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ZUSAMMENFASSUNG

1. ZUSAMMENFASSUNG

Die asexuellen Sporen von Aspergillus fumigatus sind ubiquitér verbreitete Luftkeime. Als
Saprophyt ist dieser opportunistisch humanpathogene Pilz darauf spezialisiert, polymere
Substanzen aus dem umgebenden Milieu zu zersetzen, um daraus die von ihm bendtigten
Néhrstoffe zu generieren und aufzunehmen. Die Fahigkeit, verschiedene Stickstoff- und
Kohlenstoffquellen zu verwerten, tragt dabei zu seiner Virulenz bei und hierbei scheint die
extrazellulare Proteolyse eine wichtige Rolle zu spielen. Sekretierte Proteasen, die das
umgebende Gewebe wahrend einer Infektion mit A. fumigatus erschlielen, kdnnten somit zu
dessen Pathogenitat beitragen. Dementsprechend sollte im Rahmen dieser Arbeit die
Bedeutung einer Regulation der extrazellularen proteolytischen Aktivitat von A. fumigatus fiir
dessen Virulenz untersucht werden. Dies geschah durch Untersuchungen eines konservierten
Transkriptionsfaktors, PrtT. Dabei stellte sich heraus, dass PrtT die Expression der drei
Hauptproteasen von A. fumigatus, Alp, Mep und Pep stark beeinflusst, in einem murinen
Tiermodell der pulmonaren Aspergillose scheint dieser Regulator jedoch keine Rolle fir die
Pathogenitat von A. fumigatus zu spielen.

Um einen weiteren Aspekt des pilzlichen Aminosaurestoffwechsels zu beleuchten, wurde die
Biosynthese der aromatischen Aminosduren als mogliche Virulenzdeterminate untersucht. Fir
den Menschen sind diese Aminoséauren essentiell, weshalb dieser Syntheseweg ein magliches
Ziel fir antimykotische Substanzen darstellen kdnnte. Es konnten mehrere fiir A. fumigatus
essentielle Komponenten des Shikimatweges identifiziert werden, des Weiteren wurden
Deletionsmutanten in den Genen aroC und trpA, die fir die Chorismatmutase bzw.
Anthranilatsynthase der Biosynthese von Phenylalanin und Tyrosin bzw. Tryptophan
kodieren, erzeugt und phé&notypisch charakterisiert. Deren Untersuchung in einem alternativen
Tiermodell der Aspergillose zeigte eine deutlich attenuierte Virulenz. Diese Ergebnisse
verdeutlichen, wie wichtig die Biosynthese der aromatischen Aminoséauren fir das Wachstum
von A. fumigatus ist, und dass ein Eingriff in diesen Syntheseweg eine lohnende Strategie zur
Entwicklung neuer Antimykotika sein kénnte.

Die hier préasentierten Ergebnisse unterstreichen die fur den Schimmelpilz A. fumigatus
typische Redundanz bezuglich extrazellulérer proteolytischer Enzyme und dass diese nur
bedingt hinsichtlich ihres Virulenzbeitrags untersucht werden kénnen. Im Gegensatz hierzu
lassen sich bestimmte Stoffwechselwege, die oftmals durch einzigartige Genprodukte
katalysiert werden, unter Umstdnden besser als unspezifische aber vielversprechende

Virulenzdeterminanten identifizieren.
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SUMMARY

The air-borne spores of Aspergillus fumigatus are ubiquitously distributed. As a saprophyte,
this fungus is well adapted to feed from the environment by degradation of polymeric
substances and uptake of breakdown products. The nutritional versatility has to be regarded as
virulence determinant in the development of pulmonary aspergillosis. Secreted proteolytic
activities that degrade the surrounding lung tissue during infection may contribute to
pathogenicity. Until now, knowledge on the regulation of the expression and secretion of
proteases by A. fumigatus is scarce. Therefore, the role of extracellular proteolytic activity for
pathogenicity of A. fumigatus was examined by characterisation of a global regulatory factor,
PrtT, that acts on expression of secreted proteases. It could be shown that PrtT regulates the
transcription of the major secreted proteases Alp, Mep and Pep. When tested in a leukopenic
mouse model, the deletant strain is not attenuated in virulence, suggesting that the PrtT
transcription factor - and accordingly extracellular proteolysis - supports virulence of this
opportunistic pathogen only to a limited extent.

To gain insight into the fungal biosynthesis pathway of amino acids, the aromatic amino acid
biosynthesis was investigated concerning the aspect of a virulence determinant. In contrast to
mammals, fungi are able for de novo synthesis of the aromatic amino acids. Therefore it might
be a usable target for antifungal therapy since such pathway does not exist in humans. Some
genes of the shikimate pathway could be shown to be essential for the survival of A.
fumigatus. Virulence tests of strains with deletion of the genes aroC or trpA which encodes
for the chorismate mutase and anthranilate synthase respectively, showed attenuated virulence
of both strains. These results clarify the stringent necessity of the aromatic amino acid
biosynthesis for the survival of A. fumigatus, concluding this biosynthesis pathway as a usable
target for antimycotic substances.

The results of this work emphasise the redundancy of extracellular proteolytic activities. In
contrast specific pathways which are mostly catalysed by unique gene products may be

identified as virulence determinant rather than unspecific factors.
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2. EINLEITUNG

2.1  Aspergillus fumigatus — ein ubiquitarer Schimmelpilz
Der haploide, filamentose Pilz Aspergillus fumigatus gehdrt zu
den Ascomyceten, die sich aus tber 180 Arten zusammensetzen
und meist asexuelle Konidiosporen mit einem Durchmesser von
2-3 um bilden, welche durch Luft oder Wasser verbreitet werden
(Samson, 1999; Hohl und Feldmesser, 2007). Treffen die
Konidiosporen auf geeignetes Substrat, kdnnen sie auskeimen

und ein vegetatives, weit verzweigtes Myzel bilden, das aus

vielkernigen, unregelmé&lig septierten Hyphen besteht, die ein
apikales Wachstum aufweisen. Unter ginstigen Bedingungen Abbildung 1: Elekironen-

entwickelt sich aus einer vegetativen Hyphenzelle zunéchst eine mikroskopische  Aufnahme
eines  Sporentrdgers  von

Lufthyphe, an deren Spitze ein Vesikel gebildet wird, von dem Aspergillus fumigatus.
. _ - . . Konidien (K), Phialiden (P)
sich flaschenformige Zellen, sog. Phialiden, differenzieren. yng die Stammzelle (S) sind

Durch wiederholte Sprossung und Mitose produzieren die ?Selgﬁggf]e':gggt)

Phialiden apikal lange Ketten von Konidiosporen, die in reifem Zustand abgeschnirt und
durch Wind verbreitet werden. Bei den meisten anderen Aspergillen befindet sich zwischen
Vesikel und Phialiden eine weitere Zellform, die Metulae, die jedoch bei A. fumigatus fehlen
(Abb. 1) (Latgé, 1999).

A. fumigatus gehort zu den echten Schlauchpilzen und wurde bis 2009 innerhalb der

Euascomyceten zur kiinstlichen Gruppe der Deuteromyceten gezahlt, da bis zu diesem
Zeitpunkt trotz mehrerer Hinweise kein sexuelles Stadium nachgewiesen werden konnte
(Poggeler, 2002; Dyer et al., 2003; Varga, 2003; Nierman et al., 2005; Paoletti et al., 2005;
Pringle et al., 2005). Inzwischen wurde jedoch unter speziellen Bedingungen eine sexuelle
Form beobachtet und nach der dualen Nomenklatur (Pitt und Samson, 2007) als Neosartorya
fumigata bezeichnet (O'Gorman et al., 2009; Szewczyk und Krappmann, 2010).
A. fumigatus ist genetisch leicht zu manipulieren, da die Konidien nur einen einzigen
haploiden Zellkern enthalten. Abgesehen vom erst kiirzlich nachgewiesenen sexuellen Zyklus,
sind auch parasexuelle Prozesse moglich, bei denen im stabilen Heterokaryon genetische
Rekombinationsvorgange stattfinden kénnen (Berg und Garber, 1962).

Als ubiquitérer Pilz ist A.fumigatus uberall verbreitet und ist daher sowohl auf

verrottendem organischem Material, zum Beispiel im Kompost, als auch in der Luft zu

3
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finden. Er dominiert meist gegenuber anderen Pilzen, sodass seine Konidiosporen zu den
haufigsten Luftkeimen z&hlen (Chazalet et al., 1998; Tekaia und Latgé, 2005; Hohl und
Feldmesser, 2007). Seine saprophytische Lebensweise erlaubt es ihm, aus pflanzlichem und
abgestorbenem organischen Material Nahrstoffe aufzunehmen, wobei diverse Enzyme die
pflanzlichen Zellwandpolymere, wie zum Beispiel Zellulose, Hemizellulose und Pektin,
abbauen (de Vries und Visser, 2001). Daher kommt A. fumigatus eine wichtige Rolle beim
Abbau von Pflanzenteilen und Bestandteilen des Komposts zu. Im A. fumigatus-Genom
wurden entsprechend viele Enzymfamilien gefunden, die pflanzliche Zellwandpolysaccharide
abbauen kdnnen, wie sie auch in saprotrophen oder phytopathogenen Spezies (z. B. M. grisea
oder F. graminearum) vorkommen, was zeigt, dass abgestorbenes pflanzliches Material die
priméare 6kologische Nische von A. fumigatus ist (Tekaia und Latgé, 2005). Es wurden keine
universellen Unterschiede zwischen den Enzymen von phytopathogenen und saprotrophen
Aspergillen gefunden, allerdings fehlen diese Enzyme bei Nicht-Phytopathogenen wie
Saccharomyces cerevisiae und Schizosaccharomyces pombe, was auf eine direkte Verbindung
zwischen Genetik und 6kologischer Nische hinweist. Jedoch scheint A. fumigatus bei der
Zersetzung von Holz keine wichtige Rolle zu spielen, da ihm unter anderem Gene fehlen, die
homolog zur Lignin-Peroxidase sind und somit die Voraussetzungen fir den Abbau von
Hartholz nicht gegeben sind (Wesenberg et al., 2003; Tekaia und Latgé, 2005).

2.2 A. fumigatus als Krankheitserreger

Jeder Mensch atmet taglich mehrere hundert Konidiosporen von A. fumigatus ein, die so in
die Lunge gelangen, wo sie durch ein intaktes Immunsystem eliminiert werden. Es kommt
erst dann zu einer Erkrankung des Wirtsorganismus, wenn dessen Immunantwort entweder zu
stark oder aber zu schwach ist. Dabei wird zwischen verschiedenen Formen einer sog.
Aspergillose unterschieden: es treten allergische Reaktionen auf, wie zum Beispiel die
allergische bronchopulmonare Aspergillose (ABPA) und aspergilles Asthma, ausgeldst durch
eine Uberreaktion des Immunsystems (Patterson et al., 1986; Latgé, 1999). Bei einer zu
schwachen bzw. gestérten Immunantwort dagegen kann bei Patienten ohne Immun-
suppression ein  sogenannter ,Pilzball“ bzw. ein Aspergillom auftreten, bei
immunsupprimierten Patienten hingegen kann es zu einer invasiven Aspergillose (1A)
kommen, die hdufig als Sekundérinfektion nach Knochenmarktransplantationen, bei
Krebspatienten oder Patienten mit septischer Granulotamose (,,chronic granulomatous
disease”, CGD) auftritt (Latgé, 1999; Dagenais und Keller, 2009).
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Die allergische bronchopulmonare Aspergillose kommt besonders haufig bei Patienten
vor, die bereits an Asthma oder zystischer Fibrose leiden, wobei die verminderte Klarung der
Atemwege wahrscheinlich eine nicht unbedeutende Rolle spielt. Die ABPA zeigt klinisch die
gleiche zelluldre Immunantwort durch T-Zell-Produkte wie bei Asthma, sie kann jedoch
Vernarbungen der Lunge hervorrufen. Da bei Patienten mit ABPA oft unterschiedliche
Symptome auftreten und diese denen von klassischem Asthma sehr &dhnlich sind, sind
eindeutige Befunde, welche auf eine ABPA hinweisen, nur selten mdglich (Lehrer und Jan,
1970; Patterson et al., 1982; Greenberger et al., 1989; Murali et al., 1998; Latgé, 1999;
Patterson und Strek, 2010).

Im Gegensatz zur ABPA ist das Aspergillom eine Art Myzelball, umschlossen von einer
proteinhaltigen Masse und mit sporulierenden Strukturen an seiner Oberflache. Es bildet sich
in kleinen Lungenhohlrdumen, die z. B. durch eine vorangegangene Tuberkuloseerkrankung
entstanden sein kénnen. Ein typisches Symptom ist das sogenannte Lungenbluten, das sich im
Aushusten von Blut duRert, da die BlutgefaRe an der Stelle, wo das Aspergillom sitzt,
beschadigt sind. Mit Hilfe von Computertomographie kann ein Aspergillom, im Gegensatz
zur ABPA, jedoch gut diagnostiziert werden (Beaumont, 1988; Dixon und Walsh, 1992;
Broderick et al., 1996; Latgé, 1999).

Die invasive Aspergillose tritt besonders bei Leuk&miepatienten oder bei Patienten auf,
bei denen zuvor eine Organtransplantation durchgefiihrt wurde, was den direkten
Zusammenhang mit der Immunsuppression des Wirts verdeutlicht. Bei den Risikogruppen
fihrt die invasive Aspergillose zu einer hohen Sterberate von tber 50%, bei Leukamie-
Patienten von sogar 80% bis 90% (Denning et al., 1991; Weinberger et al., 1992; Kemper et
al., 1993; Ribaud et al., 1994; Vogeser et al., 1997; Kaiser et al., 1998; Mylonakis et al.,
1998; Wallace et al., 1998; Latgé, 1999; Lin et al., 2001; Dagenais und Keller, 2009).

A. fumigatus besitzt demnach viele Eigenschaften die es ihm ermdglichen, pathogen zu
sein, andererseits ben6tigt er daflr auch einen Wirt, der dies zul&sst. Die Virulenz wird erst
maoglich durch die anféllige Eigenschaft immunsupprimierter Wirte oder deren genetischer
Defizite und nicht ausschlieBlich durch die ausgezeichnete Anpassung von A. fumigatus als
Saprophyt - denn treffen die 0ber die Luft weit verbreiteten Sporen auf einen
immunkompetenten Organismus, vernichtet dessen intaktes Immunsystem den Pilz (Latgé,
1999; Tekaia und Latgé, 2005; Dagenais und Keller, 2009; McCormick et al., 2010)

Bis heute sind die therapeutischen MaRnahmen zur Behandlung von Aspergillosen
begrenzt, es mangelt besonders an wirksamen und gut vertraglichen Substanzen. Das Ziel der

Behandlung ist es, das Fortschreiten der Entzliindungsreaktion, ausgelést durch das
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Immunsystem, zu stoppen und somit auch zu verhindern, dass die Lunge weiter zerstort wird;
gleichzeitig ist es winschenswert, Nebenwirkungen auf ein Minimum zu senken (Patterson
und Strek, 2010). Unterschieden wird zwischen systemischen Kortikosteroiden, die die
Grundlage der ABPA-Therapie bilden aber starke Nebenwirkungen auslésen, und
antimykotischen Mitteln wie Amphothericin B und verschiedene Azole.

Amphotericin B, Itraconazol und Voriconazol gelten als Standard-Pharmazeutika gegen
IA, wobei haufig eine gleichzeitige Gabe von anderen Medikamenten bei
immunsupprimierten Patienten die Wirkung insbesondere von Azolen mindert. Auch sind
Toxizitat der Substanzen und Schwankungen bei oraler Verabreichung problematisch.
Daruber hinaus sprechen Patienten mit Aspergillom weniger gut auf die Therapie mit
Itraconazol an, und es wurden bereits Azol-resistente A. fumigatus-Stamme beschrieben.
Daher ist man weiterhin auf der Suche nach geeigneten Stoffen, die eine geringe
Nebenwirkung fur den Patienten und gleichzeitig eine hohe Effizienz bei der Behandlung von
Aspergillosen haben (De Beule, 1996; Denning et al., 1997; Latgé, 1999; Marr et al., 2004;
Patterson und Strek, 2010).

