachstum [verlangsamtes [verlangsamtes Wachs-
bei 30 °C, kein Wachstum Wachstum bei 30 °C, tum bei 30 °C, kein
C. albicans bei 37°C auf Glucose, un- C7_01180W_A/ kein Wachstum bei Wachstum bei 37°C auf
: fahig penetrative Fila- Mdm12(30,06%) 37°C auf Glucose Glucose, moglicher-
mente zu bilden und sen- [196]] weise nicht lebensfahig,
sitiv gegentiber Caspofun- kein Entkommen aus
gin bei 37 °C [196,203]] dem Phagosom von
Makrophagen [196,203]]
NCUO07824/ Mdm10 NCU02067/ Mdm12 | NCUO00357/ Mmm2 NCU06193/ Mmm1
(38,37%) [Wachstum ver- (50,23%) [ leicht ver- | (50,45%) (55,05%) [stark verrin-
N. crassa gleichbar mit Wildtyp bei langsamtes Wachs- [ leicht verlangsamtes gertes Wachstum
16 °C, 30 °C und 37 °C tum bei 30 °C und Wachstum [198]] [178,198]]
[198]] 37 °C[198]]

Die oben beschriebenen Beobachtungen sowie die Zusammenfassung in Tabelle 15 zeigen, dass in C.
albicans [197] und A. fumigatus [196] der Verlust des ERMES zu stark verlangsamtem Wachstum und
verringerter Sporulation fiihrte. Im Gegensatz dazu zeigten N. crassa [198,199] und A. nidulans [200]
nach Verlust des ERMES nur ein gering eingeschranktes Wachstum.

Dies kdnnte zum einen dadurch zu erklaren sein, dass die Funktionen des ERMES in den verschiede-
nen Spezies unterschiedlich wichtig sind. Eine andere Erklarung kénnte die Beobachtung von Berger et

al. 1997 in S. cerevisiae sein, dass ERMES Mutanten ihren Phanotyp Uber die Zeit verlieren [151]. Sie
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zeigten, dass eine Punktmutation in SOT1 (Engl. suppressor of mdm10/mdm12) ausreicht, um das
Fehlen von mdm10 und mdm12 zu kompensieren. Darliber hinaus untersuchten Lang et al. 2015 die
kiinstliche Expression von Vps13 (Engl. vacuolar protein sorting 13) mit einer einzelnen substituierten
Aminosaure in einer AMMM1-Mutante. Vps13 ist ein Protein, das mit der Endosom-Membran assoziiert
ist und dessen Funktion noch unbekannt ist. Durch die kiinstliche Expression des Proteins zeigten die
Zellen ein normales mitochondrielles Netzwerk, sowie eine stabile mtDNA [156].

Diese These wird aul3erdem durch eine Beobachtung in der AMDM10-Mutante in S. cerevisiae unter-
stuitzt. Durch die Uberexpression der Proteine Mcpl und Mcp2 (Engl. MDM10 complementing protein)
wird das verlangsamte Wachstum und die verénderte mitochondrielle Morphologie, sowie Defekte im
Aufbau der Atmungskette aufgehoben [204]. Diese Ergebnisse zusammen mit Beobachtungen in dieser
Arbeit, legen den Schluss nahe, dass ERMES Mutanten einem hohen Selektionsdruck ausgesetzt sind.
Der Selektionsdruck kénnte zu einem schnellen Erwerb weiterer Mutationen fuhren, die den Defekt im
ERMES (zumindest in seiner Wirkung) wieder aufheben. Dies kdnnte auch den geringen Phéanotyp der
entsprechenden Mutanten in N. crassa und A. nidulans erklaren.

Eisenberg-Bord et al. 2019 zeigten in S. cerevisiae, dass der CoQ-Komplex (Coenzyms Q oder
Ubiginon) und der ERMES-Komplex sich rdumlich koordinieren. Ubiquinon ist ein essentielles Lipid fur
den Elektronentransport der Atmungskette in den Mitochondrien [205].

Durch die gestdrte Synthese und Verteilung des CoQ6, einem Teil des CoQ-Komplexes, und dessen
Vorlaufer-Peptiden, kommt es bei Verlust des ERMES zu einer Destabilisierung des Coenzyms Q
(Ubiginon oder CoQ) [206].

Da A. fumigatus strikt aerob ist, konnte dies das langsame Wachstum der ERMES Mutanten erklaren,
da durch den gestorten Aufbau des Ubiquinon die Atmungskette mdglicherweise beeintrachtigt wird.
Zusatzlich zum stark eingeschrankten Wachstum der konditionellen Mutanten, wiesen diese eine ver-
anderte Morphologie des mitochondriellen Netzwerks auf. Mitochondrien bilden normalerweise ein ver-
zweigtes Netzwerk in der Zelle, das standig in Bewegung ist und sich Uber Fusion und Fission neu
formiert [130]. Alle vier konditionellen ERMES Mutanten zeigten unter Repression grof3e, amorphe Mi-
tochondrien, die sich kaum bis gar nicht bewegten. Zusatzlich wurden aber auch kleine, sich schnell
bewegende Mitochondrien beobachtet. Mittels DAPI-Farbung konnte gezeigt werden, dass die grof3en
Mitochondrien aggregierte Nukleoide aufwiesen, wahrend die kleinen keine mtDNA zu tragen schienen.
Ahnliche Beobachtungen wurden zuvor in A. nidulans [200], N. crassa [198,199] , S. cerevisiae [202]
und anderen Studien in A. fumigatus gemacht [196].

Die Bewegung der Mitochondrien in der Zelle erfolgt in S. cervisiae und A. nidulans ATP-abhé&ngig tber
das Aktin-Zytoskelett [207—209]. Boldogh et al. 2006 zeigten, dass Mmm1, Mdm210 und Mdm12 fiir die
ATP-abhéangige Bindung an das Aktin-Zytoskelett notwendig sind und dass durch die Deletion der Gene
die Bewegung der Mitochondrien zum Stillstand kommt [202,209]. Dies wurde die hier dargestellte nicht
vorhandene Bewegung der grof3en amorphen Mitochondrien erklaren. Diese mitochondriale Verande-
rung wurde in dieser Arbeit allerdings nicht nur fir die konditionellen Mutanten mmmZ1ieton, MdM210teton
und mdm12ion beobachtet, sondern ebenfalls fir mdm34eon. Diese Komponente des ERMES wurden
durch Boldogh et al. 2006 nicht untersucht. Es ist daher zu vermuten, dass auch das Fehlen dieser
ERMES-Komponente die Bindung an das Aktin-Zytoskelett stort und dadurch die fehlende Beweglich-

keit der Mitochondrien zustande kommt. Boldogh et al. 2003 untersuchten au3erdem die Motilitat der
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veréanderten Mitochondrien in einer S. cerevisiae AMDM12-Mutante und einem S. cerevisiae Stamm mit
fehlender mtDNA (bezeichnet als rho?). Sie stellen dabei fest, dass wahrend Mitochondrien im Wildtyp
eine hohe Beweglichkeit zeigten, die Mitochondrien der AMDM12-Mutante sich nur minimal oszillierend
bewegten. Die Mitochondrien der rho® Zellen hingegen bewegten sich doppelt so schnell wie die Mito-
chondrien des Wildtyps. Dieser Effekt war unabhangig von der fehlenden Atmung. Sie stellten die Hy-
pothese auf, dass der ERMES-Komplex benétigt wird, um die Mitochondrien an das Aktin-Zytoskelett
zu binden bzw. zu I6sen und sich fortzubewegen. Durch den Verlust der mtDNA wird die Bindung an
das Aktin geschwacht und so eine schnellere Bewegung maéglich [202].

In dieser Arbeit wurde in den konditionellen ERMES Mutanten in A. fumigatus unter reprimierten Bedin-
gungen sowohl grol3e, starre Mitochondrien mit aggregierten Nukleoiden, sowie kleine, sich schnell be-
wegende Mitochondrien ohne mtDNA beobachtet. Diese Beobachtungen weisen ebenfalls auf die durch
Boldogh et al. 2003 aufgestellte Hypothese hin, dass die Bindung und die Bewegung der Mitochondrien
auf dem Aktin-Zytoskelett sowohl durch den ERMES-Komplex als auch die mtDNA beeinflusst wird.
So kénnte auch in A. fumigatus durch das Fehlen der ERMES-Komponenten die Bindung bzw. die
Ablésung der Mitochondrien vom Aktin-Zytoskelett gestort sein. Durch den Verlust der mtDNA in den
kleinen Mitochondrien kommt es zu einer geschwéchten Bindung der Mitochondrien an das Zytoskelett
und so zu einer schnelleren Bewegung. Die Assoziation der groR3en, amorphen Mitochondrien an das
Aktin-Zytoskelett kdnnte durch die aggregierten Nukleoide moglicherweise sogar verstarkt werden. Dies

konnte auch bei der fehlenden Beweglichkeit eine Rolle spielen.