2.3 Pathogenitatsfaktoren und Virulenz von A. fumigatus

Als Virulenzfaktoren werden im Allgemeinen entscheidende Eigenschaften eines Pathogens
bezeichnet, die den Wirt schadigen (Casadevall, 2005), jedoch sind solche spezifischen
Virulenzfaktoren in A. fumigatus bisher nicht bekannt (Casadevall, 2006). Trotzdem hat sich
A. fumigatus einige typische Mechanismen der Stressresistenz angeeignet, die sein Uberleben
als charakteristischer Umweltkeim auch unter ungewohnlichen Bedingungen ermdglicht.
Hierzu z&hlt unter anderem der Schutz vor UV-Strahlung, der durch die vom Pilz gebildeten
Melanin-Pigmente auch zur Resistenz gegeniiber Zelllyse und reaktiven Sauerstoffspezies
(,,reactive oxygen species”, ROS) beitrdgt (Brakhage und Liebmann, 2005; Hohl und
Feldmesser, 2007). Melanin verleiht den Konidien ihre grau-grinliche Farbung (Youngchim
et al., 2004). Stamme, denen die PksP-Polyketidsynthase fehlt, die eine entscheidende Rolle
in der Pigmentbiosynthese spielt, zeigen eine geschwdachte Virulenz, da Melanin die
Immunantwort beeinflusst, sodass die Phagozytose der Sporen nur reduziert erfolgt (Tsai et
al., 1998; Hohl und Feldmesser, 2007). Auch die Bildung von Glutathion und
Oxidoreduktase-Aktivitat  liefert eine gewisse Resistenz  gegenlber  oxidativen
Stressbedingungen, ebenso wie die zahlreichen Katalasen und Superoxid-Dismutasen, die
Wasserstoffperoxid und Superoxidradikale abbauen (Calera et al., 1997; Paris et al., 2003;

Tekaia und Latgé, 2005; Hohl und Feldmesser, 2007).
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Die primére o©kologische Nische von A. fumigatus ist abgestorbenes pflanzliches
Material, trotzdem kann er auch pathogen sein und sich, wie bereits erwadhnt, im
respiratorischen Trakt von S&ugern ausbreiten (Tekaia und Latgé, 2005; Hohl und
Feldmesser, 2007). Eine hierfir wesentliche Voraussetzung ist unter anderem seine
Thermotoleranz, die es A.fumigatus ermdglicht, bis zu einer Temperatur von 55°C zu
wachsen. Sein Uberleben ist sogar bis zu 75°C gewidhrleistet, die optimale
Wachstumstemperatur liegt jedoch bei 37°C (Tekaia und Latgé, 2005). Diese Eigenschaft
macht es ihm mdglich, in Warmblitern zu wachsen, aber auch andere warme Substrate
kdnnen als Nischen erschlossen werden, sodass er zu den typischen Vertretern der Mikroflora
im Kompost gehort. Die molekulare Basis der Thermotoleranz ist noch nicht ganz geklért,
zudem scheinen die hierfur verantwortlichen Gene in A. fumigatus anders reguliert zu werden,
als die entsprechenden Gene anderer Pilze (Haines, 1995; Tekaia und Latgeé, 2005; Hohl und
Feldmesser, 2007).

Auch die Zusammensetzung der Zellwand von A. fumigatus spielt eine wichtige Rolle fir
das Uberleben im immunsupprimierten Wirt. Sie ist die erste Abwehr und liefert der Zelle
Widerstand und physikalischen Schutz gegenlber dem Wirt. Andererseits ist die Zellwand
auch das erste Ziel des Immunsystems wéhrend der Infektion, wodurch A. fumigatus erkannt
und durch das intakte Immunsystem eines immunkompetenten Wirts vernichtet werden kann.
Dies zeigt, dass der Aufbau der pilzlichen Zellwand entscheidend fiir eine hohe Anpassung an
die Immunantwort des Wirts und somit auch fir die Pathogenitat des Pilzes ist (Hohl und
Feldmesser, 2007; Abad et al., 2010). Die Zellwand von A. fumigatus besteht hauptséchlich
aus Polysacchariden (mind. 90%) und Proteinen, wobei hydrophobe Proteine, sog.
Hydrophobine, die Interaktion mit dem Wirt férdern, indem sie an Kollagen oder Albumin
binden und somit das Anheften der Sporen auf z. B. Lungengewebe ermdéglichen (Wessels,
1993; Thau et al., 1994; Bouchara et al., 1995; Latgé, 1999; Abad et al., 2010). Andererseits
ist A. fumigatus auch in der Lage die Aktivitat des Immunsystems herabzusetzen, wie z. B.
durch die Pigmentierung der Konidienoberflache oder durch Binden gewisser Faktoren wie H,
FHL-1 und C4BP, was zu einer Reprimierung der Komplementkaskade des Immunsystems
fihrt (Tsai et al., 1998; Meri et al., 2002; Behnsen et al., 2008; Vogl et al., 2008; Abad et al.,
2010).

Ebenso kdnnen Mycotoxine einen wichtigen Faktor fiir die Pathogenitat darstellen. Sie
werden durch den Pilz gebildet, um ihn vor Konkurrenz in der gleichen 6kologischen Nische
zu schitzen bzw. um den Wirt direkt anzugreifen. Je nach Toxin kann die Proteinsynthese,

DNA- und RNA-Synthese blockiert oder die Zellmembran beeintréchtigt werden, wodurch
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der Wirt geschadigt wird, was letztendlich zu dessen Tod flihren kann (Latgé, 1999; Abad et
al., 2010). Das einflussreichste Toxin, das von A.fumigatus gebildet wird, ist Gliotoxin,
welches unter anderem die Phagozytose durch Makrophagen und Neutrophile verhindert,
deren Apoptose induziert und die T- und B-Zell-Aktivierung blockiert. Obwohl Gliotoxin ein
aullerst potentes Mycotoxin ist und es zeitweise im Verdacht stand, fir die Pathogenitit von
A. fumigatus hauptverantwortlich zu sein, ist inzwischen bekannt, dass viele verschiedene
Faktoren zur Pathogenitat beitragen, von denen jeder einzelne nur einen Baustein bildet
(Mdllbacher und Eichner, 1984; Eichner et al., 1986; Latge, 1999; Yamada et al., 2000;
Stanzani et al., 2005; Hohl und Feldmesser, 2007; Kwon-Chung und Sugui, 2009; Abad et al.,
2010). Daruber hinaus kdnnen Virulenzfaktoren nicht eindeutig definiert werden, ohne die
Eigenschaften des Wirts zu berticksichtigen. Der Mensch als Wirt liefert enorm viele
Angriffsziele fur Pathogene, wobei Kombinationen dieser Ziele die Virulenz von bereits
etablierten und auch von sich neu entwickelnden Pathogenen ermdglicht. Zudem tragen
genetische Vorgange wie Rekombination, Mutation oder Austausch von Genen in
Kombination mit Klimawandel, sowie dem Aussterben unterschiedlicher Wirte und
Mikroorganismen dazu bei, dass die globalen Ziele der Virulenz sich mit der Zeit andern
kdnnen (Casadevall, 2006).

2.4  Der Stoffwechsel von A. fumigatus innerhalb des Wirts

A. fumigatus ist sehr vielseitig hinsichtlich der ErschlieBung von Nahrstoffen. Seine primére
Okologische Nische ist Kompost, wo er durch die Zersetzung von organischem Material
oligomere Abbauprodukte generiert und aufnimmt (Tekaia und Latgé, 2005; Rhodes, 2006).
Seine Fahigkeit mit Nahrstoffmangel umgehen zu kénnen, ist fiir sein Uberleben notwendig
und seine Eigenschaft verschiedene Stickstoff- und Kohlenstoffquellen aufzuspiren und zu
verwerten, tragt dazu bei, dass A. fumigatus fahig ist, immungeschwachte Sauger zu infizieren
(Latgé, 1999; Marr et al., 2002; Rhodes, 2006).

Bei der Verwertung von Kohlenstoffquellen spielt vor allem der cAMP-abhangige PKA
(Proteinkinase A) -Signaltransduktionsweg, der durch Anwesenheit von Glukose reprimiert
wird, eine wesentliche Rolle. Mutation von Genen des PKA-Wegs flhrte in vivo zu einer
deutlich attenuierten Virulenz von A. fumigatus. Dies lieR vermuten, dass Mutationen, die die
Fahigkeit des Organismus beeintrachtigen, Stoffwechselwege zur Verwertung alternativer
Kohlenstoffquellen anzuschalten, zur Folge haben kénnen, dass der Pilz an Virulenz verliert,
wenn sein Wachstum eingeschrankt ist (Thevelein und de Winde, 1999; Oliver et al., 2002;
Rhodes, 2006).
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A. fumigatus kann als prototropher Organismus verschiedene Stickstoffquellen wie Nitrat
oder Aminosduren nutzen und alle bendtigten Nukleotide, Aminosduren und Vitamine aus
einfachen Vorlaufern herstellen (Rhodes, 2006). Frei verfligbares Nitrat kann aus der
Umgebung aufgenommen und zu Ammonium umgewandelt werden, welches in Form von
Glutamin und Glutamat in den Metabolismus eingeschleust wird. Unterschiedliche Gene und
deren Produkte spielen bei der Verwertung von stickstoffhaltigen Quellen eine Rolle oder
werden durch Anwesenheit bestimmter Stickstoffquellen (primar/sekundér) reguliert, hierzu
gehéren unter anderem rhbA, cpcA und areA (Hensel et al., 1998; Rhodes, 2006; Dagenais
und Keller, 2009; Abad et al., 2010). AreA reguliert transkriptionell die Expression von
Proteinen, die an Stickstofftransport und -verarbeitung beteiligt sind, und im neutropenischen
Mausmodel der invasiven Aspergillose zeigte sich eine areA-Mutante genauso virulent wie
der Wiltyp, obwohl ihr Wachstum im Lungengewebe verlangsamt war (Hensel et al., 1998;
Dagenais und Keller, 2009; Abad et al., 2010). RhbA codiert fur ein Ras-verwandtes Protein,
dessen Expression unter Stickstoffmangelbedingung induziert ist. Eine entsprechende
Mutante wuchs langsamer auf Medium mit sekundarer Stickstoffquelle und zeigte eine
signifikant attenuierte Virulenz im Mausmodell. Dies zeigt, dass auch die flexible
Verwendung unterschiedlicher Stickstoffquellen eine wichtige Rolle fir die Pathogenitat von
A. fumigatus spielt (Panepinto et al., 2003; Dagenais und Keller, 2009; Abad et al., 2010).
Aminosduren sind eine weitere Stickstoffquelle, wobei im Wirt nicht alle frei verfugbar sind,
sondern durch Abbau von Proteinen generiert werden oder durch stickstoff- und
kohlenstoffhaltige VVorganger synthetisiert werden mussen. Bei Aminosduremangel ist cpcA,
ein Schllsselgen der sog. ,,Cross-Pathway Control“ (CPC) aktiviert. Dies reguliert die
Expression von Genen der Aminoséurebiosynthese, und die Deletion von cpcA fuhrt zu einer
geringeren Virulenz im Mausmodell der invasiven Aspergillose (Krappmann et al., 2004;
Dagenais und Keller, 2009; Abad et al., 2010). Der Nahrstoffbedarf von A.fumigatus
wéhrend einer Infektion wurde auch durch auxotrophe Mutanten metabolischer Wege
untersucht. Mutanten, welche auxotroph waren fur Uracil (ApyrG), Folat (ApabaA) oder
Lysin (AlysF) zeigten eine verminderte Virulenz bzw. Avirulenz (Sandhu et al., 1976;
D'Enfert et al., 1996; Brown et al., 2000; Liebmann et al., 2004; Rhodes, 2006; Dagenais und
Keller, 2009). Auch der a-Aminoadipat-Syntheseweg ist essentiell fur die Lysin-Biosynthese,
sodass eine hcsA-Deletionsmutante zu Auxotrophie flr Lysin flhrt. Es konnte gezeigt werden,
dass dieser Deletionsstamm im Mausmodell der bronchopulmonalen Aspergillose stark
attenuiert, jedoch nach intravendser Injektion genauso virulent wie der Wildtypstamm war

(Schobel et al., 2010). Daher scheint die Lysin-Biosynthese kein vielversprechendes Ziel fiir
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Antimykotika in Bezug auf invasive Aspergillose zu sein. Der Methylcitrat-Zyklus ist wichtig
fir das Uberleben und die Pathogenitat von A. fumigatus, da sich beim Abbau von
Aminosduren toxisches Propionyl-CoA in den Zellen anh&uft, was durch das erste Enzym
(Methylcitrat-Synthase) des Methylcitrat-Zyklus’ inhibiert wird. Das mcsA-Gen codiert fiir
die Methylcitrat-Synthase in A. fumigatus und es wurde gezeigt, dass die Virulenz eines
mcsA-Deletionsstammes im Mausmodell der invasiven Aspergillose stark attenuiert ist
(Maerker et al., 2005; Ibrahim-Granet et al., 2008). Die Untersuchungen dieser Mutanten
verdeutlicht die Notwendigkeit von metabolischen Wegen und der Biosynthese einiger
Aminosauren fir das Uberleben von A.fumigatus im Wirt und zeigt, wie wichtig die
Biosynthese von Nahrstoffen, die nicht direkt im Wirt verfugbar sind, fir den Pilz ist. Der
grofite Anteil an Aminoséduren ist jedoch in den Proteinen des Wirts fixiert (Fleck et al.,

2011), fur deren Generierung proteolytische Enzyme notwendig sind.

2.5 Extrazellulare Proteolyse durch A. fumigatus

Saprotrophes Wachstum zeichnet sich unter anderem durch die Nahrungsaufnahme Uber
Absorption aus, welche auf dem extrazellularen Abbau des umgebenden polymeren
Né&hrbodens und der sukzessiven Aufnahme von oligomeren Abbauprodukten beruht. Hierfur
werden verschiedenste hydrolytische Enzyme exprimiert und sekretiert, wobei Proteasen eine
bedeutende Rolle zu haben scheinen, verdeutlicht durch das enorme Spektrum an
proteolytischer Aktivitat, das im Genom von A. fumigatus codiert ist und mehr als 100
Proteasen umfasst (Nierman et al., 2005; Monod et al., 2009). Die drei bedeutendsten
Proteasen, die wéhrend der Infektion von A. fumigatus sekretiert werden, sind eine alkalische
Serinprotease (Alp), eine Metalloprotease (Mep) und eine Aspartatprotease (Pep) (Monod et
al., 1999). Die Produktion dieser Proteasen wird durch die Anwesenheit von proteinhaltigen
Substanzen im Medium ausgel6st, wohingegen freie Aminosduren oder Oligopeptide ihre
Expression unterdriicken. Verschiedene Punkte sprechen sowohl fiir als auch gegen eine
Beteiligung der extrazelluldren proteolytischen Aktivitat an der Entstehung einer invasiven
Aspergillose: die Expression mehrerer Proteasen wahrend der Infektion konnte nachgewiesen
werden (Reichard et al., 1990; Moutaouakil et al., 1993; Markaryan et al., 1994; Reichard et
al., 1994), und einer von A. fumigatus exprimierten elastinolytischen Aktivitdt wurde die
Fahigkeit zugeschrieben, invasive Aspergillose zu unterstiitzen (Kothary et al., 1984). Ebenso
wurde gezeigt, dass die alkalische Serinprotease Strukturveranderungen des Aktinzytoskeletts
kultivierter Pneumozyten induziert (Kogan et al., 2004). Auch scheinen die Abbauprodukte

von Proteinen eine Rolle bei der Nahrstoffversorgung zu spielen (Ibrahim-Granet et al.,
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2008). Dagegen konnte in einem einzelnen Fall keine Elastinolyse der GefaBwénde wéhrend
invasiver Aspergillose beobachtet werden (Denning et al., 1992), und es konnte bislang fur
keine Mutante mit Einfach- oder Mehrfachdeletion bezlglich extrazellulérer Proteasen eine
verminderte Virulenz festgestellt werden (Monod et al., 1993; Tang et al., 1993; Jaton-Ogay
et al., 1994; Reichard et al., 1997).

Nach wie vor ist Uber die Regulation der Expression und Sekretion von Proteasen durch
Aspergillus kaum etwas bekannt. Bislang konnte nur gezeigt werden, dass die Expression
einiger prominenter sekretierter Proteasen von A.fumigatus durch die Anwesenheit von
Protein als einziger Stickstoffquelle stark induziert wird, wobei freie Aminosduren oder
kleinere Peptide dies reprimieren. Auch fihrt die Anwesenheit einer priméaren
Stickstoffquelle, wie zum Beispiel Ammonium, zu einem sehr niedrigen Niveau an
extrazellulérer proteolytischer Aktivitat, was verdeutlicht, dass die Expression der sekretierten
Proteasen durch die Stickstoff-Katabolitrepression kontrolliert wird. Eine detaillierte
Untersuchung der Sekretion von Proteasen durch A.fumigatus bei Anwesenheit von
komplexen Substraten wie Gelatine, Matrigel, Serum, Rinderserumalbumin (BSA) oder
Pneumozyten enthillte ein vielféaltiges Muster der Expression von sekretierten Proteasen
(Gifford et al., 2002). Bei Anwesenheit geringer Konzentrationen an hydrolysiertem Protein
(0,1%) in Form von Pepton konnte vor allem die extrazellulére Proteolyse, zumindest die
Serinprotease-Aktivitat, aufrechterhalten werden (Bouchara et al, 1993). Im
Modelorganismus A. nidulans wurde der Einfluss der Stickstoffquelle auf die Sekretion von
Proteasen dokumentiert, ebenso wie der Einfluss der Kohlenstoffquelle und der damit
verbundenen Katabolitrepression. Hierbei scheint der Transkriptionsfaktor XprG eine
generelle Rolle bei der Regulation der Expression von extrazellularen Proteasen als Antwort
auf Mangelbedingung zu spielen (Katz et al., 2000; Katz et al., 2006).

In A. niger wurde ein spezifischer Regulator der extrazelluléren proteolytischen Aktivitat
identifiziert (Mattern et al., 1992). Das prtT-Gen (prt: protease deficient) codiert flr ein
Protein der Zn2Cys6 Familie, die in filamentdsen Pilzen hoch konserviert ist (Punt et al.,
2008). Weiterfihrende Analyse der Mutanten in A. niger und A. oryzae bestétigte die
Funktion von PrtT als Regulator der zentralen Proteasegene. Im Spezies-Ubergreifenden
Genomvergleich wurde jedoch ersichtlich, dass das prtT-Gen in etlichen Aspergillen
vorkommt, interessanterweise jedoch nicht in A. nidulans, wofir wahrscheinlich eine

evolutionsbedingte Gendeletion verantwortlich ist.
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2.6  Die Biosynthese aromatischer Aminosauren in Pilzen

Im Gegensatz zu Saugetieren und Menschen kénnen Mikroorganismen und Pflanzen die drei
aromatischen Aminosauren Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan de novo synthetisieren
(Herrmann, 1995). Chorismat ist das letzte gemeinsame Zwischenprodukt der aromatischen
Aminosduren und para-Aminobenzoesaure (PABA) und wird Uber den Shikimat-
Syntheseweg gebildet (Abb. 2). Im ersten Schritt erfolgt durch die 3-Desoxy-D-Arabino-
heptulosonat-7-Phosphat (DAHP) -Synthase eine

Kondensation von Phosphoenolpyruvat (PEP) und Pep T E4-P
Erythrose-4-Phosphat (E4P) zu DAHP, eine Reaktion, DAHlP

die nahezu analog zur Aldolkondensation ist. Die fiinf lz -

zentralen Schritte des Shikimat-Weges werden bei DHQ

vielen Eukaryonten wie z.B. S.cerevisiae und \1«3

A.nidulans durch ein pentafunktionelles Enzym DHS

codiert, das durch Fusion von fiinf Enzymen zu einem l“ — (aroM)
multifunktionellen Protein entstanden ist und als Shikimat

Dimer vorliegt (Charles et al., 1986; Duncan et al., ’

1987; Braus, 1991; Hawkins et al., 1993). Dieses Shikimatﬁ_PhOSphat__

Enzym wandelt DAHP zu 5-Enolpyruvylshikimat-3-

EPSP
Phosphat (EPSP) um, die einzelnen Schritte werden V (aroB)
im Folgenden erklért: bei der Katalyse von DAHP Chorismat

durch die 5-Dehydroquinat (DHQ) -Synthase, entsteht Abbildung 2: Schematische Abbildung

nach Abspaltung eines Phosphats und einer des Shikimatwegs (Pra-Chorismatweg),
mod. nach (Tzin und Galili, 2010). Die

Oxidationsreaktion zyklisches DHQ. Die dritte Enzyme sind mit Zahlen neben den
] . ) ] Reaktionspfeilen ~ gekennzeichnet  und
Reaktion des Shikimat-Synthesewegs wird katalysiert stenen fur: (1) DAHP-Synthase, (2) DHQ-
. . . Snthase, (3) DHQ-Dehydratase, (4) DHS-

durch die 3-Dehydroquinat (DHQ) -Dehydratase, die Dehydrogenase, () Shikimatkinase,  (6)

DHQ zu Dehydroshikimat (DHS) konvertiert und EPSP-Synthase, (7) Chorismatsynthase.
Die Reaktion von DAHP zu EPSP wird bei

dabei die erste Doppelbindung des aromatischen A.fumigatus durch ein multifunktionelles
Enzym (aroM), die Chorismatsynthase
Ringes  einbringt. DHS  wird durch  die durch aroB codiert.
DHS-Dehydrogenase zu Shikimat, und dieses zusammen mit ATP durch die Shikimatkinase
zu Shikimat-3-Phosphat umgewandelt. Im sechsten Schritt wird Shikimat-3-Phosphat
zusammen mit einem weiteren Molekil PEP durch die 5-Enolpyruvylshikimat-
3-Phosphat-Synthase (EPSP-Synthase) zu EPSP umgesetzt. Chorismat wird wahrend der
siebten Reaktion des Shikimat-Synthesewegs gebildet, durch Abspaltung eines Phosphats und
der Entstehung einer zweiten Doppelbindung durch die Chorismat Synthase (Braus, 1991,
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Hawkins et al., 1993; Macheroux et al., 1999; Tzin und Galili, 2010). In A. fumigatus wird
das pentafunktionelle Enzym des Shikimat-Synthesewegs, das die Schritte zwei bis sechs
katalysiert, durch das Gen aroM, und die Chorismatsynthase, die den siebten Schritt
katalysiert, durch das Gen aroB codiert. Die DAHP-Synthase scheint in A. fumigatus durch
die Gene aroF und aroG und codiert zu sein.

Chorismat ist das letzte gemeinsame Zwischenprodukt der drei aromatischen
Aminosduren und wird sowohl fir den Phenylalanin/Tyrosin- als auch fir den Tryptophan-
Zweig bendtigt, wobei es aulerdem fur die Synthese von anderen aromatischen Verbindungen
wie Vitamin K, Ubiquinon oder p-Aminobenzoesaure (PABA) notwendig ist (Abb. 3). Im
ersten Schritt des Phenylalanin/Tyrosin-Zweiges wird Chorismat zu Prephenat durch die
Chorismatmutase umgewandelt, bevor sich der Syntheseweg erneut verzweigt und entweder
Phenylpyruvat oder 4-Hydroxyphenylpyruvat gebildet wird. Die Prephenat-Dehydratase
katalysiert die Umwandlung von Prephenat zu Phenylpyruvat, und im letzten Schritt des
Phelylalanin-Zweiges erfolgt eine Transaminierung von Phenylpyruvat zu Phenylalanin,
katalysiert durch eine Aminotransferase. Im Tyrosin-Zweig wird Prephenat durch die
Prephenat-Dehydrogenase  oxidativ  decarboxyliert und  dehydrolisiert,  wodurch
4-Hydroxyphenylpyruvat entsteht, welches im letzten Syntheseschritt durch eine
Aminotransferase zu Tyrosin umgewandelt wird (Braus, 1991; Tzin und Galili, 2010). Das
erste Enzym des Phenylalanin/Tyrosin-Zweiges, die Chorismatmutase wird in A. fumigatus

durch das Gen aroC codiert.

Ubiguinon

Vitamin K \ (trpA)

Chorismat —— Anthranilat +PI§RP) PRA
PABA uuaroC}
Prephenat

4Hydroxy- % N‘

Phenylpyruvat

10 11

> CDRP >InGP -

Serin

Tryptophan

phenylpyruvat

17 15
Tyrosin Phenylalanin

Abbildung 3: Biosynthese von Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin, mod. nach (Tzin und Galili, 2010).
Die Enzyme sind mit Zahlen auf den Reaktionspfeilen gekennzeichnet und stehen fiir: (8) Anthranilatsynthase,
(9) Anthranilat-Phosphoribosyltransferase, (10) PRA-Isomerase, (11) InGP-Synthase, (12) Tryptophansynthase,
(13) Chorismatmutase, (14) Prephenat-Dehydratase, (15) Phenylalanin-Aminotransferase, (16) Prephenat-
Dehydrogenase, (17) Tyrosin-Transferase. Die Anthranilatsynthase wird bei A. fumigatus durch das Gen trpA
und die Chorismatmutase durch aroC codiert.
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Im Tryptophan-Zweig wird Chorismat in flnf Schritten zu Tryptophan umgewandelt. Die
erste Reaktion wird Kkatalysiert durch einen Anthranilatsynthase-Komplex, dessen Enzyme
Chorismat mit Hilfe von Glutamin, als Donor der Aminogruppe, zu Anthranilat umsetzen.
Dieses Enzym wird in A. fumigatus durch das Gen trpA codiert. Im zweiten Schritt wird eine
5-Phosphoribosyl-Untereinheit ~ von  5-Phosphoribosylpyrophosphat (PRPP)  zu  der
Aminogruppe des Anthranilat tberfihrt, wodurch Phosphoribosylanthranilat (PRA) entsteht,
welches in der nachsten Reaktion durch die PRA-Isomerase in einer Redox-Reaktion zu
Carboxyphenylamino-1-Deoxyribulose-5-Phosphat (CDRP) umgewandelt wird. Im vierten
Schritt der Tryptophan-Synthese wird CDRP decarboxyliert und die Entstehung des zweiten
Rings fiihrt zu InGP. Diese Reaktion wird katalysiert durch die Indolglycerin-Phosphat-
(InGP)-Synthase. Der letzte Reaktionsschritt wird durch die Tryptophansynthase katalysiert,
wobei InGP gespalten, und Tryptophan aus einer Reaktion von Indol und Serin gebildet wird
(Abb. 3). Es konnte gezeigt werden, dass in Hefe und anderen Pilzen wie z. B. Neurospora
crassa, A.nidulans, A.niger und Penecillium chrysogenum ein Enzym des
Anthranilatsynthase-Komplexes, die Glutamin-Amidotransferase, an die InGP-Synthase
gekoppelt ist, sodass ein multifunktionelles Enzym vorliegt (Braus, 1991; Tzin und Galili,
2010).

Von S. cerevisiae ist bekannt, dass an verschiedenen Punkten des Shikimat-Synthesewegs
feedback-Inhibierung stattfindet. So wird die DAHP-Synthase durch die Endprodukte
Phenylalanin und Tyrosin inhibiert. Auerdem wird die Aktivitdt des Anthranilatsynthese-
Komplexes durch Tryptophan inhibiert und die der Chorismatmutase durch Tyrosin, letztere
wird allerdings auch durch Tryptophan aktiviert. Dies hat zur Folge, dass die Verteilung des
Chorismats in den Phenylalanin/Tyrosin- oder den Tryptophan-Zweig durch die Endprodukte
dieser Wege kontrolliert wird, um eine ausgewogene Synthese der aromatischen Aminoséuren
zu gewahrleisten (Braus, 1991; Krappmann et al., 2000).

Der Shikimat-Syntheseweg konnte als therapeutisches Ziel zur Behandlung von Mykosen
dienen, da er im Menschen nicht vorkommt aber fur Algen, Pflanzen, Bakterien und eben
Pilze essentiell ist, wie bereits am nichtselektiven Herbizid ,,Glyphosat* (N-
Phosphomethylglycin) gezeigt werden konnte (Braus, 1991; Hawkins et al., 1993; Richards et
al., 2006). Glyphosat ist ein Strukturanalogon von Phosphoenolpyruvat und inhibiert die
5-Enolpyruvylshikimat-3-Phosphat Synthase (EPSPS), wodurch der gesamte Shikimat-Weg
blockiert und damit die Synthese von Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan unterbunden
wird. Zudem fihrt die Inhibierung von EPSPS zu einer verminderten feedback-Inhibierung

des Shikimat-Synthesewegs, was wiederum zu einer Anhdufung von Shikimat fuhrt. Hierbeli
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ist nicht vollstandig geklart ob die mit Glyphosat behandelten Pflanzen durch den Mangel an
aromatischen Aminosauren sterben, oder durch die Anhdufung von Kohlenstoffverbindungen
fur die Shikimatsynthese, der dann an anderer Stelle fir weitere essentielle Synthesewege
fehlt (Steinrucken und Amrhein, 1980; Cerdeira und Duke, 2006; de Mendonca et al., 2007;
Duke und Powles, 2008). Auch wird vermutet, dass eine Behandlung mit Glyphosat u. a. zu
oxidativem Stress fihrt (Ahsan et al., 2008; Diaz Vivancos et al., 2011). Obwohl die genaue
Wirkungsweise von Glyphosat noch nicht bekannt ist, ware es denkbar, auch den Shikimat-
Syntheseweg anderer Organismen wie z. B. pathogener Pilze zu inhibieren, um deren

Wachstum zu hemmen.

2.7

Standige Veranderungen von Umweltbedingungen, Stressfaktoren und Né&hrstoffangebot

Signalwege der Stressantwort iiber elF2a-Kinasen

fordern eine schnelle und gezielte Antwort des jeweiligen Organismus. Hierzu wurden

unterschiedliche Mechanismen entwickelt, wie die Regulation der Transkription,

translationelle Regulation, Regulation der Proteinprozessierung oder Katabolit-Repression.

Die translationelle Regulation ist ein grundlegender Schritt in der Regulation wvon
Genexpression bei Eukaryonten. Eine wichtige Funktion hat hierbei eine Familie von
Proteinkinasen, die die a-Untereinheit des eukaryontischen Initiationsfaktors 2 (elF2) als

Blutverlust
OX. Stress
Hitzeschock

Virale Infektion /

Antwort auf Mangelbedingung

ER Stress Nahrstoffmangel

phosphorylieren. elF2 bildet einen ternaren OVotreas

Komplex zusammen mit GTP und der tRNA HRI PEK L fumigotus

. . . . . Met elF2-Kinasen: PKR GCN?2
die mit Methionin beladen ist (tRNAY®). /’_\

Diese terndren Komplexe sind entscheidend elF2 elF2 (P)
fir die Initiation der Translation. Das GTP
wird nach jedem Initiierungs-Zyklus zu GDP elF28
hydrolysiert. Da elF2 eine hohere Affinitét zu

) elF2-GDP elF2-GTP

GDP als zu GTP hat, muss der Translations- \
initiationsfaktor elF2-GDP zu elF2-GTP Initiation der

Translation

Abbildung 4: Schema der translationellen Regulation
durch Proteinkinasen, mod. nach (Wek et al., 2006).

regenerieren. Durch eine Phosphorylierung

von elF2a wird jedoch die Aktivitidt des
Initiationsfaktors elF2 reduziert, da nun die
Regenerierung von elF2-GDP zu elF2-GTP

durch den Translationsinitiationsfaktor elF2B

elF2a-Kinasen von Saugern sind: PKR (RNA-dependent
protein kinase), HRI (haem-regulated inhibitor) und PEK
(pancreatic elF2o kinase). elF2a-Kinasen von Pilzen:
GCN2 (general control nonderepressible, S. cerevisiae,
C. albicans, entspricht CpcC, cross-pathway control, in
A. fumigatus ).
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blockiert ist, die aber notwendig ist fur die Initilerung der Translation (Abb. 4). Folglich
nimmt die Translationsrate ab, wobei andererseits die Expression von spezifischen
regulatorischen Faktoren zunimmt, die eine Stressantwort auslosen (Wek, 1994; Wek et al.,
2006; Zaborske et al., 2010). In Sédugern wurden bisher vier elF2-Kinasen gefunden, die auf
verschiedene Stressbedingungen wie oxidativen Stress, Hitzeschock, virale Infektion oder
Né&hrstofflimitierung reagieren. Gcn2p ist die einzige untersuchte Kinase fir elF2-
Phosphorylierung in S. cerevisiae (Hinnebusch, 2005) und reagiert auf Aminosduremangel.
Auch das Genom von C. albicans codiert nur eine dieser Kinasen. In A. fumigatus sind bisher
zwei elF2a-Kinasen bekannt, von denen eine entscheidend flr die Cross-Pathway Control ist,
welche von Aminosduremangel abhéngig und bereits intensiv untersucht worden ist. VVon der
zweiten A. fumigatus elF2a-Kinase ist bisher keine zelluldre Funktion bekannt (Wek et al.,
2006; Sasse et al., 2008; Zaborske et al., 2010).

Fir elF2a-Kinase Signalwege von S. cerevisiae wurden lange 5'-leader-Sequenzen
beobachtet, die sog. upstream open reading frames (UORFs) enthalten, welche der
translationellen Regulation des Zielgens GCN4 dienen. Dieser Mechanismus wurde bereits
bei der Sensorkinase Gen2p in S. cerevisiae intensiv untersucht, wobei die leader-Sequenz im
Transkript des Gens GCN4 vier uORFs beinhaltet (Hinnebusch, 1984). Dagegen sind fur die
Regulation der Cross-Pathway Control durch die Sensorkinase CpcC von A. fumigatus und
A. nidulans nur zwei UORFs im Transkript des Gens beobachtet worden (Wek, 1994; Sachs,
1996; Hoffmann et al., 2001; Krappmann et al., 2004; Wek et al., 2006; Sasse et al., 2008).

Nicht-Mangelbedingung flihrt zu ausreichender Menge an beladener tRNAs, welche die
Bildung von gentigend terndren Komplexen fir die Translation ermdglichen. Nachdem die
Translation am ersten uORF erfolgt ist, missen die ribosomalen Untereinheiten zusammen
mit einem terndren Komplex erneut assembliert werden, damit die Translation am zweiten
UORF erfolgen kann. Die geringe Distanz zwischen zweitem uORF und dem Startkodon des
eigentlichen Gens hindert jedoch anschlieBend die erneute Reassemblierung der Ribosomen,
wodurch die Expression des Genprodukts reprimiert ist. Unter Aminoséure-
Mangelbedingungen hingegen kommt es zu einer Anhdufung von unbeladenen tRNAs,
welche daraufhin an eine Sensorkinase (Gcn2p oder CpcC) binden, die dadurch aktiviert wird
und die a-Untereinheit des Initiationsfaktors elF2 phosphoryliert. Dadurch wird die Menge an
ternédren Komplexen und damit auch die generelle Translation verringert. Dies fuhrt zwar zu
einer reduzierten Translation der uORFs, ermoglicht jedoch den Ribosomen, nach nicht

erfolgter Translation des zweiten UORFs, am Startkodon der kodierenden Sequenz zu binden,
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sodass es zur Translation des Zielgens kommt. Im Vergleich zu Nicht-Mangelbedingung ist

somit unter Mangelbedingungen die Expression stark de-reprimiert (Braus et al., 2004).

2.8  Ziel dieser Arbeit

Die saprophytische Lebensweise von A. fumigatus ist eine der Voraussetzungen flr seine
Virulenz, wobei die Sekretion von Proteasen, welche die Assimilierung von proteinhaltigen
Substraten erméglicht, eine entscheidende Funktion flir den Saprophyt hat. Die Bedeutung der
extrazelluldren proteolytischen Aktivitat fir die Pathogenitdt von A. fumigatus ist jedoch
umstritten.

Um dieses Thema genauer zu beleuchten, sollten im Verlauf dieser Arbeit
unterschiedliche Aspekte der Nahrstoffversogung von A. fumigatus im Wirt untersucht
werden, wobei der Fokus auf die Verwertung von Proteinen und den
Aminosauremetabolismus gelegt wurde. Hierbei sollte das prtT-Genprodukt als globaler
Regulator der extrazellularen proteolytischen Aktivitdt in A. fumigatus eingehend
charakterisiert werden, zunéchst durch Erzeugung einer entsprechende Mutante und deren
eingehende Analyse beziglich ihrer Eigenschaft, Proteine als Kohlenstoff- und
Stickstoffquelle zu verwenden. Ein PprtT-gfp Reporterstamm sollte einen Einblick in eine
vermutete posttranskriptionelle Regulation der prtT-Expression durch elF2a-Kinase-
Signaltransduktion liefern. Um die Rolle der sekretierten Proteasen auch in Bezug auf die
Virulenz der pathogenen Spezies A. fumigatus zu untersuchen, wurden Infektionsversuche im
leukopenischen Mausmodell der pulmonalen Aspergillose durchgefuhrt.