5.1.2 Der ERMES ist notwendig flr die Stabilisierung der Lokalisierung der mitochondriellen

DNA

In Kapitel 4.1.8 wurde gezeigt, dass durch die Abwesenheit des ERMES die mtDNA in den grof3en,
sphéarischen Mitochondrien akkumuliert und gleichzeitig die kleinen, schnellen Mitochondrien ihre
MtDNA verlieren.

Dieses Phanomen wurde auch in anderen Pilze beobachtet und beschrieben [196,198-200]. Das oben
genannte Model von Boldogh et al. 2003 und die dazu gehdrigen Versuche, sowie Versuche in N. crassa
beschreiben die Bedeutung des ERMES fir die Stabilisierung der mtDNA Nukleoide [16,150,202]. So
verliert S. cerevisiae ohne den ERMES die mtDNA und dadurch die Fahigkeit auf Kohlenstoffen, die
nicht zur Garung genutzt werden kénnen, zu wachsen [210]. Murley et al. 2013 stellten die Theorie auf,
dass ERMES-Komplexe das ER mit den Mitochondrien entlang des mitochondriellen Netzwerks verbin-
den. So werden aktive, sich replizierende Nukleoide am Ort der mitochondriellen Fission gehalten [161].
Die hier beschriebenen Ergebnisse erweitern dieses Modell. Es wurden zwei verschiedene Arten von
Mitochondrien nach Herunterregulation der ERMES Gene beobachtet: Mitochondrien mit akkumulierter
MtDNA als auch Mitochondrien ohne mtDNA. Dies kénnte auf die beeintrachtigte Stabilisierung der
MtDNA Nukleotide am Ort der Fission zurtickzuftihren sein. Durch diese ungleichmafige Verteilung der
Nukleoide kdnnte die beobachtete Akkumulation in den groRBen sphéarischen Mitochondrien sowie der

Verlust in den kleinen Mitochondrien verursacht worden sein.
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5.1.3 Mmm1 ist wichtig fir die Virulenz von A. fumigatus

Die Virulenz der konditionellen mmmZ2on Mutante wurde in einem G. melonella Infektionsmodell unter-
sucht. Die Herunterregulation von mmm1 verringert die Virulenz von A. fumigatus deutlich, allerdings
kommt es nicht zu einer kompletten Avirulenz. Dies ist erstaunlich, da die Mutante, wie oben beschrie-
ben, extrem langsam wéachst. Neubauer et al. 2015 zeigten in einem &hnlichen Versuch, dass das Aus-
keimen von A. fumigatus nicht ausreicht, um die Larven zu t6ten [129]. Sie infizierten G. melonella
Larven mit der konditionellen Mutante mgmZliton, €iner mitochondriellen GTPase, die fur die Fusion der
Mitochondrien notwendig ist. Diese Mutante zeigt unter induzierten Bedingungen wildtypartiges Wachs-
tum, kann allerdings unter reprimierten Bedingungen lediglich auskeimen. Nach 24 h kommt es dann
zu einem kompletten Wachstumsarrest. Diese Mutante war im Infektionsversuch komplett avirulent. Da-
raus lasst sich schlussfolgern, dass auch geringes Wachstum von A. fumigatus oder die dadurch aus-
geldste Immunreaktion ausreichen kann, um G. melonella zu téten.

Tucey et al. 2016 beschrieben, dass C. albicans den ERMES fur die Abwehr von Makrophagen und die
Evasion des Immunsystems bendtigt [196]. Dieses Ergebnis passt zu der in dieser Arbeit beobachteten
geringeren Virulenz im G. melonella Modell.

Die verringerte Virulenz von Mutanten, die Teile ihrer mitochondrialen Funktionen verloren haben, wurde
auch in anderen Pathogenen beschrieben. So sind C. glabrata Mutanten mit einer defekten Atmungs-
kette aufgrund fehlender oder mutierter mtDNA (petite Mutanten) in einem Mausmodell weniger virulent.
Dies gilt ebenfalls fur C. neoformans Mutanten, die eine Deletionen der mitochondrielle Superoxid Dis-
mutase SOD2 aufweisen [211,212]. Bei C. albicans fuhrt die Inaktivierung des mitochondriellen Proteins
Goal, einer mdglichen Untereinheit des Komplex 1 der Mitochondrien, zu einer attenuierten Virulenz im
Mausmodell [213]. Zusatzlich wurde in C. albicans gezeigt, dass Mmm1 ebenfalls fir die Virulenz wichtig
ist. Dartiber hinaus wurde in C. albicans gezeigt, dass der Verlust von Mdm210 nicht nur der ERMES
beeinflusst wird, sondern auch den SAM-Komplex (Engl. sorting and assembly machinery). Dieser ist
zustandig fur den Zusammenbau von 3-Barrel-Proteinen und fur den Transfer von Proteinen in die mi-
tochondriale Membran und Matrix. Mutanten, denen eine Komponente dieses Komplexes fehlt, sind
unter anderem beeintrachtigt in ihrer Zellwandintegritat und ihrer Virulenz [214-216].

Shingu-Vazquez et al. 2011 sahen einen Zusammenhang zwischen der verringerten Virulenz dieser
Mutanten und einer verringerten Fitness, einem veranderten Metabolismus und einer htheren Sensiti-
vitat gegenlber oxidativem Stress [217].

Die Inhibierung des ERMES Komplexes in A. fumigatus fuhrt zu einem Fitnessverlust, auch durch die
moglicherweise auftretende Destabilisierung der zellularen Atmung in den Mitochondrien [206]. Dies
fuhrt vermutlich zur hier beobachteten reduzierten Virulenz.

Allerdings gibt es auch einen Bericht tiber einen C. glabrata Stamm, der trotz Verlust seiner mtDNA eine
erhohte Virulenz zeigte. Interessant ist, dass der klinische Ausgangstamm, durch den Ethidiumbromid-
induzierten Verlust der mtDNA nicht virulenter wurde [218]. Hier mutmafien Shingu-Vazquez et al. 2011,
dass es innerhalb des Wirts zu einem grof3en Selektionsdruck auf Mutanten mit Defekten in der mito-
chondriellen Funktion kommt. Dieser Selektionsdruck kénnte zu Zusatzmutationen oder Aktivierung
kompensatorischer Signalwege fuhren, die den Pilz gleichzeitig virulenter machen [217]. Diese Theorie

koénnte, die hier beobachtete Virulenz der mmmZlewon Mutante erklaren (vgl. Kapitel 4.1.9 40 % der
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Maden wurden getétet). Durch den Selektionsdruck innerhalb des Infektionsmodell kénnte die konditio-
nelle Mutante mmm1leion ZUsatzmutationen erwerben oder bestimmte kompensatorische Signalwege
aktivieren, die ihre Virulenz erhéhen. Allerdings erreichte die Virulenz der mmmZleion Mutante nicht die
Virulenz des Wildtyps. Wahrend die mmmlieon Mutante nach 144 h 40 % der Maden getotet hatte,
waren in der Gruppe der Maden, die mit dem Wildtyp infiziert wurden, bereits nach 96 h alle Larven
gestorben. Eine Erklarung hierfiir kbnnte das langsame Wachstum der mmmZ1ion Mutante sein.

Was zusétzlich in den prasentierten Daten auffallt ist, dass die Komplementation des Phanotyps durch
Zugabe von Doxyzyklin nicht vollstandig erreicht wurde. Die Mutante erreichte auch unter induzierten
Bedingungen nicht die Virulenz des Wildtypstammes. Die Ursache fiir dieses Problem ist wahrscheinlich
die tatsachlich verfugbare Konzentration an Doxyzyklin innerhalb der Larve. Diese Theorie wird unter-
stutzt durch die Daten von Neubauer et al. 2015, hier wurde der Phanotyp der mgmlieonz und fz0lieton

Mutante durch die Zugabe von Doxyzyklin ebenfalls nicht vollstandig komplementiert [129].
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5.2 Wirkung von Azolen auf A. fumigatus

Azole wie Voriconazol und Posaconazol sind die aktuell empfohlene Therapie fir invasive Aspergillose.
In den letzten Jahren hat das Auftreten von Azol-resistenten Aspergillus Isolaten alarmierend zugenom-
men. Es wird vermutet, dass die Bildung von Resistenzen auf der Nutzung von Azolen in der Therapie
von chronisch infizierten Patienten und in der Landwirtschaft zuriickzufiihren ist [89].