Des Weiteren ist bekannt, dass Pilze im Gegensatz zu Sdugern zur de novo Synthese der
drei aromatischen Aminoséuren Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan féhig sind. Der hierfur
bendtigte Shikimat-Syntheseweg koénnte daher von therapeutischem Nutzen fir die
Behandlung von Aspergillose sein, da dieser Syntheseweg im Menschen nicht vorkommt. Um
diese Fragestellung zu verfolgen, sollten Mutanten von A. fumigatus, die auxotroph fur eine
oder mehrere aromatische Aminosauren sind, naher charakterisiert und im Rahmen von
Virulenztests im leukopenischen Mausmodell der invasiven Aspergillose untersucht werden.
Dadurch sollte die Rolle der pilzlichen Biosynthese aromatischer Aminosauren flr die

invasive Aspergillose analysiert werden.

17



MATERIAL UND METHODEN

3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Labormaterialien

Chemikalien zur Herstellung von Ldsungen, Puffern und Medien wurden von den Firmen
MEeRck (Darmstadt, D), RocHE GmBH (Mannheim, D), CARL RoTH GMmBH & Co KG
(Karlsruhe, D), INVITROGEN GmBH (Karlsruhe, D), FLUKA (Neu-Ulm, D) und SIGMA-
ALDRICH CHEMIE GMBH (Steinheim, D) bezogen. Das zur Gewinnung von Protoplasten
benoétigte Enzym Vinoflow FCE wurde bei der Firma NovozyMEes A/S (Denmark) erworben.
Restriktionsenzyme, DNA-modifizierende Enzyme und Polymerasen wurden von MBI
FERMENTAS (Vilnius, LIT), NEw ENGLAND BloLABS (D), PROMEGA (Madison, WI, USA) und
NOVAGEN (Darmstadt, D) erworben. RNase If stammt von NEw ENGLAND BloLABs. Als
DNA-Grolenstandard wurde der ,,GeneRuler 1 kb DNA Ladder” von MBI FERMENTAS bzw.
der ,,1 kb DNA Ladder” von NEw ENGLAND BioLABs und als Protein-GrofRenstandard der
»Page Ruler Prestained Protein Ladder* von MBI FERMENTAS verwendet. Agarose wurde von
PEQLAB (Erlangen, D) bezogen. Columbia-Agar mit Schafblut wurde von der Firma OxoID
GmBH (DE,Wesel) bezogen.

Zur Praparation von Plasmid-DNA aus Escherichia coli und zur Extraktion von DNA aus
Agarosegelen wurden Kits der Firma MACHERY & NAGEL GMBH & Co. KG (Diiren, D)
verwendet.

Synthetische Oligonukleotide wurden von MwG BIOTECH bezogen. Zur Detektion von
Western-Hybridisierungen und Southern-Hybridisierungen wurde ein ,,FUJI medical X-Ray
film*“ der Firma FuJiFiLm Europe GmbH (Dusseldorf, D) benutzt.

Angewachsenes Myzel von A.fumigatus wurde unter der Verwendung von Miracloth-
Filtergewebe (CALBIOCHEM) vom Fllssigmedium getrennt.

Alle spektrometrischen Messungen wurden an einem Biophotometer der Firma EPPENDORF
(Hamburg, D) bzw. Nanodropl000 der Firma PAQLAB (Erlangen, D) durchgefuhrt. Zum
Mikroskopieren wurden Objekttrager der Firma MEeNzeL (Braunschweig, D) und

MARIENFELD benutzt.
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3.1.2 Geratenachweis

Brutschranke:
Gel Doc:

Gelkammern:

Heizbldcke:

Hybridi-
sierungsofen:
Kamera:

Mikroskope:

PCR-Cycler:

pH-Meter:
Photomaschine:
Photometer:
Schuttler:
Semidry-Blot:

Schwenker:

Sterilbank:
Thermohaube:
UV-Tisch:
UV-Crosslinker:

Zentrifugen:

HeraCell, HERAEUS INSTRUMENTS

Gel Doc 2000, Bio-RAD

PerfectBlue Mini M+L, PEQLAB mit Power Pac EV222, PEQLAB
Mini-Protean Tetra System mit Power Pac 1000, Bi10-RAD (fiir SDS-Gele)
LIEBISCH

GRANT BOEKEL

Shake ,n* Stack, HYBAID

Digital camera Powershot A650 IS, CANON
Binokular: Axiolab, ZEiss
Fluoreszenzmikroskop: Axiolab 100, ZEIss
Live Cell Imaging: Leica AF6000, LEICA
PeqStar 96 universal gradient, PEQLAB GMBH
Mastercycler gradient, EPPENDORF

PH-Meter 526, WTW GmeH (Weilheim, D)
Cawomat 2000 IR, CAwO
Spektrophotometer (BioPhotometer), EPPENDORF
KS15, EDMUND BUHLER

Semi-dry transfer cell, Trans-Blot SD, BIo-RAD
Swip, EDMUND BUHLER

Duomax1030, HEIDOLPH

biological safety cabinet, NUNCc GMBH

TH 15, EDMUND BUHLER

BIOMETRA

Stratalinker 1800, STRATAGENE

Biofuge pico, HERAEUS INSTRUMENTS
Biofuge fresco 21, HERAEUS INSTRUMENTS
Biofuge primo R, HERAEUS INSTRUMENTS
Multifuge X1R, HERAEUS INSTRUMENTS
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3.1.3 Oligonukleotide, Plasmide und Stamme

Zur Klonierung wurde der Escherichia coli-Stamm DHb5a [F, ¢80dlacZ4AM15, A(lacZYA-
argF), U169, deoR, recAl, endAl, hsd17, (rx, mg’), supE44, A-, thi-1, gyrA96 , relAl]

(Woodcock et al., 1989) verwendet. In Tabelle 1 sind die im Rahmen dieser Arbeit

verwendeten Oligonukleotide aufgefiihrt. Die verwendeten Plasmide und A.fumigatus-

Stamme sind in Tabelle 2 bzw. Tabelle 3 aufgefihrt.

Tabelle 1: Verwendete Oligonukleotide

Primer |GroRe |Sequenz

AB17 32-mer |5-TAT AGT TTA AAC ATT AGG TAA ATG CAT TCT AC-3'

AB18 32-mer |5-TAT AGT TTA AAC AAG AAT TGA CTG ATA TGC TA-3'

AB19 40-mer |5-TAT AGG CCA TCT AGG CCT ATT GTC AAT CAT ACA TGG AAT T-3'

AB20 39-mer |5-TAT AGG CCT GAG TGG CCG GCG GTT GAG TCT TAA ATT TTC-3'

AB28 20-mer |5-CCA ATG ACA GCA GTG TGT CC-3'

AB29 19-mer |5-TCC CCG TCC AAG CTG TAG C-3'

AB30 21-mer |5-CAA ACT CAC GAG GAG ATG AAG-3'

AB31 19-mer |5-GCA CTG AGG GGT GAT GAC C-3'

AB34 20-mer |5-TGC CTACGT TGT CGA CAG TG-3'

AB35 21-mer |5-TTT GAG GCA TCACTG TTC TCG-3'

AB36 20-mer |5-TGA CTC GGA ATA CCT GAC CC-3'

AB37 20-mer |5-CCA ACT GGG ACT TGA CAG TG-3'

AB38 19-mer |5-ACT TTC CGC GTG GTC GAC G-3'

AB39 20-mer |5-GTC GGT CTC AAC TCT CCA TG-3'

AB51 19-mer |5-GTT CCA GCG AGA TGA GGC G-3'

AB52 30-mer |5-TAT AGG ATC CAC AGA GGC CCA TCG ATA TCG-3'

AB53 29-mer |5-TAT AGG ATC CGG CCT CAG AGT ATG GGC AC-3'

AB60 21-mer |5-CTT AGG AGG ATG ATC GTC GAT-3’

AB61 30-mer |5-CTC TGA GGC CAT GAG TAA AGG AGA AGA ACT-3'

AB62 19-mer |5-GGC CTC AGA GTA TGG GCA C-3'

AB63 30-mer |5-ATA CAA ATA AGA TCC ACT TAA CGT TAC TGA-3'

AB64 23-mer |5-TTATTT GTATAG TTC ATC CAT GC-3'

AB65 24-mer |5-AAA GAA GGA TTA CCT CTA AAC AAG-3'

AB67 33-mer |5-TAT AGT TTA AAC ATATGACTT TTT ACC ATT GTA-3'

AB70 27-mer |5-TAT AGT TTA AAC GCA GGG CTG GGT GCA-3'

AB72 55-mer |5-GCC GGG TAT TCT CTA AGC TaC CCC AGT TTC TAG GAT CTT GGG
CTATTC TGA GCT A-3’

AB73 55-mer |5-GAA ACT GGG GtA GCT TAG AGA ATA CCC GGC GAA CCT GAG CTT
AAC AGA AGC ATG G-3'

AB74 55-mer |5-CGG GGG TTT AAA AGT GCC cGC GAT GGG GAA AAT AAT GCG CAC
GGA GTT AAT CCG G-3'

AB77 55-mer |5-GCG CAT TAT TTT CCC CAT CGC gGG CAC TTT TAA ACC CCC GCA
GAG AAC CTT TTC C-3'

AB78 23-mer |5-ATT CAG GAG TAT GTG AGT CAA GC-3'

AB79 25-mer |5-TTGCTT GGT TCT ACT GGC GGA GAC G-3'

ABS0 45-mer |5-CAG GAA CAG AAG ACC AAT TCG CAA CTC AGG CCT ATA GGT CAA

TAG-3'
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ABS1 35-mer |5-TGAGTT GCG AAT TGG TCT TCT GTT CCT GTA TAT GC-3'

ABS82 30-mer |5-ATC TAACCT GTT TCT CCT AGC ATT TAT ATC-3’

ABS3 47-mer |5-ATATAA ATG CTA GGA GAA ACA GGT TAG ATG GCC ATATTATGC
TCA AC-3'

Sv523 27-mer |5-GTT AAC TTATCA CCC CCA GTC GAG GAG-3”

Sv524 40-mer |5-ATG GCC TGA GTG GCC GGT AGA GAG GAT GGG AGG GGA TAG C-3°

Sv525 37-mer |5-ATG GCC ATC TAG GCC TGG AAT GAT CGA AAAATC TAC G-3°

Sv526 27-mer |5-GTT AAC GTG CGATTG GTG ACT GAG AAG-3’

Sv527 25-mer 5-ACG AAA AGC TTC CGC AAC AGC CGT GG-3

Sv528 27-mer 5-TTG CAG TTT AAG CTT GCG ACT TGT ACG-3’

Sv532 22-mer 5-ATG GAT TCT GAC ATG AAA GAC G-3

Sv533 23-mer 5-GTT AAC AGT ACC ATG AAG GCT CG-3’

Sv534 39-mer 5-ACA TGG CCT GAG TGG CCG CTT TGT TAA GCT CAG GTT CG-3’

Sv535 39-mer 5-ACATGG CCATCT AGG CCACGATTT TAG TAG CCT CGC CAG-3

Sv536 24-mer |5-GTT AACTCATTT TCT GAATGC TTG-3

Sv537 23-mer |5 -ATA GAT TAT CCT AGA AGA CTT GG-3

Sv538 37-mer |5-ATGGTG GCT AGCTTT CTCCTT CG-3

Sv539 25-mer |5-GTT AAC ACA GGT AAATTT ATCTTC C-3°

Sv540 37-mer |5 -ACATGG CCT GAG TGG CCT CTC GGT GAT AAG TCT AGT G-3°

Sv541 40-mer |5-ACATGG CCATCT AGG CCAGAG GCG TTT TAG GGC TAT TC-3'

Sv542 25-mer |5-GTT AAC ACG AGC GCG GTC CCG ATT C-3

Sv543 22-mer |5 -ACT ATT ATG AGG GTG AAATTG G-3°

Sv551 21-mer |5-AAC AGA AGA GAC AAG TGA AGG-3'

Sv556 21-mer |5-TTC GGG ATT TTG AAC GTC TCG-3'

Sv576 22-mer |5-GTCATT TGT CGG CTG CTG ATC C-3'

Sv589 24-mer |5-ACA GAG GCC CAT CGA TAT CGC TGC-3'

Sv790 44-mer Z-TCG ACG GTATCG ATAGTT AAC GAC TAG TTG AGG TCATAC GTG

G-3'

Sv791 40-mer |5-CCATCT AGG CCATCATGC GAATTG GTC TTCTGT TCC TGT A-3’

Sv792 41-mer |5-CAGACATCACCGTTT ATG TCG ACG TGG GGA GAATAC TTT CG-3'

Sv794 42-mer |5-ATT GGA GCT CCA CCG TTA ACT TGG AAG ACC GAA GTA GAT AGA-3

TubFw 20-mer |5-GGA CGT TAC CTC ACC TGC TC-3'

TubRev |20-mer |5-CACGCT TGA ACA ACT CCT GA-3'

RTDpp4 |20-mer 5'-TGT CGA CGC ACA GCA CAT CG-3'

Fw

RTDpp4 |20-mer |5-CCG GAT CGC ACT GGC ATT GT-3'

Rev

qPCRf 18-mer |5-GAT ACCGTC GTAGTC TTA-3'

gPCRr 18-mer |5-TGT CTG GAC CTG GTG AGT-3'
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Tabelle 2: Verwendete und hergestellte Plasmide

KS*

Klonierungs-Vektor (amp™; MCS)

Plasmid Beschreibung Referenz
;ng(gljl'éPO@) Klonierungs-Vektor, (amp®) Invitrogen
.?%E;g luntll- Klonierungs-Vektor, (kan®) Invitrogen
PIETL2IIunt | e cloning site in EcodTIR) (amp) | meIaS
pBluescript®Il Stratagene

(Punt und van den

(aroB::ptrA/tk- PgpdA::rtTA::TcgrA:: TetO7-Pmin)

- i i P . .. t
pAN7-1 Hygromycinresistenzkassette ("gpdA::hph::trpC) Hondel, 1992)
SK215 Cre Rekombinase Expressionsmodul in autonom | (Krappmann und
P replizierendem Vektor pPTRII (niaD::cre) Braus, 2005)
SK275 Pyrithiamin-Resistenz Markerkonstrukt (Krappmann et al.,
P (loxP- PgpdA::ptrA/tk::trpCt-loxP) 2006)
SK341 Phleomycin-Resistenz Markerkonstrukt (Krappmann et al.,
P (loxP- PgpdA.:ble/tk::trpC'-loxP) 2005)
pSK392 gfp2-5::cpcA-Kassette (Sasse et al., 2008)
aroM-Deletionskassette

pSK443 (aroM::loxP- PgpdA::ble/tk::trpC'-loxP) (Hamer, 2008)
aroC-Deletionskassette

pSK444 (aroC::loxP- PgpdA::ble/tk::trpC'-loxP) (Hamer, 2008)
trpA-Deletionskassette

pSK445 (trpA::loxP- PgpdA::ble/tk::trpC'-loxP) (Hamer, 2008)
prtT-Deletionskassette . .

pSK462 (prtT::loxP- PgpdA::ble/tk::trpC'-loxP) diese Arbeit
AprtT-Komplementationskassette . .

pSK463 (prtT::loxP- PgpdA::ptrA/tk::trpC'-loxP) diese Arbeit

SK485 [B-rec/six blaster Kassette (Hartmann et al.,
P (six-PxylP::B-rec::trpC'-ptrA-six) 2010)

IW121 Tet-on -Kassette Johannes Wagner,
P (ptrA/tk- PgpdA::rtTA::cgrA":: TetO7-Pmin::his2A") | persénliche Mitteilung
pAB17/ 5'prtT in pJET1.2 diese Arbeit

gfp-Reporterkassette . .
pAB22A PortT-gfp-trpCt diese Arbeit
gfp-Reporterkassette mit Selektionsmarker . .
pAB22 PortT-gfp-trpClptrA/ik diese Arbeit
AtrpA-Komplementationskassette . .
PAB23 (trpA*NUKI.-72 -loxP- PgpdA-ble/tk::trpClloxp) | 91€se Arbeit
AaroC-Komplementationskassette . .
PAB24 (aroC*Nukl.-41 -loxP- PgpdA:bleftk::trpCliloxp) | 91€se Arbeit
aroB-Deletionskassette . .
PAB28 (aroB::six- PxylP::B-rec::trpC'-ptrA-six) diese Arbeit
0AB29 Tet-on-aroB Kassette diese Arbeit
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Tabelle 3 Verwendete und hergestellte A. fumigatus -Stamme

Stamm

Genotyp / Beschreibung

Stamm
Hintergrund

Referenz

(aroB::TetO7-aroB;AakuA)