Es ist bekannt, dass Azole die Lanosterol-14a-Demethylase (CYP51), ein Cytochrom P450-Protein, das
eine Demethylierungs-Reaktion innerhalb des Biosynthesewegs des Pilz-spezifischen Membranbe-
standteils Ergosterol Gibernimmt, hemmen [219,220]. Die genaue Wirkung der Azole und des durch sie
ausgeltsten Ergosterolmangels in Schimmelpilzen ist weitgehend unbekannt. In dieser Arbeit wurden

die Auswirkungen der Inhibition von CYP51 genauer untersucht.

5.2.1 Azole induzieren verzogerten Zellwandstress und destabilisieren die Membranintegritat

in A. fumigatus

Die Zellwand von Pilzen stellt das Exoskelett der Pilzzelle dar. Neben ihrer Starke und Festigkeit ist sie
eine sehr flexible Struktur, die schnell und effektiv durch Signale aus der Zelle sowie von aufR3en beein-
flusst werden kann. Der Zellwandintegritédtsweg spielt eine wichtige Rolle in der Umsetzung dieser Sig-
nale fur den Auf- und Abbau der Zellwand [24].

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Azole Zellwandstress auslésen und der Zellwandintegritats-
wegs dabei aktiviert wird. Dies ist in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Sorgo et al. 2011 in C.
albicans und Agarwal et al. 2003 in S. cerevisiae. Sie zeigten, dass bei der Behandlung mit einem Azol
unter anderem PIR1, sowie mehrere Gene des Zellwandintegritédtswegs hochreguliert waren [201,221].
PIR1 ist eine Glykosidase, die fur die Quervernetzung von 3-1,3- and 3-1,6-Glukan innerhalb der Zell-
wand zusténdig ist [222].

A. fumigatus besitzt zwei Lanosterol-14a-Demethylasen, die durch die Gene cyp51A und cyp51B kodiert
werden. Beide Orthologe kdnnen das Fehlen der anderen Demethylase kompensieren. Das Fehlen
beider Proteine ist allerdings letal [66,67]. In einer Studie in A. fumigatus wurde gezeigt, dass Cyp51A
und B durch die Behandlung mit Voriconazol, Caspofungin, und Congo-Rot vermehrt an den Hyphen-
spitzen zu finden waren. Sie vermuteten, dass dies auf dem ausgeltsten Zellwandstress beruhte [223].
Es ist zu vermuten, dass auch durch Azol-Stress die vorhandenen Enzyme anders lokalisiert werden.
So kénnten diese vor allem an wichtigen Stellen, wie z.B. aktiv wachsende Hyphenspitzen gebracht
werden.

Eine zusétzliche Beobachtung in dieser Arbeit war, dass die Expression der Gene des Zellwandintegri-
tatsweges erst 1 - 2 h nach Zugabe des Azols beginnt. Hokken et al. 2019 stellten fest, dass A. fumigatus
ca. 60 min bendtigt, um sein Transkriptom nach Itraconazol-Exposition anzupassen [224]. Dies kénnte
die hier beobachteten 1-2 h erklaren, in denen A. fumigatus keine phanotypischen Veranderungen
zeigte, sowie kein Zellwandstress detektiert wurde. Allerdings kénnte diese Zeit auch bendtigt werden,

um das bis dahin produzierte Ergosterol ,aufzubrauchen®.
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Nach diesen 2 h ohne phanotypische Veranderungen wurden folgende Ereignisse beobachtet:

I Es kam zu einem Aufbrechen der Zellmembran und Zellwand einiger Hyphenkomparti-
mente. Aufgrund des Zellinnendrucks wurde das Zytoplasma der Zelle zusammen mit den
Mitochondrien dabei hach auf3en geschleudert.

I. Ein plétzliches Schrumpfen der Hyphe gefolgt von einer Fragmentierung des normalerweise
tubularen mitochondriellen Netzwerks einiger Kompartimente.

Il Ein plétzliches Schrumpfen der Hyphe gefolgt mit der Lyse der Mitochondrien einiger Kom-
partimente der Hyphe.

Alle drei beobachteten Veranderungen des mitochondriellen Netzwerks, zeigten den Zelltod des be-
troffenen Kompartiments an. Auch das Fragmentieren kann als solches angesehen werden, wie von
Ruf et al. 2018 in A. fumigatus gezeigt wurde [182]. Gleichzeitig stellen das beobachtete Bersten der
Zellmembran bzw. Zellwand und das Schrumpfen der Hyphe deutliche Anzeichen fir den Verlust der
Membranintegritat und der damit verbundenen Zellintegritat dar.

Azole inhibieren das Enzym Cyp51 [1]. Es wurde bereits beschrieben, dass dadurch die Ergosterol-
Biosynthese gehemmt wird, und dass es zu einer Akkumulation von Lanosterol und anderen 14a-me-
thylierten Sterolen kommt. Es wird vermutet, dass diese Sterole toxisch sind fur den Pilz. Zusétzlich
verandert sich durch das Fehlen von Ergosterol die Permeabilitdt und Fluiditdt der Pilzmembran
[1,48,99].

Echinocandine, die Inhibitoren der Glukansynthase I6sen ebenfalls eine Zell-Lyse in A. fumigatus aus.
Anders als bei dem hier beobachteten Membranintegritatsverlust kommt es dabei durch das Fehlen von
Glukan zu einer vollstandigen Lyse von Membran und Zellwand. Charakteristisch fur die Lyse kénnen
im umgebenden Medium Bestandteile der Zelle lichtmikroskopisch identifiziert werden [167,180,225].
Im Gegensatz dazu, kann der hier beobachtete Membranintegritatsverlust allein durch ein plétzliches
Schrumpfen des jeweiligen Kompartiments und der durch mtGFP markierten Mitochondrien festgestellt
werden.

Fur C. albicans und S. cerevisiae wurde gezeigt, dass nach Behandlung mit Azolen die Plasmamembran
eine veranderte Rigiditat und Elastizitat aufweist [73—75]. Aus diesem Grund ist zu vermuten, dass das
fehlende Ergosterol dazu flhrt, dass die Plasmamembran gestort wird und es dadurch zum Verlust der
Membranintegritat kommt.

Die Beobachtungen in dieser Arbeit zeigten aul3erdem, dass der jeweilige Anteil der hier beobachteten
Absterbevarianten von der Azol-Konzentration abhangig war. So starben bei einer Konzentration nahe
der MIC ca. die Halfte der Kompartimente durch das Aufplatzen der Zellmembran bzw. Zellwand. Im
Gegensatz dazu starben bei einer Konzentration oberhalb der MIC ca. 70 % der Kompartimente durch
Lyse der Mitochondrien und ca. 30 % durch Fragmentieren der Mitochondrien.

Eine Erklarung fur diese Beobachtung konnte eine Studie in C. albicans liefern. Sie wies nach, dass die
Ergosterol-Biosynthese und damit der gesamte Stoffwechsel des Pilzes dosisabhangig durch Posaco-
nazol, Fluconazol und Voriconazol gehemmt wird [226,227]. So kénnten die hier gemachten Beobach-
tungen, so interpretiert werden: Kommt es durch eine niedrige Azol-Konzentration bei einem leicht ge-
hemmten Stoffwechsel und hohem verbliebenen Zellinnendruck zum Verlust der Membranintegritat,

wird das Zytoplasma nach aullen ,katapultiert®. Bei einer bereits stark reduzierten Stoffwechselaktivitat
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durch eine hohe Azol-Konzentration und niedrigem Zellinnendruck, kommt es durch den Verlust der
Membranintegritat lediglich zur Fragmentierung/ Lyse der Mitochondrien.

In diesem Zusammenhang beleuchtete ein Vergleich der Zahl der Giberlebenden Kompartimente von wt
Hyphen, Arho4 Hyphen und deren Komplementante Arho4+rho4 die Rolle von Septen unter Azol-
Stress. Sie konnen die Uberlebenszeit von A. fumigatus Hyphen bei einer todlichen Voriconazol-Kon-
zentration verlangern. Rho4 gehort zu den Rho-GTPasen und spielt eine wichtige Rolle wahrend der
Zytokinese [190]. Es lagert sich an den Stellen der Septum-Bildung an und kontrolliert dort die Bindung
und Entstehung des Aktin-Rings. Ohne Rho4 kann dieser Prozess nicht stattfinden, wodurch Arho4
keine oder kaum Septen bildet [168,190,191]. Der hier beobachtete Effekt zeigte sich allerdings zeitlich
begrenzt. Da die Voriconazol-Konzentration deutlich tiber der MIC lag [129], starben nach einer verlan-
gerten Inkubation alle Hyphen des wt als auch der Arho4 Mutante und deren Komplementante
Arho4+rho4.