D141 Aspergillus fumigatus Wildtyp-Stamm (Reichard et al., 1990)
':ESTGESC Aspergillus fumigatus Wildtyp-Stamm (ggg;n und Mackenzie,
AfS12 | pabaA-Deletion (pabaA::loxP) D141 (Krappmann et al., 2005)
AfS27 | cpcC-Deletion (cpcC::loxP;AakuA) AfS35 (Sasse et al., 2008)
AfS35 | akuA-Deletion (akuA::loxP) D141 (Krappmann et al., 2006)
AfS37  |ifkB-Deletion (ifkB::loxP;AakuA) AfS35 (Sasse et al., 2008)
cpcC- und ifkB-Deletion Anegtte Schedler,
AfS38 (cpcC::loxP; ifkB::loxP; AakuA) ATS3S personliche Mitteilung
AfS57 |aroC-Deletion (aroC::loxP-phleo/tk) D141 (Hamer, 2008)
AfS58 | trpA-Deletion (trpA::loxP-phleo/tk) D141 (Hamer, 2008)
AfS61 | prtT-Deletion (prtT::loxP-Phleo"-loxP) ATCC diese Arbeit
AfS62 | prtT-Komplementation (prtT<ptrA>) ATCC diese Arbeit
gfp-Reporterstamm . .
AfB23 (PprtT:: pprtT-gfp-trpC‘;ptrA;Aika) AfS37 diese Arbeit
gfp-Reporterstamm . .
AfB24 (PprtT:: PpriT-gfp-trpClptrA:AcpcC) AfS27 diese Arbeit
gfp-Reporterstamm . )
AfB26 (PprtT:: pprtT-gfp-trpC‘;ptrA) ATCC diese Arbeit
gfp-Reporterstamm . .
AfB21 (prtT:: PprtT-gfp-trpC; ptrA; AcpcC; AifkB) AfS38 diese Arbet
AtrpA nach Marker-Exzision . .
AfB29 (trpA::loxP: AakuA) AfS35 diese Arbeit
AtrpA Komplementation . .
AfB30 (trpA*NUKI.-72 C—g; AakuA) AfS35 diese Arbeit
AaroC nach Marker-Exzision . .
AfB31 (aroC::loxP;AakuA) AfS35 diese Arbeit
AaroC Komplementation . )
AfB32 (aroC*NuKl.-41 A—t:AakuA) AfS35 diese Arbeit
Afg3z | Tet-on-aroB AfS35 diese Arbeit
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3.2 Methoden

3.2.1 Kultivierung der Mikroorganismen

3.2.1.1 Kultivierung von Escherichia coli

Der E. coli-Stamm DH5a wurde in Luria-Bertani-Vollmedium (LB: 1% Trypton, 0,5%
Hefeextrakt, 1% NaCl) bei 37°C kultiviert. Fur die Selektivmedien wurden die Antibiotika
Ampicillin - (Endkonzentration: 100 pg/ml), Kanamycin (Endkonzentration: 50 pg/ml),
Doxycyclin (Endkonzentration: 10 pg/ml) oder Tetracyclin (Endkonzentration: 100 pg/ml)
eingesetzt. Festmedien enthielten 2% Agar. SOB- und SOC-Medium fir die Praparation und
Transformation kompetenter E. coli-Zellen wurden nach Inoue et al. (1990) hergestellt. Das
Wachstum der E. coli-Zellen wurde durch Messung der optischen Dichte bei 595 nm gegen
Wasser verfolgt. Dabei entspricht eine ODsgsnm = 1 einer Zelldichte von ca. 2-10° Zellen/ml
(Sherman et al., 1986).

3.2.1.2 Kultivierung von Aspergillus fumigatus

A. fumigatus -Stdamme wurden in sterilem Minimalmedium (1% (w/v) Glukose, 1x AspA
(70 MM NaNOg3, 7 mM KClI, 11,2 mM KH,PQ4, pH 5,5), 2 mM MgSO,, 1x Spurenelemente
(76 UM ZnSOy4, 178 UM H3BO3;, 25 UM MnCl,, 18 uM FeSO,4, 7,1 UM CoCl,, 6,4 UM
CuSOy, 6,2 UM Na;MoOQ,, 174 uM EDTA)) (Bennett und Lasure, 1991 ) kultiviert. Fir die
Selektion durch Resistenzmarker wurden die Antibiotika Pyrithiamin (Endkonzentration
100 ng/ml) oder Phleomycin (Endkonzentration: 20 pg/ml) hinzugesetzt. Alle Medien wurden
vor der Inokulation autoklaviert. Feste Medien wurden durch Zugabe von 2% Agar
hergestellt. Fiir die Anzucht vegetativen Myzels wurde Flissigmedium mit 10° bis 10” Sporen
inokuliert und 12 bis 18 h bei 37°C angezogen. Das vegetative Myzel wurde mit Hilfe von
sterilen Miracloth-Filtern von dem Flissigmedium getrennt und mit Saline (0,96% NaCl)
gewaschen, um gereinigtes Myzel fur weitere Methoden zu erhalten.

Fur die Isolierung genomischer DNA wurden die A. fumigatus-Stamme in Vollmedium
(1% Glukose, 1xAspA (70 mM NaNOs;, 7 mM KCI, 11,2 mM KH,PO,4, pH 5,5), 2 mM
MgSQ,, 0,1% Hefeextrakt, 0,1% Kasaminosauren, 0,2% Pepton, 1x Spurenelemente (s.0.))
angezogen.

Fur das Wachstum auf alternativen Stickstoffquellen wurde das Minimalmedium
folgendermalien modifiziert: Minimalmedium ohne primdre Stickstoffquelle (1% Glukose,
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Aspergillus-Salzlésung (7 mM KCI, 2 mM MgSQO,, 11,2 mM KH,PQ,), 1x Spurenelemente,
pH 6,5), 0.1 mM Ammonium-Tartrat und eine der folgenden Stickstoffquellen: 0,4% BSA,
0,4% Kasein oder 0,1% Pepton.

Fur das Wachstum auxotropher Stdamme hinsichtlich der aromatischen Aminoséuren
mussten  die  entsprechenden  Aminosduren dem  Medium  zugefligt werden:
p-Aminobenzoesaure (PABA) (5 uM), Tyrosin (4 mM), Phenylalanin (4 mM) und
Tryptophan (4 mM).

Lungenagar wurde folgendermalien hergestellt: frisches, bzw. durch Lagerung bei -20°C
konserviertes Lungenmaterial vom Schwein wurde in flissigem Stickstoff zu feinem Pulver
zermahlen und ein Volumen von 10 ml in ein 50 ml Falcon abgefullt. Es wurden 10 ml sterile
Saline zugegeben, sodass nach kurzer Inkubation bei 50°C und wiederholtem Mischen eine
Suspension entstand. Zu diesem Gemisch wurden 30 ml Wasseragar (2%) gegeben, vorsichtig
geschwenkt und auf zwei bereits erkaltete Wasseragarplatten als zweite Schicht gegossen. Um
das Wachstum von Bakterien zu unterdriicken, die sich bereits in dem nicht-sterilen
Lungengewebe befanden, wurde Tetracyclin (10ug/ml) zu dem Saline/Lungengemisch
gegeben. Fir das Wachstum der Tet-on-aroB Mutante wurde statt Tetracyclin
Chloramphenicol (10pg/ml) verwendet, da Tetracyclin das Tet-on-System induziert, was
somit zu einem verfalschten Ergebnis flhren wirde. Weitere Zusdtze wie Aminosduren
wurden in oben beschriebener Konzentration zur pulverisierten Lunge gegeben und
dementsprechend weniger Saline fur die Suspension eingesetzt.

Um den Resistenzmarker der Deletionsstimme zu entfernen, waren die
Deletionskassetten flankiert durch loxP-Regionen. Nach einer zweiten Transformationsrunde
mit pSK215 und Selektion auf Medium mit Nitrat wurde eine voribergehende Expression der
Cre-Rekombinase ausgeldst, die die loxP-Regionen erkennt und rekombiniert. Durch
Rekombination der loxP-Stellen konnte der Bereich innerhalb der loxP-Stellen ausgeschnitten
werden, sodass der Resistenzmarker fir weitere Transformationen zur Verfligung stand
(Krappmann et al., 2005). Die Primé&rtransformanten wurden anschlielend auf Agarplatten
mit FUDR (5-Fluordesoxyuridin, 20uM) selektiert, da erfolgreiche Exzision des Markers zu

einer geringeren FUDR-Sensitivitat fihrt.

25



MATERIAL UND METHODEN

3.2.2 Isolierung von Nukleinsauren

3.2.2.1 MACHERY & NAGEL Plasmid-DNA Mini- und Midi-Préaparationen

E. coli-Kulturen wurden uber Nacht bei 37°C in 5ml Selektivmedium auf einem
Rotationsschuttler kultiviert. Die Préparation der Plasmid-DNA erfolgte nach Angaben des
Herstellers. Die Plasmid-DNA wurde in 15-50 pul NE-Puffer (5 mM Tris/HCI, pH 8,5) bzw.
dH,0 aufgenommen und bei -20°C gelagert.

3.2.2.2 Isolierung von DNA aus A. fumigatus (Kolar et al., 1988)

Zur Gewinnung der DNA aus A. fumigatus wurde Myzel aus frischen Sporen (ber Nacht bei
37°C in flissigem Minimalmedium unter Schitteln angezogen, dieses durch sterilen
Miracloth filtriert und mit 0,96% -iger NaCl-Losung oder sterilem Wasser gewaschen.

Alternativ wurde das vegetative Myzel mit Hilfe von Isopore™ Membran Filter (0,4um
HTTP, MILLIPORE) angezogen: die A.fumigatus-Sporen wurden direkt auf der Membran
inokuliert, welche zuvor auf entsprechende Agarplatten gelegt worden war. Zum Ernten des
Myzels wurde das auf der Membran gewachsene Myzel mit 0,96% -iger NaCl-Lésung oder
sterilem Wasser gewaschen.

Das Myzel wurde in flissigem Stickstoff eingefroren und mit einem Maorser zerrieben. Im
Verhaltnis 1:1 wurde das nun pulverférmige aufgeschlossene Myzel mit 0,8 ml Lyse-Puffer
(50 mM Tris-HCI (pH 7,2), 50 mM EDTA, 3% SDS, 1% 2-Mercaptoethanol) gemischt und
fir mindestens 1 Stunde bei 65°C unter gelegentlichem Schwenken inkubiert. Es folgte die
Zugabe von 0,8 ml TE-geséttigtem Chloroform/Phenol (1:1). Die Suspension wurde
durchmischt und 30 Minuten bei 13.000 g und Raumtemperatur zentrifugiert. Die obere,
wassrige Phase wurde durch Zugabe von 0,1 Volumen NaOAc (pH 4,8) und 0,8 Volumen
Isopropanol geféllt und bei 13.000 g 2 Minuten zentrifugiert. Die pelletierte DNA wurde mit
70% -igem Ethanol gewaschen und in 100-150 pl EB-Puffer aufgenommen. Zum Lésen der
DNA wurde der Ansatz 10 min auf 65°C erhitzt. Anschlielend wurden 2 pl RNase (20mg/ml)
hinzugegeben und fir 10 Minuten bei 37°C zur Aktivierung der RNase inkubiert. Die
erhaltene genomische DNA wurde bei 8°C aufbewahrt.

Fur die DNA Isolierung aus homogenisiertem Mauslungengewebe wurde das ,,DNeasy

blood and tissue kit von QUIAGEN verwendet
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3.2.2.3 Isolierung von RNA aus A. fumigatus

Fur die Isolierung von RNA aus A. fumigatus wurde Myzel aus frischen Sporen ber Nacht
bei 37°C in flissigem Minimalmedium unter Schitteln angezogen, durch Filtrieren mit Hilfe
von sterilem Miracloth vom Medium getrennt und mit 0,96% -iger NaCl-Losung oder
sterilem Wasser gewaschen. Das Myzel wurde in flissigem Stickstoff eingefroren und mit
einem Morser zerrieben. Im Verhéltnis 1:2 wurde das nun pulverférmige aufgeschlossene
Myzel mit , TRIzol® reagent* (INVITROGEN) in einem 10 ml Falcon kraftig gemischt und fiir
5 Minuten auf Eis inkubiert. 800 pl des Gemischs wurden in ein neues 2 ml Reaktionsgefal
zusammen mit 160 pl Chloroform gegeben und erneut gut gemischt. Nach 5-mindtiger
Inkubation auf Eis wurden die Proben 15 min bei 4°C und 13000 rpm abzentrifugiert und
200 pl des Uberstandes in einem RNase freien 1,5 ml ReaktionsgefaR mit 240 pl Isopropanol
gemischt und 10 Minuten auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation fir 15 min bei 13000 rpm
und 4°C wurde das Pellet zweimal mit 70% EtOH fiir je 5 Minuten unter stdndigem schitteln
bei RT gewaschen und anschliefend 5 min bei 13000 rpm und 4°C abzentrifugiert. Nach
Trocknen des Pellets bei 37°C fur 15 min wurde es in 100 pl RNase freiem Wasser etwa

10 Minuten bei RT geldst und die RNA bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

3.2.2.4 DNase-Verdau und RNA-Aufreinigung

Die isolierte RNA wurde nach den Angaben des Herstellers mit RNase-freier DNase von
NEB behandelt: das Gesamtvolumen von 100 ul enthielt 10 pl DNasel, 10 ul Puffer und 10 pl
RNA. Nach 30-mintiger Inkubation bei 37°C wurde die RNA direkt mit dem ,,RNeasy Mini
Kit“ (QIAGEN) nach Angaben des Herstellers aufgereinigt und die Qualitat
spektrophotometrisch mit Hilfe des ,,Nanodrop 1000* (PEQLAB) Uberpruft.

3.2.2.5 Reverse Transkription von RNA
Um die zuvor mit DNasel behandelte RNA in cDNA umzuschreiben wurde der ,,SuperScript
I11 First-Strand Synthesis SuperMix for qRT-PCR* von INVITROGEN gemél den Angaben des

Herstellers verwendet.

3.2.2.6 Realtime-PCR

Um Transkriptlevel zu quantifizieren, wurde ,quantitative Realtime PCR"* (qRT-PCR)
durchgefiihrt. Hierfiir wurde der Thermocycler ,,CFX96*“ von BioraD und der iQ™ SYBR®
Green Supermix von BIORAD nach Angaben des Herstellers verwendet. Die PCR wurde in

einer 96-well PCR Platte (wei3, BIORAD) durchgefihrt, die mit dem ,,Microseal B film“ von
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BIORAD verschlossen wurde. Pro Ansatz wurde ein VVolumen von 25 pl gewéhlt, dass eine
1:40 Verdinnung der zuvor umgeschriebenen cDNA als Matrize, 100 nM pro Primer und eine
1:2 Verdiinnung des iQ™ SYBR® Green Supermix enthielt. Die Primer wurden mit Hilfe des
Programms ,,Primer3Plus* (Untergasser et al., 2007) ausgewéhlt und auf ihre Eignung
Uberpriift. Die Primer wurden dabei so gewahlt, dass ihr Produkt 100-200 bp umfasste. Das
»2-step” qRT-PCR Programm setzte sich aus folgenden Schritten zusammen: 10-min(tige
Inkubation bei 95°C, 45 Zyklen von 10 Sekunden bei 95°C und 30 Sekunden bei 60°C. Nach
jedem Elongationsschritt wurde die Fluoreszenz der einzelnen Proben gemessen. Die
Schmelzkurve der einzelnen Endprodukte wurde durch Erhitzen auf 95°C fur 10 Sekunden,
Herunterkiihlen auf 65°C und schrittweises Erhitzen auf 95°C in 0,5°C Schritten ermittelt.
Alle Proben wurden in technischen Triplikaten gemessen und die Ergebnisse mit Hilfe der
,CFX-Manager Software” von BIORAD ausgewertet und basierend auf der AACt Methode
quantifiziert (Aarskog und Vedeler, 2000; Pfaffl, 2001).

Fur die gRT-PCR bezuglich der Transkripte verschiedener sekretierter Proteasen wurde
abweichend vom oben beschriebenen Protokoll ein MyiQ iCycler von BIORAD verwendet.
Zudem setzten sich die einzelnen Reaktionsansétze aus 0,3 pl cDNA und 1pmol pro Primer
zusammen. Das gRT-PCR Programm bestand aus folgenden Schritten: 3-minitige Inkubation
bei 95°C, 40 Zyklen von 15 Sekunden bei 95°C und 15 Sekunden bei 60°C mit
anschlief’ender Elongation fur 25 Sekunden bei 72°C.

3.2.3 Klonierungstechniken

3.2.3.1 Polymerase-Kettenreaktion (Saiki et al., 1985)

Polymerase-Kettenreaktionen (PCR) wurden mit den thermostabilen Enzymen Tag-
Polymerase (FERMENTAS), Pag-Polymerase (STRATAGENE) und Phusion-Polymerase
(FINNzYMES) durchgefihrt. Es wurden 5-50 pmol Primer-Oligonukleotid und 10-100 ng DNA
als Matrize in 20-50 pl Reaktionspuffer entsprechend den Angaben des Herstellers verwendet.
Art und Dauer des Temperaturprofils richteten sich nach den Angaben der Hersteller, den
verwendeten Oligonukleotiden und der Matrizen-DNA. Fusions-PCR wurde durchgefiihrt wie
bei Szewczyk et al. (2006) beschrieben.

3.2.3.2 Restriktion von DNA

Fur analytische Restriktionsreaktionen wurden ca. 0.5pg DNA mit 1-2 Units

Restriktionsenzym (FERMENTAS oder NEB) in einem Volumen von 20 ul bei spezifischer
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Temperatur nach Angaben des Herstellers fir 2-3 h bzw. Uber Nacht inkubiert. Fir die
Restriktion praparativer Mengen an DNA wurden entsprechend grofRere Volumina und
Enzymmengen eingesetzt. Reaktionspuffer wurden nach den Angaben des Herstellers
verwendet.  Gegebenenfalls wurden  Restriktionsansatze (ber eine Séule des

Gelextraktionssystems ,,NucleoSpin Extrakt 11 (MACHERY & NAGEL) gereinigt.