Wie bereits erwéhnt, stellt dies eine Parallele zur Wirkung der Echinocandine dar, bei deren Behandlung
Septen eine wichtige Rolle fiir das Uberleben des Pilzes spielen. Die Inhibierung der Glukansynthase
durch Echinocandine fiihrt zu geschwollenen, kurzen und stark verzweigten Hyphen mit instabiler Zell-
wand. Diese Instabilitat verursacht eine gelegentliche Lyse an den apikalen Hyphen-Spitzen [187,188].
Die an das lysierte Kompartiment anschlieenden Kompartimente werden durch die Septen geschitzt
und der Verlust des Zellturgors eingedammt [167,189].

Wie bei der Behandlung mit Echinocandinen wurde in dieser Arbeit beobachtet, dass durch die Abtren-
nung einzelner Kompartimente, die Uberlebenszeit der Hyphen verlangert werden konnte.
Gegensatzlich zur Wirkung der Echinocandine war die Beobachtung, dass der Verlust der Zellintegritat
durch das Bersten der Zellmembran an vermutlich einer bestimmten Stelle auch gleichzeitig mehrere
Kompartimente betreffen konnte. Diese Beobachtung lasst den Schluss zu, dass der Schutz der Septen
in bestimmten Fallen nicht ausreicht, bzw. die Septen nicht komplett verschlossen werden konnten bis
zum Zelltod. Fur den Verschluss der Poren innerhalb des Septums sind Woroninkdrperchen verantwort-
lich. Dabei handelt es sich um aus dem Peroxisom hervorgehende Organellen, die nahe den Poren
verankert sind und bei Zellstress die Poren schliel3en. Steinberg et al. 2017 beschrieben das ca. 85 %
der durch Woroninkérperchen vermittelten SchlieRungen der Septum-Poren durch Zellturgor-Druckgra-
dienten ausgelost werden [228,229]. Der hier beobachtete Verlust des Zellturgor war oft nur durch ein
plétzliches Schrumpfen der Hyphe sichtbar. Eine Erklarung kénnte sein, dass der Zellturgor-Druckgra-
dient in den Féllen, in denen mehrere Kompartimente gleichzeitig starben, zu gering war und so das
SchlieBen der Poren nicht ausgeldst wurde. Dies kdnnte mit ein Grund fur die groRere Effektivitat von
Azolen gegeniber A. fumigatus im Gegensatz zu Echinocandinen sein.

Dichtl et al. 2015 fihrten ein ahnliches Experiment mit A. fumigatus wt Hyphen und Arho4 Hyphen durch,
die 2 h mit Caspofungin behandelt wurden. Ca. 5 % der Arho4 Hyphen Uberlebten die Behandlung mit
Caspofungin, was in etwa dem Anteil der komplett lebendigen wt Hyphen entsprach [167]. Dies ent-
spricht ebenfalls dem Anteil der in dieser Arbeit festgestellten Arho4 Hyphen, die nach 5 h Voriconazol-
Exposition noch lebendig waren und dem Anteil der vollstandig intakten Hyphen des wt und der Kom-
plementante Arho4+rho4. Diese Beobachtungen lassen darauf schlief3en, dass dieser Anteil an Hyphen
unabhéangig der Wahl des Antimykotikums einen bestimmten intrinsischen Vorteil hat, der ihnen ein

verlangertes Uberleben ermoglicht. Tegelaar et al. 2020 zeigten, dass die d&uReren Kompartimente von
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A. niger und A. oryzae Mikrokolonien aufgrund von Umwelteinflissen verschiedene Transkriptions- und
Translationsprofile zeigten. Dies wurde hervorgerufen durch geschlossene Woroninkdrperchen, die ein
vermischen des Zytoplasmas verhinderten [230]. Ein solcher Unterschied zwischen den Kompartimen-
ten kénnte auch bei der Behandlung mit Azolen vorliegen und zu einer unterschiedlichen Expression
von Transkriptionsfaktoren oder Effluxpumpen fuhren. Der hier beobachtete Effekt des verlangerten
Uberlebens durch Septen zeigte sich als zeitlich begrenzt, da die verwendete Azol-Konzentration ober-
halb der MIC lag. Allerdings kénnte dieser Effekt bei Azol-Konzentrationen nahe der MIC fir die Ent-

wicklung von Resistenzen verantwortlich sein.

5.2.2 Die Inhibierung der Lanosterol-14a-Demethylase flhrt zu einer exzessiven Synthese von

Zellwandkohlenhydraten, die vermutlich zum Tod des Pilzes fiihren

Verschiedene Farbung von Voriconazol-behandelten A. fumigatus Hyphen zeigten, dass die beiden
wichtigsten Zellwandkohlenhydrate Glukan und Chitin in gro3en Mengen aul3erhalb der Zellmembran
an der Zellwand abgelagert werden. AuRerdem zeigte Wsc1, ein Zellmembran-verankerter Stress-Sen-
sor des Zellwandintegritéatswegs ein erhdhtes Vorkommen an den Stellen, an denen die Ablagerungen
die Zellmembran einstulpten (siehe Ergebnisse Abb. 31) [24,168].

Diese Ergebnisse werden durch bereits in den 1980er Jahren gemachte Beobachtungen in Ustilago
maydis, Penicillium italicum und C. albicans unterstitzt, die Chitin Ablagerungen nach Behandlung mit
dem Azolen Imidazol und dem Morpholine Fenpropimorph nachwiesen [80,231,232].

In Ubereinstimmung mit der hier gemachten Studie zeigten Pfaller et al. 1992, dass durch die Behand-
lung mit Fluconazol der Chitin-Gehalt bei C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis und C. krusei anstieg.
Interessanterweise stieg der Gehalt an a- und B-Glukan nur bei C. krusei an. Bei den anderen drei
Spezies sank der Gehalt an a- und B-Glukan im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle [233]. Dar-
Uber hinaus zeigten Gautam et al. 2016, dass in A. fumigatus durch die Behandlung mit Itraconazol
mehrere Proteine des Kohlenhydratstoffwechsels hochreguliert werden, was auch in C. albicans beo-
bachtet wurde [234,235].

Dies deutet darauf hin, dass durch den Verlust von Ergosterol und dem damit verbundenen Stress, die
Produktion der Zellwandkohlenhydrate Chitin, a- und B-Glukan bzw. die Produktion der gesamten Zell-
wand hochreguliert wird. Allerdings scheint dieser Mechanismus in C. albicans und A. fumigatus unter-
schiedlich zu sein, da in C. albicans der Gehalt a- und ($-Glukan nach der Behandlung mit einem Azol
nicht anstieg [233].

Zusatzlich zum exzessiven Aufbau von 3-1,3-Glukan und Chitin, wurde in dieser Arbeit ein erhdhtes
Vorkommen, der Wscl1-Rezeptoren innerhalb der Plasmamembran unterhalb der Ablagerungen beo-
bachtet. Koch et al. beschrieben in ihrem Review 2015, dass Zellwandstress-Sensoren wie Wscl in
sogenannten Mikrodoménen zu finden sind. Diese stellen spezialisierte Bereiche der Plasmamembran
dar [236]. Es kdnnte angenommen werden, dass die Azol-vermittelte Aktivierung des Zellwandintegri-
tatsweges aufgrund der Azole innerhalb dieser Mikrodoménen stattfindet. Durch die Aktivierung des
CWI werden Chitin- und Glukansynthasen rekrutiert und so die Ablagerungen an diesen Domanen ge-
bildet.
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Diese Beobachtungen lassen den Schluss zu, dass Azole vor allem auf sich im Wachstum befindende
Teile der Hyphe wirken. Es wurde allerdings beobachtet, dass auch Sporen durch Azole erfolgreich
abgetotet werden [129]. Ein Experiment dieser Studie zeigte ebenfalls, dass Sporen, die ein mtGFP
exprimierten und mit einer tédlichen Konzentration an Voriconazol behandelt wurden, abgetétet wurden.
Die toten Sporen waren angeschwollen und zeigten keine oder eine zytosolische GFP-Fluoreszenz,
was auf eine Lyse der Mitochondrien hindeutet. Es konnten ebenfalls mittels CFW-Farbung Strukturen
beobachtet werden, die den in den Hyphen beobachteten Kohlenhydrat-Ablagerungen stark ahnelten.
Die Aktivierung von ruhenden Konidien fihrt zu einem Anstieg des intrazellularen osmotischen Drucks
und der Aufnahme von Wasser. Die Konidien schwellen in dieser Zeit um das Doppelte ihres Durch-
messers an. Dieses Anschwellen wird auch isotropisches Wachstum genannt. In dieser Phase wird in
alle Richtungen neue Zellwand aufgebaut und damit auch neue Plasmamembran [237].

Die Beobachtung, dass die abgestorbenen Sporen angeschwollen waren, deutet darauf hin, dass sie in
der Phase des isotropischen Wachstums starben. Daher ist zu vermuten, dass Azol-Molekille aufge-
nommen wurden und wahrend des Aufbaus der neuen Zellwand die Ergosterol-Biosynthese hemmten,
was zum Verlust der Zellintegritat fihrte. Es ist also zu vermuten, dass dieselben Mechanismen sowohl
den Tod der Sporen als auch den der Hyphen verursachen.

Fur Ustilago maydis, der den Maisbeulenbrand verursacht, wurde gezeigt, dass Chitin- und Glukansyn-
thasen in denselben Vesikeln zur Zellmembran transportiert werden [238-240]. Taheri-Talesh et al.
2008 stellten fur A. nidulans ein Modell auf, in dem Zellwandbestandteile mit Vesikeln Gber Mikrotubuli
aus dem Zellinneren zur Plasmamembran transportiert werden. Sie werden dann innerhalb der wach-
senden Hyphe durch Exozytose an die Oberflache der Membran abgegeben. Die in die Plasmamemb-
ran eingebauten Bestandteile der sekretorischen Vesikel werden beim weiteren Wachstum der Hyphe
rickgewonnen. Sie wandern dann am Zytoskelett entlang zurtick ins Zellinnere, um erneut Zellwandbe-
standteile zur Membran zu transportieren [241]. Dieses Modell bringt den Aufbau der Zellwand, sowie
die Exo- und Endozytose von Vesikeln mit der Plasmamembran in rAumliche Nahe [242]. Diese beiden
Beobachtungen koénnten eine Erklarung fur die hier beobachtete Co-Lokalisation der Ablagerung von
Chitin und 3-1,3-Glukan sein.

In S. cerevisiae wurde beobachtet, dass Defekte in der Ergosterol-Biosynthese zu einer gestérten En-
dozytose, Zellpolarisation, Zellfusion und Zellwandaufbau fihren. Darlber hinaus beschrieben Degreif
etal. 2019, dass es in S. cerevisiae durch die Reduktion von Sterolen zu einer verringerten Fluiditat der
Membran kommt, was die Endo- aber auch Exozytose beeinflusst [76—79]. Die Beobachtungen in S.
cerevisiae deuten darauf hin, dass durch die Behandlung mit Azolen der Transport von Zellwandkoh-
lenhydraten zur Zellmembran gestort wird.

Chelius et al. 2020 untersuchten die Veranderungen des Transkriptoms von A. nidulans nach Zellwand-
stress. Sie beobachteten, dass A. nidulans Hyphen, die einem Echinocandin ausgesetzt wurden, mehr
Septen bildeten als Hyphen, die unbehandelt waren. Sie mutmalf3ten, dass Septierung durch die Akti-
vierung des CWI hervorgerufen wird. Sie stellten auRerdem fest, dass die Aktinfilamente durch die Ak-
tivierung des CWI verandert werden, wodurch die Endozytose beeinflusst wird [243].

Die Beobachtungen in A. nidulans kénnten darauf hindeuten, dass der durch Azolstress aktivierte CWI

die vermehrte Bildung von Septen hervorruft. So kdnnte vermutet werden, dass die Ablagerungen vor
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allem in Stressregionen gebildet werden, in denen der Pilz versucht als Abwehrmechanismus mehr
Septen zu bilden.

Sowohl der bei Hyphen beobachtete Zellwandstress wie auch die Zellwandkohlenhydrat-Ablagerung
traten nicht direkt nach Voriconazol-Exposition, sondern zeitlich versetzt auf. Durch die Quantifizierung
der Ablagerungen bei verschiedenen Voriconazol-Konzentrationen wurde gezeigt, dass Ablagerungen
mit Beginn des detektierten Zellwandstresses auftraten. Nach 3 h Co-Inkubation wiesen ca. 78 % der
Aspergillus Hyphen, die mit einer tdédlichen Konzentration an Voriconazol behandelt worden waren, Ab-
lagerungen auf. Nach 5 h zeigten sich bei allen untersuchten Voriconazol-Konzentrationen bei fast
100 % der Hyphen Chitin-Ablagerungen. Die Anzahl der Ablagerungen nahm umso schneller zu, je
héher die Konzentration an Voriconazol war. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass es einen Zusam-
menhang gibt zwischen den Zellwandkohlenhydrat-Ablagerungen und dem Tod des Pilzes.

Diese These wird durch weitere Experimente dieser Arbeit unterstitzt: A. fumigatus Hyphen, die mit
Voriconazol und Caspofungin behandelt wurden, zeigten ein unterschiedliches Aussehen der Zellwand-
kohlenhydrat-Ablagerungen. In Hyphen die allein mit Voriconazol behandelt wurden, sahen die Ablage-
rungen wie grofRe kristalline Strukturen aus, die sich vor allem an der Zellwand und an den Septen
bildeten. Eine Hyphe, die zusatzlich mit Caspofungin behandelt wurde, zeigte im Unterschied dazu deut-
lich mehr und kleinere Zellwandkohlenhydrat-Ablagerungen. Diese Ablagerungen waren auf3erdem
gleichmagRiger in der Hyphe verteilt. Dies zeigt, dass eine Inhibition der Glukansynthase die Ablagerun-
gen beeinflussen kann.

In einem weiteren Experiment wurde die Uberlebensdauer von wt Hyphen, die mit einer todlichen Dosis
Voriconazol behandelt wurden, mit Hyphen verglichen, die zusatzlich Caspofungin ausgesetzt waren.
Nach 5 h und 6 h Co-Inkubation zeigten die wt Hyphen eine signifikant héhere Anzahl an lebenden
Kompartimenten. Nach 5 h Co-Inkubation wurden ca. ein Drittel mehr (37 % vs. 60 %) Uberlebende
Kompartimente innerhalb der Hyphen, die mit Voriconazol und Caspofungin behandelt wurden, gezéhlt.
Nach 6 h Co-Inkubation waren es in dieser Bedingung ca. doppelt so viele Uiberlebende Kompartimente
(17 % vs. 43 %) im Vergleich zu den Hyphen, die nur mit Voriconazol behandelt wurden.

Allerdings wurde durch die zusétzliche Behandlung mit Caspofungin der Tod der untersuchten Hyphen
nur verzégert, nicht aber verhindert. Es kann also nicht ausgeschlossen werden, dass es auch andere
Azol-abhéangige Mechanismen gibt, die den Pilz unter bestimmten Bedingungen ebenfalls téten kénnen.
Dieser Effekt wurde ebenfalls in einem Experiment von V. Loiko mit einer konditionellen 3-1,3-Glukan-
synthase Mutante fkslieton [167] unter reprimierten Bedingungen beobachtet [169]. Fir diesen Versuch
wurde eine konditionelle 3-1,3-Glukansynthase Mutante (fkslwion) Verwendet, da A. fumigatus Afks1
eine stark reduzierten Wachstumsgeschwindigkeit aufweist [167]. Das Uberleben dieser Mutante wurde
bei Behandlung mit Voriconazol unter induziertem und herunterreguliertem fks1 Gen verglichen.
Sporen der fksleion Mutante wurden fir diesen Versuch unter reprimierten Bedingungen fir 11 h in SAB
ausgekeimt. Anschlieend wurden sie fir 6 h mit Voriconazol (fks1 Gen inaktiv) oder mit Voriconazol
und Doxyzyklin (fks1 Gen aktiv) co-inkubiert. Nach dieser Zeit wurde das Medium verworfen und die
Hyphen beider Bedingungen in SAB fiir weitere 10 h bis 30 h inkubiert. Anschlieend wurden die tUber-
lebenden Mikrokolonien quantifiziert.

Die Auszahlung der tberlebenden Mikrokolonien ergab, dass dabei ca. doppelt so viele Hyphen der

fksleton Mutante, die unter reprimierten Bedingungen mit Voriconazol behandelt wurden (26 %) im
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Vergleich zu einem parallelen Ansatz, der mit Voriconazol und Doxyzyklin inkubiert wurde (13 %, fks1-
Expression induziert) Uberlebten.

Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass durch die Inhibition der 3-1,3-Glukansynthase die Bil-
dung der Ablagerungen und dadurch der fungizide Effekt der Azole verzdgert wird.

AuRerdem unterstiitzen mehrere Experimente von I. Klugherz in der Veroffentlichung von GeiRRel et al.
2018 [169] ebenfalls die Vermutung, dass die Kohlenhydratablagerung fur den Tod von A. fumigatus
durch Azole verantwortlich sind. In den Experimenten wurde die Wirkung von Azolen auf A. fumigatus
wt Hyphen mit der auf Mutanten, die in der Atmungskette beeintrachtigt waren, verglichen (cycAteton und
rip2teton).

RIP1 ist das Eisen-Schwefel-Protein des Cytochrom bcl-Komplexes, das Ubichinol oxidiert [244], das
cycA-Gen kodiert Cytochrom C [245]. Obwohl A. fumigatus zum Uberleben eine funktionierende
Atmungskette benétigt [246], sind diese Mutanten aufgrund der alternativen Oxidase trotz reprimierten
Bedingungen tberlebensféahig. Dieses Protein katalysiert den Transfer von Elektronen vom reduzierten
Ubiquinon direkt zu Sauerstoff und umgeht so den Komplex 11l und 1V2 [245].

Beide Mutanten zeigten im Voriconazol E-Test unter reprimierten Bedingungen dieselbe oder eine ge-
ringere inhibitorische Konzentration verglichen mit dem Wildtyp. Gleichzeitig zeigten sie mikroskopisch
im Gegensatz zum Wildtyp minimales Wachstum innerhalb der Inhibitionszone des E-Tests. Ahnliche
Ergebnisse wurden im selben Versuch mit der Resistenztestung mittels Mikrodilutionsverfahren erzielt.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Azole eine von der Atmungskette unabhéngige fungistatische
Wirkung auf A. fumigatus haben. lhre fungizide Wirkung beruht allerdings auf der Funktionalitat der
Atmungskette.

Um den Zusammenhang zwischen dem Zelltod und der Bildung der Kohlenhydratablagerungen zu un-
tersuchen, wurde ebenfalls das Uberleben der Stamme cycAeton Und rip2ieton unter verschiedenen Azol-
Konzentrationen untersucht. Bei Voriconazol-Konzentrationen, bei denen der Wildtyp bereits Kohlen-
hydrat-Ablagerungen aufwies (0,4; 0,8 und 1,6 pg ml), zeigten die Mutanten in cycA:eton Und rip2eton
keine Ablagerungen. Héhere Azol-Konzentrationen (3,2 und 6,4 pg mi1) fihrten zu einer signifikanten
Bildung von Ablagerungen und zu einer zunehmenden Hemmung des minimalen Myzelwachstums.
Um den Zusammenhang zwischen der Bildung der Kohlenhydratablagerungen und dem Tod der Hy-
phen genauer zu untersuchen, wurden Hyphen der rip2«ion unter reprimierten Bedingungen 2,4 ug mi-
Voriconazol ausgesetzt. Nach 15 h Inkubation wurden die Hyphen fixiert, CFW-gefarbt und anschlie-
Rend analysiert, welche Kompartimente noch lebendig waren und wie grof3 und zahlreich die gebildeten
Kohlenhydratablagerungen waren. Das Experiment zeigte eine signifikante Korrelation des Todes der
Hyphen mit der Prasenz und Gréf3e von Kohlenhydratablagerungen [169]. Alle diese Ergebnisse unter-
stutzen die These, dass die Bildung der Kohlenhydratablagerungen mit der fungiziden Wirkung der
Azole korreliert [169].

Ein Grund fur die erhdhte Resistenz der mitochondriellen Fusions-/Fissions-Mutante (Adnm1 mgm 1ieton)
[129], sowie der Mutanten mit Defekten in der Atmungskette, kdnnte eine erhéhte Aktivierung von Efflux-
pumpen sein [140,169]. Sturm et al. 2020 verglichen hierzu das Transkriptom eines A. fumigatus Wild-
typs mit einer mitochondriellen Fusions-/Fissions-Mutante (Adnm1 mgmTieon). Im Vergleich der Tran-
skriptome fanden sie 7 hochregulierte ABC-Transporter und 21 MFS-Transporter. Aufgrund der hohen

Anzahl der MFS-Transporter, konzentrierten sich die Autoren auf die 7 ABC-Transporter. Die Analyse
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von konditionellen Mutanten der ABC-Transporter ergab, dass keiner von ihnen wesentlich zur Azolre-
sistenz des Wildtyps beitragt. Zusétzlich analysierten sie 17 Transkriptionsfaktoren, deren Expression
sich am stéarksten von der im Wildtyp unterschied. Auch konditionelle Mutanten dieser Transkriptions-
faktoren zeigten keine veranderte Empfindlichkeit gegentiber Azolen unter reprimierten Bedingungen.
Aufgrund dieser Beobachtungen schlossen die Autoren, dass eine mitochondrielle Dysfunktion in A.
fumigatus die Expression mehrerer funktionell redundanter Gene verandert, sodass die Deletion einzel-
ner Gene keinen Effekt zeigen wirde. Aus diesem Grund testeten sie, ob einzelne identifizierte ABC-
Transporter oder Transkriptionsfaktoren fiir die erhéhte Azolresistenz der Fusions-/Fissions-Mutante
verantwortlich ist. Hierfur deletierten sie die Kandidaten-Gene in der Adnm1 mgm1.ion Mutante. Die
Deletion der einzelnen Gene hatte jedoch keinen signifikanten Einfluss auf die erhdhte Azol Toleranz
der Adnm1 mgm1weton Mutante. Laut der Autoren deutete dies darauf hin, dass die identifizierten Gene
nicht allein fir den beobachteten Phénotyp verantwortlich sind. Sie mutmaRten, dass die funktionelle
Redundanz der identifizierten Transkriptionsfaktoren ein Grund fur das Fehlen eines sichtbaren Effekts
sein konnte. Allerdings beobachteten sie auf3erdem eine leicht erhéhte Expression des cyp51A-Gens,
das ebenfalls Einfluss auf die erhéhte Toleranz haben kdnnte [247].

Die Beobachtungen dieser Arbeit zusammen mit den beschriebenen Ergebnissen anderer Arbeiten deu-
ten auf folgenden moglichen Ablauf des Zelltods von A. fumigatus nach der Behandlung mit Azolen hin
(siehe Abb. 38):

Eine wachsende Hyphe oder anschwellende Spore wird mit Azol behandelt. Nach Aufnahme des Azols,
wird die Lanosterol-14a-Demethylase inhibiert (siehe Abb. 38 A). Der daraus resultierende Ergosterol-
mangel fuhrt innerhalb von ca. 1 bis 2 h zu einem Wachstumsarrest (siehe Abb. 38 B). Mdglicherweise
wird diese Zeit auch bendtigt, damit ein Ergosterolmangel auftreten kann, der Auswirkungen auf die
Zelle zeigt. Ein weiterer Grund kénnte die Zeit, die fur die Umstellung des Transkriptoms von A. fumi-
gatus notig ist, sein [224].

Der durch Azole ausgeldste Zellwandstress aktiviert den CWI. Durch diesen wird die Transkription von
Genen ausgeldst, die an der Zellwandbiogenese beteiligt sind. Chitin- und Glukansynthasen, sowie de-
ren Substrate werden in groRem Male an bestimmte Stellen der Zellmembran transportiert. Aufgrund
des Modells von Taheri-Talesh et al. 2008 fur A. nidulans [241] ist zu vermuten, dass durch Azole eine
Destabilisierung des Aktin- und Myosin-Zytoskeletts stattfindet. Die mit Chitin-Synthasen und Glukan-
synthasen beladenen Vesikel werden daher vor allem in Stressregionen der Hyphe transportiert, in de-
nen sich auch vermehrt Wscl-Rezeptoren sammeln [76—79,241-243]. Dort kommt es zu einem exzes-
siven Aufbau von Zellwand bzw. zur Ablagerung von Zellwandkohlenhydraten auRerhalb der Plasma-
membran (siehe Abb. 38 C).

Die sich formenden und schnell wachsenden Zellwandkohlenhydrat-Ablagerungen driicken auf die Zell-
membran. Gleichzeitig blockiert das Azol die Synthese des wichtigen Membranbestandteils Ergosterol.
So erhéht sich immer mehr der Druck auf die Plasmamembran, dem sie irgendwann nicht mehr stand-
halten kann. Es kommt zum Verlust der Membranintegritat und dem Tod des Pilzes bzw. des Kompar-
timents (siehe Abb. 38 D). Ein zuséatzlicher Einfluss kénnte hier auch eine durch Azole gestorte Endo-
zytose sein, die wie oben beschrieben in S. cerevisiae beobachtet wurde [76—79].