3.2.3.3 Agarosegel-Elektrophorese

Zur DNA-L6sung wurde ein entsprechendes Volumen der ,,6x Loading Dye Solution* von
FERMENTAS gegeben und die DNA-Fragmente in einem 1% -igen horizontalen Agarosegel in
TAE-Puffer (40 mM Tris-Acetat, 20 MM Na-Acetat, 2 mM EDTA, pH 8,3) bei 80-90 V
elektrophoretisch aufgetrennt. Die Gele wurden anschlieBend fir 15-20 Minuten in einem
Ethidiumbromidbad gefarbt und die DNA-Banden mittels eines UV-Transilluminators bei
A = 254 nm detektiert.

3.2.3.4 lsolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose

DNA-Banden wurden unter UV-Licht niedriger Energie (A =366 nm) ausgeschnitten. Zur
Isolierung der DNA-Fragmente aus dem Agarosegel wurden die S&ulen und Puffer des
Gelextraktionssystems ,,NucleoSpin Extrakt I1* (MACHERY & NAGEL, Diiren, D) geméaR der
Gebrauchsanweisung des Herstellers verwendet. Zur Elution der DNA wurden 50 pl dH,O

verwendet. Die isolierte DNA wurde bei -20°C gelagert.

3.2.3.5 Dephosphorylierung von DNA
Fur die Dephosphorylierung wurden linearisierte DNA-Fragmente jeweils mit 10 U Shrimp-
alkalischer-Phosphatase der RocHE GMBH im dafiir vorgesehenen Puffer bei 37°C 1-3 h

inkubiert. Durch Erhitzen auf 65°C wurde die Reaktion gestoppt.

3.2.3.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Lineare DNA-Fragmente wurden in einem 20 pl Reaktionsgemisch aus Ligationspuffer
(20 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 10 mM DTT, 0,6 mM ATP, pH 7,6), 5 U T4-DNA-Ligase
und DNA-L6sung Uber Nacht bei 16°C oder 4 h bei 20°C inkubiert. Die Konzentration der
DNA betrug 1-10 pg/ml, das molare Verhaltnis Vektor/Insert-DNA lag zwischen 1:5 und
1:10. Die Reaktion wurde durch 10-15-mindtiges Erhitzen auf 65°C abgestoppt. Die DNA

wurde ohne weitere Reinigung zur Transformation eingesetzt.
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3.2.3.7 GENEART® Seamless Cloning and Assembling Kit
Das Plasmid pAB29 wurde mit Hilfe des Seamless Cloning Kits von INVITROGEN nach
Angaben des Herstellers konstruiert (Vgl. 3.2.11.8).

3.2.3.8 Sequenzierung von DNA
Die Sequenzierung doppelstrangiger Plasmid-DNA wurde bei der GATC BIoTECH AG
(Konstanz) durchgefuhrt. Die Sequenzanalyse wurde mit Hilfe der ,,Lasergene Biocomputing

Software* von DNAStar vorgenommen,

3.2.4 Transformationsmethoden

3.2.4.1 Transformation von E. coli (nach Mandel und Higa, 1970)

In einem 1 I-Kolben wurden 250 ml SOB-Medium (2% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 10 mM
NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO,) beimpft und bei 18°C unter leichtem
Schitteln fir ca. 24 h inkubiert, bis eine ODsgs von 0,6 erreicht war. Zum Ernten wurden die
Zellen 10 Minuten auf Eis gekuhlt und bei 3000 g 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Das
erhaltene Zellsediment wurde in 80 ml eiskaltem TB-Puffer (10 mM HEPES, 15 mM CaCl,,
250 mM KCI, 55 mM MnCl,, pH 6,7) resuspendiert, fur 10 Minuten auf Eis inkubiert und
abzentrifugiert. Im Anschlul wurden die Zellen in 20 ml TB-Puffer aufgenommen und
vorsichtig resuspendiert, bevor der Ansatz mit DMSO bis zu einer Endkonzentration von 7%
versetzt wurde. Nach vorsichtigem Durchmischen folgte ein weiterer 10-min(tiger
Inkubationsschritt auf Eis. AbschlieRend wurde der Ansatz aliquotiert, in flissigem Stickstoff
eingefroren und bei -80°C gelagert.

Die gefrorenen, kompetenten E. coli-Zellen wurden auf Eis aufgetaut. Zu je 200 pl der
Zellen wurden 1-5 pul DNA hinzugegeben und der Ansatz fir 30 Minuten auf Eis inkubiert.
AnschlieBend erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C fiir 30 Sekunden und die Abkuhlung der
Zellen fir 5 Minuten auf Eis. Dem Ansatz wurden 800 pul SOC-Medium (SOB-Medium mit
20 mM Glukose) zugefugt. Es folgte 1 h Inkubation bei 37°C. Danach wurde der Ansatz auf
Selektivmedium plattiert und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

3.2.4.2 Transformation von A. fumigatus (nach Punt und van den Hondel, 1992)

Uber Nacht bei 37°C in Flissigkultur angezogenes Myzel von A. fumigatus wurde mit Hilfe
eines sterilen Miraclothfilters gesammelt und mit Citratpuffer (580 mM NaCl, 150 mM KCl,
50 mM Na-Citrat, pH 5,5) gewaschen. Das Myzel wurde in einem sterilen Kolben in

Citratpuffer (20 ml/g Myzel) mit 1 mg/ml Lysozym und der gleichen Menge S-D-Glucanase
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(Panzym-FinoG) resuspendiert. Diese Suspension wurde bei 30°C ca. 1,5 h unter leichtem
Schitteln inkubiert. Die Bildung der Protoplasten wurde mit Hilfe eines Mikroskops
uberprift. Nach 1h bis 1,5h wurde die Suspension durch einen Miraclothfilter gegeben,
wobei die gebildeten Protoplasten den Filter passieren und so vom restlichen Zellmaterial
getrennt werden konnten. Die Protoplasten wurden dann mit osmotisch stabilisiertem Puffer
STC1700 (1,2 M Sorbitol, 50 mM CaCl,, 35 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, pH 6,5) versetzt,
bei 1200 g und 4°C fiir 15 min abzentrifugiert und einmal mit STC1700 gewaschen. Die
Protoplasten wurden in STC1700 resuspendiert, so dass eine Endkonzentration von etwa
10’ Protoplasten/ml erhalten wurde. Zur Transformation wurden 10 pg DNA mit 150 pl
Protoplastenldsung 25 Minuten uber Eis inkubiert, um dann sukzessiv mit 250 pl, 250 pl und
850 pl PEG4000-L6sung (10 mM Tris-HCI, pH 6,5, 50 mM CaCl,, 60% PEG 4000) versetzt
zu werden. Darauf folgte eine weitere 20-minitige Inkubation tber Eis. Die Suspension
wurde mit 10 ml STC1700 verdinnt und die Protoplasten bei 1200 g und 4°C fir 15 min
abzentrifugiert. Das Sediment wurde in 500 pl STC1700 resuspendiert und in fllissigem Top-
Agar (0,7% Minimalmedium mit 1,2 M Sorbitol) aufgenommen und dann auf selektives
Minimalmedium mit 1,2 M Sorbitol gebracht. Fir die Generierung von auxotrophen
Mutanten wurden die entsprechend benétigten Substanzen dem Sorbitol-Minimalmedium
zugesetzt.

Die Platten wurden fir 3-4 Tage bei 37 °C inkubiert und anschliefend von den erhaltenen

Transformanten Sporen fur Vereinzelungsausstriche entnommen.

3.25 Southern-Hybridisierungstechnik

3.2.5.1 Herstellung der Sonden-DNA

Zur Herstellung der Sonden-DNA wurden das ,,Alk Phos Direct labelling kit“ der Firma
AMERSHAM BIOSCIENCES, (Freiburg) gemaR der Anleitung des Herstellers verwendet. Die
benotigte DNA wurde als PCR-Amplifikat oder nach Fragment-Isolierung aus
Plasmidvektoren eingesetzt.

3.2.5.2 Southern-Hybridisierung (nach Southern, 1975)

Fur die Southern-Hybridisierung wurden ca. 10 pg chromosomaler DNA 16 h mit einem
geeigneten Restriktionsenzym geschnitten. Die Fragmente wurden in einem 1%-igen
Agarosegel aufgetrennt, welches anschlieBend fur 10 Minuten in 0,25 M HCI geschwenkt
wurde (Depurination). Denaturiert wurde das Gel in 0,5 M NaOH/1,5 M NaCl fiir 25 Minuten

und letztendlich neutralisiert fir 30 Minuten in 1,5 M NaCl/0,5 M Tris (pH 7,4). Die DNA
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wurde nun durch einen Kapillarblot (mindestens 2,5 h) auf eine Nylonmembran Hybond-N*
der Firma AMERSHAM BI0SCIENCES (Freiburg) transferiert. Anschlielend wurde die Membran
fir 2 Minuten in 2xSSC gewaschen und fir etwa 10 Minuten bei 75°C getrocknet. Durch 5-
minutige UV-Bestrahlung (254 nm) wurde die DNA kovalent auf der Membran gebunden.
Die Membran wurde mit 15 ml Préhybridisierungspuffer (4% ,,blocking reagent”, 0,5 M
NaCl, Hybridisierungspuffer) mindestens 30 Minuten bei 55°C in einem
Hybridisierungsréhrchen pra-hybridisiert, bevor  die DNA-Sonde in den
Préhybridisierungspuffer zugegeben und die Hybridisierung bei 55°C (ber Nacht erfolgte.
Nach zweimaligem Waschen fiir 10 Minuten bei 55°C mit Waschpuffer | (2 M Urea, 50 mM
SDS, 50 mM NaPhosphat (pH 7,5), 150 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 0,2% ,,blocking reagent®)
erfolgte erneutes Waschen mit Waschpuffer 11 (Tris Base 0,05 M, NaCl 0,1 M, pH 10, MgCl,
2 mM) flr 2 x 5 Minuten bei Raumtemperatur. Die Membran wurde anschliefend mit 2 ml
,CDP Detection Reagent“ der Firma AMERSHAM BIOSCIENCES (Freiburg) in Folie
eingeschweilt und fir 5 Minuten einmassiert. Fir die Detektion wurde das ,,Detection
Reagent* abgegossen, die Membran gut getrocknet und in Folie gelegt zum Exponieren mit
Hilfe eines ,,FUJI medical X-Ray film* der Firma FuJiFiLm flr 20-50 Minuten. Anschlie3end

wurde der Film entwickelt.

3.2.6 Western-Hybridisierungstechnik

3.2.6.1 Herstellung von Protein-Rohextrakten

Zur Herstellung von Rohextrakten wurde A. fumigatus in flissigem Minimalmedium mit
Glukose Uber Nacht angezogen. Anschliellend wurde das Myzel abfiltriert und nach Waschen
mit Saline (NaCl 0,96%) in flissigem Stickstoff gemorsert und in ein 2 ml Eppendorf-
ReaktionsgefaR dberfiihrt. Nach Zugabe von 0,5 ml B*-Puffer (100 mM Tris-HCI pH 7.5,
200 MM NaCl, 20% Glycerin, 5mM EDTA, frischer Zugabe von 1/1000 vol 14 mM
-Mercaptoethanol und 1/25 vol. ,,Protease Inhibitor cocktail tablets“ (ROCHE DIAGNOSTICS
GMBH) wurde das gemdrserte Myzel auf Eis fir ca. 1 min gevortext bis eine homologe
Suspension entstand. Danach wurde das Gemisch fir 10 min bei 4°C und 13000 upm
zentrifugiert und der Uberstand in 1,5 ml Eppendorf-ReaktionsgefaRe aliquotiert. Der Protein-

Rohextrakt wurde bei -20°C oder -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

3.2.6.2 Bestimmung der Proteinkonzentration (Bradford, 1976)
Der Proteingehalt der Proteinlésung wurde nach der Methode von Bradford (1976) mit BSA

als Proteinstandard bestimmt. 10 pl des Proteinextraktes wurden mit 300 pl Bradford-
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Reagenz (Roti-Quant) der Firma RoTH (5% Ethanol, 10% H3PQO,4, 0,007% Serva Blue G)
vermischt und fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend wurde die Extinktion
bei 595 nm gemessen und mit einem BSA-Standard der Konzentrationen 1-10 pg/ml
abgeglichen.

Alternativ konnte der Proteingehalt der Extrakte spektrophotometrisch mit Hilfe des
,Nanodrop1000“ abgeglichen werden. Hierflr wurde als Probenart ,,Protein A280“ gewahlt
und die Proteinextrakte bei 280 nm gemessen. Deren Konzentrationen wurden durch die

Software des Geréts automatisch mittels Extinktionskoeffizient von 6,7 (BSA) berechnet.

3.2.6.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE; Laemmli, 1970)

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteingemischen erfolgte in diskontinuierlichen
Polyacrylamid-Vertikalgelen. Diese Gele setzen sich aus zwei Komponenten zusammen: dem
4% -igen Sammelgel (3,67 ml H,O, 0,625 ml Tris (1 M, pH 6,8), 0,65 ml Rotiphorese®Gel
(CARL ROTH GMBH & Co KG (Karlsruhe, D)) (30%), 50 pl SDS (10%), 25 ul 10% APS, 5 ul
TEMED), welches zur Bandenscharfung dient, und dem Trenngel in 12% -iger Konzentration
(2,1 ml H,0, 3,75 ml Tris (1 M, pH 8,8), 4 ml Rotiphorese®Gel (30%), 100 pl SDS (10%), 50
pl 10% APS, 10 pl TEMED) zur Auftrennung der Proteine im Gel. Zunéchst wurde das
Trenngel in eine im Giel3stand vorbereitete Gelform gegossen, mit Isopropanol tberschichtet
und zur vollstdndigen Polymerisation mindestens 20 min stehen gelassen. Nach Entfernung
des Isopropanols wurde das Sammelgel auf das polymerisierte Trenngel gegossen und der
Probenkamm eingesetzt. Die Polymerisationszeit des Sammelgels betrug ebenfalls
mindestens 20 min. Nach vollstandiger Verfestigung des Sammelgels konnte der
Probenkamm entfernt werden. Die Proteinextrakte wurden unterdessen mit Probenpuffer (250
mM Tris-HCL (pH 6,8), 15% pB-Mercaptoethanol, 30% Glycerol, 7% SDS, 0,3%
Bromphenolblau) versehen, fir 15 Minuten auf 65°C erhitzt und konnten dann ebenso wie der
Protein-GroRenstandard (,,Page Ruler Prestained Protein Ladder” von MBI FERMENTAS)
aufgetragen werden. Die Auftrennung der Proben erfolgte in L&mmli-Puffer (250 mM Tris-
Base, 2,5 M Glycin, 1% SDS) bei einer Anfangsspannung von 100 V fir etwa 15 min und

dann, abhéngig von der GroRe des zu untersuchenden Proteins, fur 30 bis 45 min bei 200 V.

3.2.6.4 Western-Hybridisierungsanalyse

Der Transfer von elektrophoretisch aufgetrennten Proteinen auf eine Nitrocellulosemembran
wurde durch Semi-dry-Elektroblotting fir 1 h bei 350 mA in einer ,,Semi-dry Trans-Blot*-
Apparatur von Bio-RAD mit Transfer-Puffer (25 mM Tris, 19,2 mM Glycin, 0,02% SDS,
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frische Zugabe von 20% Methanol) durchgefiihrt. Zur Kontrolle des Proteintransfers wurde
die Nitrocellulosemembran 2 min in PonceauS-L6sung (0,2% PonceauS, 3% TCA) gefarbt
und anschlieBend mit Wasser gewaschen. Um unspezifische Bindungen von Antikorpern an
die Membran zu verhindern, wurde die Membran 1 h in TBST (150 mM NaCl, 10 mM Tris-
HCL, 0,05% Tween-20) mit 5% Magermilchpulver inkubiert. Die darauf folgende Inkubation
mit dem polyklonalen mouse-anti-GFP-Antikdrper (1:2000) in TBST mit 5% Milchpulver
wurde flr 1h bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Ungebundene GFP-Antikdrper wurden durch
zwei-maliges, insgesamt 10-mindtiges Waschen in TBST entfernt. Danach erfolgte eine
60-mindtige Inkubation mit dem Peroxidase-gekoppelten rabbit-anti-mouse Antikorper
(1:1000). Nach mehrmaligem Waschen fir insgesamt 5 Minuten wurden die Signale mit der
ECL-Methode (Tesfaigzi et al., 1994) visualisiert. Dazu wurden Luminol-Lésung (2,5 mM
Luminol, 90 uM Paracuomarat, 100 mM Tris-HCI, pH 8,5) und Wasserstoffperoxid-L6ésung
(5,4 mM H,0,, 100 mM Tris-HCI, pH 8,5) einzeln angesetzt, vereinigt und dann auf die
Membran gegeben. Nach Inkubation von 2 min wurde ein ,,FUJI medical X-Ray film* der
Firma FuJiFiLm auf die Membran gelegt und fir 1 bis 10 Sekunden, je nach Signalstérke,

exponiert. AnschlieRend wurde der Film entwickelt.

3.2.7 Mikroskopieren von Aspergillus fumigatus

3.2.7.1 Fluoreszensmikroskopie

Auf einem Deckgléschen der Firma MeNzeL wurden 0,5 ml Flassigminimalmedium (mit und
ohne Ammonium-Tartrat, dann aber mit Rinderserumalbumin (BSA, 0,4%, Albumin
Fraktion V, ROTH) als Stickstoffquelle verteilt und ca. 2000 Sporen des entsprechenden
A. fumigatus-Stammes Uber Nacht bei 37°C angezogen. Am folgenden Tag wurde das
Deckglaschen auf einen Objekttrédger der gleichen Firma gebracht und mit Nagellack fixiert.
AnschlieBend wurde das ausgekeimte Myzel mit einem Leica AF6000-Mikroskop (DMI
6000) untersucht und mit einer Leica-Kamera (DFC 360 DFX) photographiert. Folgende
Einstellungen wurden verwendet: 63x Optischer Zoom (Objektiv: HCX PL APO 63x1,4
OIL), Belichtungszeit 82 ms (DIC) bzw. 1,4 s (GFP-Filter).