Septen kdnnen in manchen Fallen angrenzende Hyphen-Kompartimente vor dem Membranintegritats-

verlust schiitzen und so die Uberlebenszeit des Pilzes verlangern. Der hier beobachtete Verlust dieser
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Integritat war oft nur durch ein plétzliches Schrumpfen der Hyphe sichtbar. Dies kénnte darauf hindeu-
ten, dass der Zellturgor-Druckgradient in den Fallen, in denen mehrere Kompartimente gleichzeitig star-
ben, zu gering war, um das Schliel3en der Poren auszulésen.

Dieser Ablauf des Zelltodes kann durch die Inhibition von fksl1, z.B. durch Echinocandine oder eine
verringerte Expression von fks1 aufgehalten werden. Die Inhibition oder verringerte Expression fiihrt zu
einer verringerten Bildung der Ablagerung und kann so den fungiziden Effekt der Azole verzégern.

A. fumigatus Stamme mit einer dysfunktionalen Atmungskette oder Defekten in der mitochondriellen
Fusions-/Fissions-Maschinerie zeigen im Gegensatz zum Wildtyp Stamm in Gegenwart von niedrigen
Azol-Konzentrationen keine Ablagerung von Zellwandkohlenhydraten (siehe Abb. 38 C). Dies kénnte

moglicherweise auf eine erhdhte Aktivierung von Effluxpumpen zurtickzufiihren sein [247].
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Abbildung 38: Modell des durch Azole ausgeldsten Tod von A. fumigatus.

(A) Eine wachsende Hyphe wird mit Azol behandelt und nimmt dieses auf. (B) Durch die Inhibition von CYP51 kommt es zu einem
Mangel des fir den Aufbau der Zellmembran benétigten Ergosterols. Innerhalb der néchsten Stunde fiihrt der wachsende Er-
gosterolmangel zu einem Wachstumsarrest der Hyphe. (C) Darauf folgend beginnt der Pilz Vesikel, die mit Chitin Synthasen und
Glukan Synthasen, sowie deren Substraten beladen sind in groBen Mengen zur Zellmembran zu transportieren. Sie werden vor
allem in Stressregionen der Hyphe transportiert, in denen sich auch vermehrt Wsc1-Rezeptoren sammeln. Dort beginnt eine
Ubermafige Produktion von Glukan und Chitin. Pilzstimme mit einer dysfunktionalen Atmungskette zeigen einen starken Wachs-
tumsphanotyp, aber bilden in Gegenwart von niedrigen Azol-Konzentrationen keine Zellwandkohlenhydrat-Ablagerungen, mog-
licherweise durch eine erhdhte Aktivierung von Effluxpumpen [247] (D) Die sich formenden und schnell wachsenden Zellwand-
kohlenhydrat-Ablagerungen driicken so lange auf die Zellmembran, bis diese ihre Integritét verliert und die Hyphe stirbt. Angren-
zende Hyphen-Kompartimente werden Uber das VerschlieR3en der Septen-Poren durch Woroninkdrperchen geschutzt. Die Inhi-
bition der Glukansynthase durch Echinocandine oder eine verringerte Expression der Glukansynthase Fks1 verringert die Bildung
dieser Ablagerungen und verzégert den fungiziden Effekt der Azole [137-139]. Abbildung basierend auf Geil3el et al. 2018 [169].
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5.2.3 Ist eine Kombinationstherapie von Azolen und Echinocandinen sinnvoll?

In den letzten Jahren hat das Auftreten von Azol-resistenten Aspergillus Isolaten alarmierend zugenom-
men [89]. Aus diesem Grund ist es notwendig, neue Strategien fiir die Behandlung invasiver Aspergil-
lose zu finden. Zu diesen Strategien kdnnte die Kombination verschiedener Klassen an Antimykotika
zéhlen. Eine Kombination aus verschiedenen Medikamenten wird bereits bei der Behandlung von
Mycobakterium tuberculosis und dem humanen Immundefizienz-Virus (HIV) eingesetzt [248-250]. Fir
A. fumigatus liegen hierzu allerdings keine ausreichenden Daten vor.
Die hier durchgefiihrten Versuche zeigen, dass A. fumigatus Hyphen in Gegenwart von Caspofungin
und Voriconazol langer tberleben als bei einer Behandlung mit Voriconazol allein. Allerdings wurde
durch die zuséatzliche Behandlung mit Caspofungin der Tod der untersuchten Hyphen nur verzdgert,
nicht aber verhindert. Es kann also nicht ausgeschlossen werden, dass es auch andere Azol-abhangige
Mechanismen gibt, die den Pilz unter bestimmten Bedingungen ebenfalls téten kdnnen.
Manavathu et al. 2003 untersuchten die Wirkung von verschiedenen Triazolen in Kombination mit
Caspofungin auf verschiedene klinische Isolate von A. fumigatus [251]. In ihrer in vitro-Studie stellten
sie fest, dass Itraconazol und sein Analog Posaconazol in Kombination mit Caspofungin die MIC beider
Antimykotika verringerte. Im Gegensatz dazu hatte die Kombination aus Voriconazol und seinem Analog
Ravuconazol mit Caspofungin keinen Effekt auf die MIC.
Die Autoren spekulierten, dass diese Unterschiede entstehen kdnnten, da

- andere Wirkmechanismen der Azole in der Kombination mit Caspofungin zum Tragen kommen,

- die Aufnahme der Azole in Gegenwart von Caspofungin selektiv beeinflusst oder erhoht wird,

- ein unterschiedlicher Aufbau der Azol-Molekdle (Lipophilie) dazu fihrt, dass sie unterschiedlich

mit Caspofungin interagieren.

Ihre Schlussfolgerung war, dass die in vitro-Wirkung von Azolen mit Caspofungin unterschiedlich und
daher nicht vorhersagbar ist.
Eine Reihe von Studien untersuchten ebenfalls die Wirkung von Azolen in Kombination mit Echinocandi-
nen und stellten meist eine synergistische Wirkung fest, allerdings nicht fur alle Isolate [248,252—-255].
Die Kombination aus Anidulafungin und Voriconazol zeigte ebenfalls synergistische Effekte gegen Azol-
resistente A. fumigatus Stamme [256,257].
Chatzimoschou et al. 2011 untersuchten die Wirkung von Triazolen und Echinocandinen in Kombination
auf C. albicans und C. parapsilosis Biofilme [258]. Dabei stellten sie fest, dass bei einer Vorbehandlung
mit einem Echinocandin, die Effizienz des folgenden Triazols gesteigert wurde. Bei einer gleichzeitigen
Behandlung waren die Ergebnisse unterschiedlich je nach Echinocandin und Triazol.
Siopi et al. 2016 untersuchten den Einfluss der verwendeten Dosis auf synergistische Effekte. Sie zeig-
ten, dass eine Kombination aus Voriconazol mit einer niedrigen Konzentration von Anidulafungin einen
synergistischen Effekt hatte, wahrend héhere Dosen eher antagonistisch wirkten [259].
All diese Studien untersuchten die MIC der Stamme und nicht das Uberleben der einzelnen Hyphe.
Dadurch kénnten die hier gemachten Beobachtungen Gibersehen worden sein. Zusatzlich deuten diese
Studien darauf hin, dass es eine Rolle spielt, welches Azol mit welchem Echinocandin in welcher Dosis

kombiniert wird, um eine synergistische oder antagonistische Wirkung zu erzielen.
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In dieser Arbeit wurde, wie oben beschrieben, beobachtet, dass die zuséatzliche Behandlung mit Caspo-
fungin der Tod der untersuchten Hyphen nur verzdgerte, nicht aber verhinderte. Dies ist in Ubereinstim-
mung mit den Ergebnissen von Manavathu et al. 2003 [251], dass eine Kombination aus Voriconazol
und Caspofungin keinen Einfluss auf die MIC des untersuchten Stammes hat.

Zusatzlich zeigten Elefanti et al. 2013, dass Serum die synergistische Wirkung von Echinocandinen in
Verbindung mit Voriconazol und Amphotericin B verringerte. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass
die in vitro beobachteten Effekte nicht auf die in vivo Situation Gbertragbar sind. AuRerdem zogen sie
die Schlussfolgerung, dass auch das Wachstumsmedium einen Einfluss auf mégliche synergistische
Effekte hat [260].