3.2.7.2 Live-lmaging Mikroskopie

Zur Untersuchung der Keimungsrate wurden ca. 2000 Sporen des entsprechenden
A. fumigatus-Stammes in 300-500 pl Flussigminimalmedium verteilt und tber Nacht bei
Raumtemperatur zum Anschwellen der Sporen inkubiert. Anschliefend wurde deren

Auskeimen fir 2-8 Stunden in einer Inkubationskammer bei 37°C am Live-Imaging
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Mikroskop verfolgt (Leica AF6000-Mikroskop, DMI 6000) untersucht und mit einer Leica-
Kamera (DFC 360 DFX) photographiert. Folgende Einstellungen wurden verwendet: 40x
Optischer Zoom (Objektiv: HCX PL FLUOTAR L40x0,6 DRY), Belichtungszeit 21 ms
(DIC), 4 Bilder/h.

3.2.8 Bestimmung von Enzymaktivitaten

3.2.8.1 Bestimmung der extrazelluldren proteolytischen Aktivitat

Die Uberstande der entsprechenden Aspergillus fumigatus-Stamme wurden mit Hilfe von
Miracloth-Filtergewebe (MERcCK) vom Myzel getrennt und auf Eis gekihlt. Um deren
proteolytische Aktivitdt zu bestimmen, wurden zwei verschiedene Tests ausgewdhlt, ein
qualitativer Test basierend auf Verdau der Gelatineschicht eines unentwickelten Réntgenfilms
(Cheung et al., 1991), und eine quantitative Messung der Hydrolyse eines an Azo-Farbstoff
gekoppelten Kollagens, durch die sekretierten Proteasen in den entsprechenden Uberstanden
(Chavira et al., 1984; Jiang, 2007).

3.29 Tiermodelle der Aspergillose

3.2.9.1 Neutropenisches Mausmodell der pulmonalen Aspergillose

Fir Tierexperimente wurden mannliche Mé&use (Outbred, Stamm CD1, 20 bis 28 g; Charles
Rivers Breeders) verwendet. Immunsuppression wurde ausgel6st durch subkutane Injektion
von 112 mg/kg Hydrokortisonacetat und intraperitonealer Injektion von 150 mg/kg
Cyclophosphamid  wie bei Smith et al. (1994) beschrieben. Durch Zugabe von 1 g/l
Tetracyclin und 64 mg/l Ciproxicin zum Trinkwasser wurden bakterielle Infektionen
verhindert. Aspergillus-Sporen wurden nach flnftdgigem Wachstum auf Festmedium
geerntet, durch Miracloth Filtergewebe (CALBIOCHEM) filtriert und anschlieBend mit Saline
gewaschen. Durch Inhalation von Isofluoran wurden die Mduse andsthesiert und durch
intranasales EinfloBen von 3x10* Sporen in 40 ul Saline infiziert. Das Gewicht der infizierten
Tiere wurde 4 Tage lang zweimal taglich kontrolliert, bis die Lungen entnommen wurden um
von je 250 mg homogenisiertem Lungenmaterial genomische DNA von A. fumigatus
herzustellen (Bowman et al., 2001; Sheppard et al., 2006). Um die Belastung der Lungen
durch Konidiosporen quantitativ zu bestimmen, wurden von gleichen Mengen (100 ng)
isolierter genomischer DNA gPCRs durchgefuhrt. Um dabei den 18S rRNA-Lokus des
A. fumigatus-Genoms zu amplifizieren, wurden die Oligonukleotide qPCRf und gPCRr

verwendet.
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3.2.9.2 Virulenzmodell in der Wachsmottenlarve Galleria mellonella

Mit Hilfe des Insektenmodells der grofien Wachsmottenlarve Galleria mellonella (Cotter et
al., 2000; Kavanagh und Reeves, 2004; Maerker et al., 2005) wurde die Virulenz
verschiedener A. fumigatus-Mutanten getestet. Die ausgeldsten Wachsmottenlarven wurden
bezogen von FAUNA Torics GMBH (Marbach/Neckar-Rielingshausen) und bis zur Infektion
bei etwa 20°C gelagert.

Es wurden je 15 Larven pro Stamm mit 1x10° bzw. 3x10° Sporen in 20ul Saline mit
10pg/ml Rifampizin (zur Vermeidung von bakterieller Infektion) infiziert und bei 30°C fur
7 Tage inkubiert. Die Infektion erfolgte durch Injektion durch das letzte Pseudopodium in das
Haemocoel der Larven. Zur Kontrolle wurde einer Gruppe Larven nur Saline mit Rifampicin
injiziert um auszuschlieBen, dass die Injektionslésung einen Einfluss auf das Uberleben der
Tiere hat. Auch wurde eine Gruppe unbehandelter Tiere beobachtet um bereits vorhandene
Infektionen oder einen Einfluss der Umgebungstemperatur auszuschlieen. Die
Uberlebensrate der Tiere wurde nach der Infektion {ber einen Zeitraum von 7 Tagen
protokolliert und unter Zuhilfenahme von geeigneten Kontrollen ausgewertet.

3.2.10 Herstellung rekombinanter Plasmide

3.2.10.1 Generierung einer prtT-Deletionskassette

Die prtT-Deletionskassette wurde nach der Methode von Kamper (2004) konstruiert. Mit den
Primern AB17 und AB20 wurden 2,3kb des 5'-flankierenden Bereichs des Ziellokus
amplifiziert und mit Hilfe der Primer AB18 und AB19 1,6 kb der 3'-flankierenden Region.
Nach Sfil-Verdau wurden die Fragmente zusammen mit der Sfil-flankierten Phleomycin-
Resistenzkassette (2,9 kb) aus pSK341 ligiert und in den Klonierungsvektor pJET1.2
integriert. Aus dem resultierenden Plasmid pSK462 wurde durch Verdau mit Pmel die 6,8 kb
grolle Deletionskassette herausgeschnitten und durch doppeltes crossing over homolog in den
A. fumigatus-Stamm ATCC 46645 integriert.

3.2.10.2 Generierung einer prtT-Komplementationskassette

Mit Hilfe der Primer AB17 und AB18 wurden 6,7 kb der kodierenden Sequenz des prtT
amplifiziert und in den Vektor pJET1.2 integriert. Mit den Primern Sv551 und Sv556 wurde
die Pyrithiamin-Resistenzkassette (2 kb) aus dem Plasmid pSK275 amplifiziert und tber eine
EcoRI-Restriktionsstelle hinter der prtT-kodierenden Sequenz eingefiigt. Aus dem generierten
Plasmid pSK463 konnte durch Verdau mit Pmel das Komplementations-Konstrukt (8,6 kb)
isoliert werden.
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3.2.10.3 Insertion der prtT- 5’'UTR in den 5'TRU-Testvektor

Mit Hilfe der Primer AB52 und AB53 wurde ein Fragment (Nukleotide -1 bis -690) aus der
5'UTR des prtT amplifiziert und in den pJET-Vektor ligiert. Uber die durch die Primer
eingefligten BamHI-Schnittstellen konnte der gesamte Bereich (0,69 kb) ausgeschnitten und

in den Testvektor des 5'TRU inseriert werden.

3.2.10.4 Generierung einer prtT-gfp-Reporterkassette

Mit Hilfe der Primer AB60 und AB62 wurden 2,5 kb der prtT 5'UTR von genomischer DNA
des Aspergillus fumigatus-lsolats ATCC 46645 amplifiziert. Das gfp-Gen wurde mit den
Primern AB61 und AB64 mittels PCR aus dem Plasmid pSK392 generiert und das Amplifikat
von 0,72 kb isoliert. Der auBerdem bendtigte trpC-Terminatorbereich wurde aus dem Plasmid
pAN7-1 mit den Primern AB63 und AB65 amplifiziert. Da die Primer AB61 und AB63 einen
10 bp langen Uberhang amplifizierten, der komplementir zu den entsprechend benachbarten
Fragmenten ist, konnten die drei Fragmente nach Extraktion mittels Fusions-PCR (Szewczyk
et al., 2006) und den Primern AB60 und AB65 fusioniert werden. Nach Extraktion des 4 kb
grolRen Amplifikats wurde das Fragment in den Vektor ,,TOPO-TA" von INVITROGEN ligiert.
Nach Uberpriifung des so erhaltenen Plasmids pAB22A mittels Sequenzierung wurde ein
ptrA-Marker in das Plasmid integriert. Das Markerfragment (2 kb) wurde mit den Primern
Sv551 und Sv556 aus dem Plasmid pSK275 amplifiziert und Uber die Notl Restriktionsstelle
in den Vektor pAB22A integriert. Das entstandene Plasmid pAB22 konnte nun Uber ein
einfaches crossing over iiber den 5'-Bereich des prt-Gens homolog in verschiedene

A. fumigatus-Stdmme integriert werden.

3.2.10.5 Generierung der AaroC- und AtrpA-Deletionskassetten

Beide Deletionskassetten wurden nach der Methode von Kémper (2004) konstruiert. Mit Hilfe
der Primer Sv532/Sv534 bzw. Sv538/Sv540 wurden die 5’ Bereiche (1,6 kb bzw. 1,8 kb)
stromaufwarts der Gene aroC bzw. trpA amplifiziert. Die 3’ Bereiche (1,4 kb bzw. 1,8 kb)
wurden mit den Primern Sv535/Sv537 bzw. Sv541/Sv543 amplifiziert. Fur beide
Deletionskassetten wurde ein Phleomycin-Resistenzmarker (2,9 kb) verwendet, der durch
Verdau mit Fspl aus dem Plasmid pSK341 ausgeschnitten wurde. Nach Verdau des
Markerfragments mit Sfil wurde es zusammen mit den zuvor mit Sfil verdauten 3'- und 5'-
flankierenden Bereichen ligiert. Nach Hitzeinaktivierung der Ligase wurde der 1:10 verdlnnte
Ligationsansatz als Matrize einer nested PCR mit Hilfe der Primer Sv533/Sv536 bzw.
Sv539/Sv542 verwendet und das Amplifikat nach Aufreinigung in den Vektor pJET1.2/blunt

37



MATERIAL UND METHODEN

ligiert. Das daraus resultierende Plasmid, welches die aroC-Deletionskassette enthalt, wurde
mit pSK444, das mit der trpA-Deletionskassette mit pSK445 bezeichnet (Hamer, 2008).
Durch Verdau mit dem Restriktionsenzym Hpal konnte die 6,3 kb groRe Deletionskassette
herausgeschnitten und nach Transformation ber ein doppeltes crossing over homolog in den

A. fumigatus-Stamm AfS35 integriert werden.

3.2.10.6 Generierung der Komplementationskassetten von AaroC und AtrpA

Fur die Herstellung der Komplementationskassetten wurden Primer gewahlt, die jeweils eine
Punktmutation in das Amplifikat einfugen sollten, dies waren AB74 und AB77 fiir die AtrpA-
Komplementation (ctrpA) und AB72 und AB73 fiir die AaroC-Komplementation (caroC).
Auf diese Weise konnte der 5'UTR-Bereich (1,8 kb) mit den Primern Sv538/AB74 fir die
AtrpA-Komplementation amplifiziert werden, wobei durch den Primer AB74 eine
Punktmutation (Basenaustausch von Nucleotid -72, C—G) im Bereich einer Nael-
Schnittstelle entstand, woraufhin das Restriktionsenzym diesen Bereich nicht mehr als
Schnittstelle erkennen konnte. Die kodierende Sequenz des Gens trpA und dessen 3'UTR-
Bereich (3,7 kb) wurde mit den Primern Sv543/AB77 amplifiziert, wobei der Primer AB77
einen Kleinen Teil des 5'UTR-Bereichs (93 Basen) amplifizierte und dieselbe Mutation
einfligte wie der komplementdre Primer AB74. Somit entstand ein tberlappender Bereich von
40 Basen, durch den mit Hilfe einer Fusions-PCR mit den Primern Sv539/Sv542 das gesamte
Komplementationskonstrukt (5,4 kb) amplifiziert werden konnte. Auf die gleiche Art wurde
das Komplementationskonstrukt fiir AaroC hergestellt, wobei der 5'UTR-Bereich (1,7 kb) mit
den Primern Sv532/AB72, die kodierende Sequenz mit 3'UTR-Bereich (2,6 kb) und 30 Basen
uberlappendem 5'UTR-Bereich mit den Primern Sv537/AB73 amplifiziert wurde. Das
gesamte Konstrukt (4 kb) wurde dann (ber Fusions-PCR mit den Primern Sv533/Sv536
generiert. In der 5'UTR von aroC ergab sich somit eine Punktmutation im Bereich einer
Hindlll-Restriktionsstelle (Basenaustausch von Nucleotid -41, A—T), woraufhin das
Restriktionsenzym diesen Bereich nicht mehr als Schnittstelle erkennen konnte. Beide
Konstrukte wurden in den pCR®-BluntlI-TOPO® -Vektor ligiert und die durch die speziellen
Primer eingefligten Punktmutationen mittels Sequenzierung kontrolliert. Durch die
Amplifikation des ctrpA-Konstruktes mit den Primern Sv539/Sv542 wurden zwei Hpal-
Restriktionsstellen erzeugt, Gber die das gesamte Konstrukt aus dem Vektor separiert und tiber
ein doppeltes crossing over homolog iiber die 5'- und 3'-flankierenden Bereiche in den trpA-

Deletionsstamm integriert werden konnte. Das Komplementations-Konstrukt fiir aroC wurde
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mit dem Restriktionsenzym EcoRI aus dem Vektor geschnitten und ebenfalls homolog in die

AaroC-Mutante integriert.

3.2.10.7 Generierung einer aroM-Deletionskassette

Die aroM-Deletions-Kassette wurde nach der Methode von Kamper (2004) konstruiert. Mit
Hilfe der Primer Sv523/Sv524 bzw. Sv525/Sv526 wurden die flankierenden 5'UTR- und
3'UTR-Bereiche (je 1,7 kb) des aroM-Gens amplifiziert. Als Matrize diente genomische DNA
des A.fumigatus Wildtyp-Stammes D141. Es wurde ein Phleomycin-Resistenzmarker
(2,9 kb) verwendet, der durch Verdau mit Fspl aus dem Plasmid pSK341 ausgeschnitten und
nach Sfil-Verdau zusammen mit den ebenfalls zuvor mit Sfil verdauten 3’-und 5'-
flankierenden Bereichen ligiert wurde. Nach Hitzeinaktivierung der Ligase wurde der 1:10
verdunnte Ligationsansatz als Matrize einer nested PCR mit Hilfe der Primer Sv527/Sv528
verwendet und das Amplifikat (6,3 kb) nach Aufreinigung in den Vektor pJET1.2/blunt
ligiert. Das daraus resultierende Plasmid welches die aroM-Deletionskassette enthélt wurde
mit pSK443 bezeichnet (Hamer, 2008). Durch Verdau mit dem Restriktionsenzym HindllI
konnte die 6,3 kb grof3e Deletionskassette herausgeschnitten und Uber ein doppeltes crossing

over homolog in den A. fumigatus-Stamm AfS35 integriert werden.

3.2.10.8 Generierung einer aroB-Deletionskassette

Mit den Primern AB67/AB81 bzw. AB70/AB82 wurden 2,3 kb der 5’UTR von aroB bzw.
2 kb der 3'UTR amplifiziert. Der 5,35 kb groBe B-rec/six-Marker (Hartmann et al., 2010)
wurde mit den Primern AB80/AB83 aus dem Plasmid pSK485 amplifiziert. Die Primer
AB80/AB81 bzw. AB82/AB83 amplifizierten dariiber hinaus Uberhange, die zueinander
komplementér waren, sodass alle drei Fragmente mit Hilfe einer Fusions-PCR (Szewczyk et
al., 2006) durch die Primer AB78/AB79 fusioniert werden konnten. Das Amplifikat von
9,5 kb wurde anschlieRend in den Vektor pCR®-Bluntll-TOPO® ligiert und das daraus
resultierende Plasmid mit pAB28 bezeichnet. Die 9,5 kb grolRe aroB-Deletionskassette konnte

durch Restriktion von pAB28 mit Fspl isoliert werden.

3.2.10.9 Generierung einer Tet-on-aroB-Kassette

Durch Restriktion von pJwW121 mit Pmel und Alel wurde zundchst der his2A-Terminator
entfernt, um stattdessen das aroB-Gen mit anschliefender 3'UTR integrieren zu kénnen. Dies
erlaubte spater eine homologe Rekombination der entsprechenden Position im Genom und

nicht des his2A-Lokus. Die upstream- und downstream-Bereiche von aroB wurden mit den
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Primern Sv790/Sv791, fiir den 5'UTR-Bereich (1,6 kb), und Sv792/794, fur aroB mit 3'UTR-
Bereich (1,7 kb), amplifiziert, wobei die Primer so gewdahlt worden waren, dass sie
entsprechende homologe Uberhange amplifizierten, sodass alle Fragmente mit Hilfe des
»seamless-cloning kits“ (INVITROGEN) in einem einzigen Ligationsschritt zu dem Plasmid
pAB29 ligiert werden konnten. Die 7,3 kb grol3e Tet-on-aroB-Kassette konnte anschlieRend
mit dem Restriktionsenzym Hpal verdaut und uber ein doppeltes crossing over homolog in
den A. fumigatus-Stamm AfS35 integriert werden.
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4. ERGEBNISSE

4.1 PrtT, ein Regulator der extrazellularen proteolytischen Aktivitat von

A. fumigatus, tragt nicht zu dessen Virulenz bei
Die Virulenz von A. fumigatus basiert zum Teil auf seiner saprotrophen Lebensweise, die es
dem Pilz ermdglicht organisches Material zu zersetzten, um benétigte Nahrstoffe zu
assimilieren. Fur den Abbau eines proteinhaltigen Substrats ist die Sekretion von Proteasen
unerlésslich und gehért daher zu einer der Grundvoraussetzungen des Saprophytismus. In
A. niger reguliert der Transkriptionsfaktor PrtT die Expression verschiedener extrazelluldarer
Proteasen (Punt et al., 2008). Da ein Beitrag der proteolytischen Aktivitat von A. fumigatus zu
dessen Virulenz umstritten ist, sollte der Einfluss eines PrtT-Orthologen in diesem

Krankheitserreger auf seine Pathogenitét untersucht werden.