Eine groR3e klinische Studie versuchte zu kléren, ob eine Kombinationstherapie aus Azolen und Echino-
candinen einen Vorteil hatte [261]. Die Studie sah eine leichte Verbesserung des Uberlebens fir Pati-
enten mit Aspergillose, wenn eine Kombinationstherapie angewendet wurde. Die Diskrepanz dieser Da-
ten zu den hier prasentierten in vitro Ergebnissen, kann mehrere Ursachen haben. Eigenschaften des
Medikaments, wie die Bioverfligbarkeit oder verlangerte Wirkungszeit, die in vivo eine Rolle spielen,
kénnten einen Einfluss haben.

Fur die Beurteilung der Effizienz einer Azol-Echinocandin Kombinationstherapie fehlen immer noch aus-
reichend klinische Daten. Allerdings empfehlen Experten diese Therapie als Alternative zu einer Am-
photericin B Monotherapie in Gegenden mit einer hohen Pravalenz an Azol-Resistenzen [262,263].
Aus diesem Grund sollten fur eine abschlieRende Beurteilung weitere klinische Daten gesammelt und

ausgewertet werden.
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6. Ausblick

6.1. Die Charakterisierung des ERMEs in Aspergillus fumigatus und dessen Potential als
»drug target”

Der ERMES scheint als einzelnes Ziel fir Antimykotika ungeeignet zu sein, da sowohl die konditionellen
Mutanten unter reprimierten Bedingungen als auch die Deletionsmutanten (Amdm10, Amdm12,
Mdm10teton, MAM12eton, MAM334ieton UNd MMM Lieton), ausgenommen Amdm34 und Ammmy1, lebensféhig
waren. Zusatzlich zeigte mmm1liion im G. melonella eine geringe Virulenz.

Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass A. fumigatus durch die Inhibition des ERMES
nicht komplett abgetttet werden kann. Durch den Selektionsdruck innerhalb des menschlichen Kérpers
konnte der Pilz auBerdem Zusatzmutationen erwerben und so in kurzer Zeit Resistenzen entwickeln.
Wie in der Diskussion erwahnt, kénnte er aber durchaus als Ziel in Kombination mit anderen Antimyko-
tika interessant sein. Daher kdnnte im néchsten Schritt die Wirkung von Echinocandinen oder Azolen
auf die hier hergestellten ERMES Mutanten untersucht werden.

Es wird angenommen, dass der ERMES flr den Transport von Lipiden zum Mitochondrium zusténdig
ist. Phosphatidylserin wird in der ER Membran synthetisiert, zum Mitochondrium transportiert und dort
in Phosphatidylethanolamine umgewandelt [264]. Um die Funktion des ERMES in A. fumigatus genauer
zu charakterisieren und die Anwendbarkeit dieser Theorie auf A. fumigatus zu Uberprifen, konnte daher
die Menge an Phosphatidylserin und Phosphatidylethanolamine in den ERMES Mutanten untersuchen
werden.

Als drittes kdnnten die kleinen sehr schnellen Mitochondrien, die durch den Verlust des ERMES entste-
hen, genauer untersucht werden. Wie verhéalt sich ihre Anzahl Gber die Zeit? Bewegen sie sich nach
einem bestimmten Muster? Und sind sie trotz fehlender mitochondrieller DNA funktionsfahig? So konn-
ten weitere Erkenntnisse Uber die Bewegung der Mitochondrien auf dem Zytoskelett in A. fumigatus

gewonnen werden, sowie die Bedeutung des ERMES und der mtDNA fiir diese Bewegung.

6.2. Die Wirkung von Azolen auf A. fumigatus

Diese Arbeit zeigte, dass die Behandlung von A. fumigatus mit Azolen und der daraus resultierende
Ergosterolmangel Zellwandstess und eine exzessive Produktion der Zellwandkohlenhydrate Chitin und
Glukan auslésen. Diese Molekiile werden aul3erhalb der Zellmembran abgelagert bzw. in die Zellwand
eingebaut. Diese Ablagerungen l6sen durch Druck auf die Plasmamembran den Verlust der Zellintegri-
tat aus und l6sen so den Tod von A. fumigatus aus.

In weiteren Experimenten konnte die Wirkung von Azolen in Zusammenhang mit Echinocandinen weiter
untersucht werden, wie z.B. die Untersuchung der Aktivierung des Zellwandintegritéatsweges in A. fumi-
gatus bei Behandlung mit Azolen und Echinocandinen. Dartber hinaus kénnten die Auswirkungen von
Echinocandinen auf die konditionelle Mutante cyp51Aeon Acyp51B untersucht werden, um so weitere

Anhaltspunkte fiir eine synergistische oder antagonistische Wirkung zu erhalten.
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Darlber hinaus kdnnte die Wirkung weiterer Antimykotika, wie Nikkomyzin Z (Chitin-Inhibitor), auf die

Bildung der Zellwandkohlenhydrat-Ablagerungen untersucht werden.

Daneben kénnten die 1-2 h, in denen keine Verdnderung an den Hyphen von A. fumigatus beobachtet
wurden, genauer untersucht werden. Hierbei kénnte der Ergosterolgehalt der Zelle zu verschiedenen
Zeitpunkten gemessen werden, um festzustellen, wie sich dieser &ndert. Gleichzeitig kénnte die Veran-
derung der Genexpression der Glukan- und Chitinsynthasen untersucht werden, um die hier gemachten
Beobachtungen zu bestatigen.

Um die Wirkung des Ergosterolmangels auf die Vesikel, deren Transport und die Plasmamembran bes-
ser zu verstehen, kénnte das Aktin und Myosin-Zytoskelett von A. fumigatus untersucht werden. Hierfur
kénnten Vesikeln mittels eines GFP-markierten CHS6 markiert werden. CHS6 bindet an CHS5-ARF1P,
das fur den spezifischen Export von Cargo-Proteinen, wie der Chitinsynthase 3 [238] verantwortlich ist.
AuBerdem kénnte in einem Stamm mit GFP-markierten Woroninkdrperchen deren Rolle wahrend des
durch Azole ausgelésten Zelltods untersucht werden.

Daruber hinaus kdnnten der 5%-Anteil der Hyphen-Kompartimente der in Experimenten sowohl mit
Echinocandinen als auch mit Azolen einen intrinsischen Vorteil zu haben scheint, genauer untersucht
werden, z.B. durch einen Vergleich der Transkriptions- und Translationsprofile. Diese Kompartimente

sind besonders interessant, da sie bei einer Resistenzbildung von besonderer Bedeutung sein kdnnen.
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Anhang

Einzelergebnisse zum Versuch die Inhibierung der Glukansynthase verzégert den fun-
giziden Effekt der Azole auf A. fumigatus Kapitel 4.2.10

Uberlebende Kompartimente [%)]
nach 5 h Co-Inkubation nach 6 h Co-Inkubation
. . Voriconazol + . Voriconazol +
Experiment Nr. Voriconazol : Voriconazol :
Caspofungin Caspofungin
16,67 23,33 11,54 35,48
13,51 33,33 12,12 21,43
1 21,62 55,56 0,00 31,03
10,00 31,58 33,33 16,67
11,11 19,05 13,79 10,00
22,73 18,52 9,76 27,27
36,00 71,43 11,11 45,00
23,81 75,00 0,00 28,57
> 20,00 43,75 12,50 41,67
27,59 60,00 11,76 28,57
28,57 51,85 9,52 42,31
10,53 71,43 3,45 53,57
51,85 57,89 25,00 20,00
50,00 52,94 10,00 20,00
3 58,33 41,18 36,67 57,89
51,85 66,67 21,74 47,06
34,48 63,16 23,08 40,00
57,89 68,00 31,58 33,33
28,00 89,29 40,00 47,37
45,16 88,00 28,00 76,92
4 36,36 52,63 15,79 77,78
36,00 87,50 13,04 56,52
23,81 70,97 0,00 65,52
43,48 63,33 7,41 50,00
20,83 79,17 15,63 40,00
33,33 65,52 12,00 48,00
5 33,33 57,14 8,33 32,00
25,00 42,42 3,33 23,33
39,39 60,00 13,33 42,31
46,43 62,50 9,38 30,77
34,78 55,56 21,21 29,63
54,17 51,85 22,22 31,03
6 25,00 65,22 - 52,00
53,33 52,17 13,79 54,84
25,00 52,17 23,33 46,15
58,33 82,86 20,69 45,83
53,85 88,24 6,67 63,64
55,56 65,00 30,00 55,56
7 42,86 68,42 5,26 57,69
88,24 73,33 28,00 61,11
60,87 68,42 40,00 54,55
36,36 70,00 38,10 50,00
Mittelwert 36,81 59,91 16,89 42,68
StabW 16,89 17,76 11,27 15,85
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