4.1.1 Das A. fumigatus-Genom kodiert fur ein Orthologes von PrtT

Um das A. fumigatus-Orthologe des prtT-Gens aus A. niger zu identifizieren, wurde die
Datenbank CADRE verwendet (Mabey et al., 2004). Eine BLAST-Suche mit der A. niger
prtT-Gensequenz im A. fumigatus-Genom ergab einen automatisch annotierten Eintrag des
Gens mit der Kennung AFUA_4G10120. Die abgeleitete Aminoséure-Sequenz zeigte eine
hohe Konservierung dieses Genproduktes zu den PrtT-Faktoren aus A. niger, A. oryzae,
A. clavatus und Penicillium crysogenum mit einer Homologie von 51% bis 81%. Die
automatische Annotierung ergab ein Genprodukt von 696 Aminosaureresten mit einem
schwach konservierten N-terminalen Bereich, basierend auf einem ungewohnlich grof3en
Intron von 386 Nukleotiden Lange. Um diese Region des prtT-Transkriptes genauer zu
untersuchen, wurden diagnostische PCRs auf cDNA durchgefuhrt, wobei verschiedene
spezifische Primerkombinationen eingesetzt wurden, mit denen der fragliche 5’ Bereich
amplifiziert werden konnte. Abbildung 5 zeigt, dass die Verwendung der Primer Sv589/AB51
zu einem 1,156 kb groRen Amplifikat fuhrt, wenn genomische DNA als Matrize eingesetzt
wird. Dagegen fiihrt die PCR mit den gleichen Primern bei der Verwendung von cDNA als
Matrize zu einem Fragment von 1,039 kb und 1,156 kb. Das gréRere Amplifikat ist hierbei
auf Verunreinigung mit genomischer DNA zuruckzufiihren. Die Differenz dieser beiden
FragmentgroRen betrégt jedoch 117 bp und entspricht damit exakt der GroRe des zweiten
annotierten Introns, was darauf hindeutet, dass der Bereich des ersten beschriebenen Introns

auch nach erfolgter Prozessierung der Pra&-mRNA vorhanden ist.
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Abbildung 5: Diagnostische PCR der fraglichen Intronsequenz des prtT-Lokus. Das erste annotierte Intron
(gestrichelte Linien) wurde durch diagnostische PCRs Uberpriift, mit denen die fragliche 5'-Region erfasst
werden konnte. Das Ergebnis zeigt, dass der kodierenden Sequenz des prtT eine ungewdhnlich lange leader-
Sequenz vorangeht. Der vermutete N-Terminus des Gens, welcher auf dem vermuteten Intron basiert, ist in grau
dargestellt und die tatsachliche kodierende Sequenz in schwarz. Die verwendeten Oligonukleotide waren Sv589,
Sv576 und AB51. Die Fragmentgrofien der Amplifikate von der genomischen DNA (g) beziehungsweise cDNA
(c) sind angegeben. Als GroRenstandard wurde ein 100-bp DNA Marker (M) verwendet. Das Ergebnis der
diagnostischen PCRs war fiir den Stamm ATCC46645 und einen unabhéngigen Stamm (D141) ibereinstimmend
(Daten nicht gezeigt). Das groflere Amplifikat der Primerkombination Sv589/AB51 von der cDNA ist auf
Kontamination mit gDNA zuriickzufiihren. Die aufgrund dieser Ergebnisse vermutete Position des
translationellen Startkodons ist als Pfeil gekennzeichnet.

Amplifizierung mittels der Primer Sv576/AB51 bei Verwendung von cDNA fihrte zu
einer FragmentgrofRe von 394 bp, wohingegen die gleichen Primer ein Fragment von 511 bp
von der genomischen DNA amplifizierten. Die Tatsache, dass die PCR mittels Sv576/AB51
bei Verwendung von cDNA (berhaupt ein Produkt liefert, setzt voraus, dass der Primer
Sv576 binden konnte. Da dieser Bereich jedoch als Intron-Sequenz beschrieben worden war,
liel das Ergebnis der diagnostischen PCRs darauf schlieBen, dass es sich hierbei um eine
lange leader-Region von mindestens 690 Nukleotiden stromaufwarts des translationellen
Startkodons des prtT-Transkriptes handelt. AuBerdem wurde vermutet, dass eines der distalen
AUG-Triplets als tatsachliches Startkodon fur die Translation dient, wodurch sich eine enge
Verwandtschaft des PrtT-Proteins zu den Orthologen in anderen Aspergillus-Spezies ergibt
(Abb. 6). Hinsichtlich des Sequenzvergleichs scheint das PrtT aus A. fumigatus aus 613
Aminosduren zu bestehen. Versuche, den genauen transkriptionellen Startpunkt durch sog.
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5"rapid amplification of cDNA ends (5'RACE) zu bestimmen, scheiterten vermutlich

aufgrund von ungentigender Expression des prtT-Gens.
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Abbildung 6: Sequenzvergleich der PrtT-Sequenz von Aspergillus fumigatus mit Orthologen anderer
Pilze: A. fumigatus (A.f.; Kennung XP_751814), A. niger (A.n.; Kennung XP_001402055), A. oryzae (A.0.;
BAF74781), A. clavatus (A.c.; XP_001271888) und P. crysogenum (P.c.; CAP98521). Ubereinstimmende
Aminosdure-Reste sind in schwarz markiert, durch einen grauen Balken ist die Position der hoch konservierten
Zn2Cys6 DNA-Bindedoméne gekennzeichnet.

Die abgeleitete Aminosauresequenz des prtT-Gens enthélt eine DNA-Bindedoméne der
Klasse der C6-Zink-Finger-Domane, die unter den orthologen Genprodukten anderer Pilze
(A. niger, A. oryzae, A. clavatus, P. crysogenum) hoch konserviert ist (Abb. 6). Abgesehen
hiervon konnten keine speziellen Domdnen mit spezifischer Funktion identifiziert werden.
Trotzdem zeigt der Sequenzvergleich, dass zusatzlich zur C6-Zink-Finger-Domaéne viele
Sequenzabschnitte eine hohe Homologie innerhalb der PrtT-Orthologen der miteinander
verglichenen Pilze aufweisen. Das Kladogramm in Abbildung 7 zeigt die Verwandtschaft der
prtT-Genprodukte der in Abbildung 6 fiir den Sequenzvergleich verwendeten Pilze.

I A fumigatus XP_751814 prtT.pro
A. clavatus XP_001271888_pro

| _| A. niger XP_001402055.pro

A. oryzae BAF74781.pro

P. crysogenum CAP98521 pro

50.2
T T T T T 1

50 40 30 20 10 0
Amino Acid Substitutions (x100)

Abbildung 7: Kladogramm von PrtT-Orthologen. Mit Hilfe des Programms ,,MegAlign“ von ,,DNA-Star*
wurde die Konservierung der PrtT-Orthologe von Aspergillus- und Penicillium-Arten nach der Methode ,,Clustal
V* dargestellt. Die X-Achse definiert den Austausch von Aminosduren. Hierbei ist zu sehen, dass die
PrtT-Orthologen aus A. fumigatus und A. clavatus néher miteinander verwandt sind, als die von P. crysogenum
und A. fumigatus.
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So scheint das PrtT-Orthologe von A. fumigatus n&dher mit dem aus A. clavatus und den
beiden anderen Aspergillus-Arten verwandt zu sein, als mit dem von P. crysogenum.
Insgesamt ist PrtT innerhalb dieser Arten jedoch hoch konserviert, wobei allerdings zu
bemerken ist, dass in dem Modelorganismus A. nidulans kein Orthologes identifiziert werden

konnte.

4.1.2 Die 5’'UTR von prtT scheint translationell regulierende Funktion zu haben

Die bisherigen Ergebnisse lieferten Hinweise auf eine post-transkriptionelle Regulation von
priT, moglicherweise iiber die ungewohnlich lange 5'-Region vor dem translationellen
Startkodon des kodierenden Bereiches. Dementsprechend wurde die Maoglichkeit einer
Regulation Uber untranslatierte 5’-Regionen (5’ untranslated regions, 5’UTRS) in Betracht
gezogen, da grundsatzlich die Menge einer bestimmten mRNA in der Zelle nicht der Menge
des gebildeten Proteins entsprechen muss und solche Unterschiede von mRNA- und Protein-
Menge auf eine post-transkriptionelle Regulation hindeuten (Rachfall et al., 2009). Derartige
untranslatierten  Bereiche konnen translationell regulative Elemente wie z.B.
Haarnadelschleifen, stromaufwartsgelegene offene Leseraster (UORFs) oder interne
Ribosomen-Eintrittsstellen (IRES) beinhalten, die die Translation der kodierenden Sequenz
regulieren. Um herauszufinden, ob der leader-Region des prtT-Gens eine regulierende
Funktion zukommt, wurde die Methode des 5'TRU (translationally regulative 5'UTR)
verwendet, die es ermdglicht, regulierende untranslatierte Regionen zu identifizieren
(Rachfall et al., 2009; Rachfall et al., 2011). Das Testprinzip macht sich die Eigenschaft
einiger Gene bzw. Proteine in der Backerhefe S. cerevisiae zunutze, deren Transkriptmenge
unter Mangelbedingung reduziert bzw. basal ist, wohingegen die deren Translation deutlich
ansteigt. Das Testsystem fiir die 5’'UTRs besteht aus einem Vektor, der einen konstitutiven
Promotor (PPGK1) mit definiertem Transkriptionsstartpunkt (TSS) und konstant hohen
Transkriptionsraten zusammen mit einem lacZ-Reportergen beinhaltet (Abb. 8). Zwischen
Promotor und lacZ-Startkodon wurde eine Restriktionsstelle eingefligt, die die Insertion der
zu testenden 5'UTR erlaubt. Dieses Reporterplasmid, ein 2um Hefe-E. coli shuttle-Vektor,
kann nach Transformation in S. cerevisiae genutzt werden, um nach Anzucht unter
verschiedenen Bedingungen die Aktivitdt der durch das lacZ-Reportergen gebildete
B-Galaktosidase zu bestimmen. Ein Beispiel hierfur sind durch Zugabe von 3-Amino-1,2,4-
triazol (3-AT) ausgeloste Mangelbedingungen, die einem Histidinmangel in der Zelle
entsprechen. Dieser induziert die elF2a-Kinase vermittelte zellulére Stressantwort der Cross-

Pathway Control. Dabei fiihrt die Aktivierung der Gcn2p-Kinase zu einer eréhten
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Expressionsrate des Transkriptionsfaktors Gcndp, auf dessen Transkript dem kodierenden
Bereich eine lange leader-Sequenz mit vier uORFs vorgelagert ist (Hinnebusch, 2005). Hat
nun eine in diesem System zu testende 5'UTR regulatorische Funktion auf die Translation
seiner MRNA und wird diese durch eine elF2a-Kinase vermittelt, fiihrt dies zu einer erh6hten

Expression des Reportergens in Gegenwart des Antimetaboliten 3-AT (Rachfall et al., 2009).

Testvektor

Abbildung 8: Testsystem fur translationell regulierende 5'UTRs (nach Rachfall et al., 2009). Der Testvektor
besteht aus dem konstitutiven PGK1-Promotor, dem lacZ-Reportergen inklusive Startkodon und einem
Selektionsmarker (URA3). Die BamHI-Restriktionsstelle erlaubt die Insertion einer zu untersuchenden 5'UTR.
Nach Insertion der interessierenden 5'UTR kann ihr Effekt auf die Expression des lacZ-Reportergens untersucht
werden.

Um dieses System fiur die Untersuchung der 5’'UTR des prtT-Gens nutzen zu konnen,
wurde die postulierte 5’'UTR des prtT-Gens in den Testvektor des 5'TRU inseriert und die
B-Galaktosidase-Aktivitat in S. cerevisiae-Zellen bei An- bzw. Abwesenheit von 3-AT
gemessen (Abb. 9). Zur Kontrolle wurde ein Reporterplasmid verwendet, in das die 5'UTR
von GCN4 kloniert worden war. Der zur Kontrolle des Testvektors verwendete GCN4-
5'UTR-Reporterstamm zeigte wie erwartet unter Nichtmangelbedingung eine basale lacZ-
Expression, die nach Zugabe von 3-AT dereprimiert wurde. Der Testvektor ohne 5'UTR
zeigte keine Anderung der lacZ-Expression im Vergleich von Mangel- zu
Nichtmangelbedingung, wodurch die Funktionalitit des Testsystems bestatigt wurde. Bei der
Bestimmung der B-Galaktosidase-Aktivitat unter der Kontrolle der 5'UTR des prtT-Gens
wurde eine deutlich niedrigere lacZ-Expression gemessen, wobei Nichtmangelbedingung zu
einer geringeren B-Galaktosidase-Aktivitat fiihrte als unter Histidinmangel beobachtet werden

konnte. Dies zeigt eine Reprimierung der lacZ-Expression unter Nichtmangelbedingung von
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etwa 50%, genau wie bei dem zur Kontrolle verwendeten GCN4-5'UTR-Reporterstamm. Die
5'UTR des prtT wirkt sich also regulierend auf die Expression des lacZ-Gens aus, was auf
eine post-transkriptionelle Regulation der prtT-Expression durch dessen 5'UTR, und

gegebenenfalls durch eine elF2a-Kinase vermittelt, hindeutet.
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Abbildung 9: Untersuchung regulatorischer 5'UTRS via 5'TRU. Dargestellt ist die f-Galaktosidase-Aktivitat
unter Mangel- (+ 3-AT) bzw. Nichtmangelbedingung (- 3-AT). Der Testvektor ohne regulierende 5’'UTR
(Vektor) fiihrt sowohl bei Histidinmangel als auch bei Nichtmangel zu einer hohen lacZ-Expression,
wohingegen die Insertion der GCN4-5'UTR unter Nichtmangelbedingung zu einer reprimierten lacZ-Expression
fuhrt, die jedoch unter Mangelbedingung dereprimiert ist. Durch Insertion der prtT-5'UTR wird insgesamt
deutlich weniger lacZ exprimiert, wobei Nichtmangelbedingung zu einer reprimierten Expression von lacZ fiihrt.
Dies zeigt, dass die 5'UTR des prtT regulierende Funktion auf die Expression des lacZ-Gens im 5'TRU-
Testsystem hat. Fiir die Berechnung der B-Galaktosidase-Aktivitat des Testvektors mit der prtT-5'UTR wurden
sieben Messungen durchgefiihrt und deren Mittelwert verwendet, daher ergibt sich nur fir diesen Klon eine
Standardabweichung.

Aufgrund der Untersuchungen der prtT-5'UTR mittels des 5'TRU-Testsystems wurde
vermutet, dass die ungewohnlich lange leader-Sequenz eine regulatorische Funktion besitzt.
Um diese Regulation der prtT-Expression n&her zu untersuchen, wurde in darauffolgenden
Arbeiten ein A. fumigatus gfp-Reporterkonstrukt mit dem Promoterbereich und der 5'UTR des
prtT-Gens hergestellt. Dabei wurde das PprtT-gfp-Reporterkonstrukt pAB22 durch einfache
Rekombination tiber den 5'-Bereich des prtT-Gens homolog in unterschiedliche A. fumigatus-
Stdmme integriert. Hierbei ist zu beachten, dass das gesamte Plasmid aufgenommen wurde,
und im Gegensatz zu einem doppelten crossing over der prtT 5’-Bereich nach der Integration
dupliziert vorliegt (Abb.10).
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Abbildung 10: Integration von pAB22 in das Genom von A. fumigatus. Die Aufnahme des Plasmids pAB22
in A. fumigatus erfolgte homolog Uber ein einfaches crossing over. Dadurch ist nach erfolgter Integration das
gesamte Plasmid, gefolgt von der urspriinglichen prtT-Promotorregion des prtT-Lokus, vorhanden. Die
prtT-5'UTR dient dem gfp als Promotorbereich.

Das Plasmid pAB22 wurde in drei unterschiedliche A. fumigatus-Stamme integriert, die
bereits Deletionen im Bereich der Gene, die fir eine der elF2a-Sensorkinase CpcC bzw. IfkB
codieren, aufwiesen (Sasse et al., 2008; Anette Schedler, personliche Mitteilung). Zum
Vergleich wurde auch ein Reporterstamm im Wildtyp-Stammhintergrund herstellt, wobei das
Isolat ATCC 46645 verwendet wurde. Auf diese Weise wurden die vier gfp-Reporterstamme
AfB23 (PprtT-gfp;AifkB), AfB24 (PprtT-gfp;AcpcC), AfB27 (PprtT-gfp;AcpcC;AifkB) und
AfB26 (°prtT-gfp) generiert und mittels Southern-Hybridisierung auf die korrekte und
homologe Integration von pAB22 uberprift. Die hierfur verwendete Sonde wurde so gewahlt,
dass sie an den 5’-Bereich des prtT-Gens bindet, sodass ein zusétzliches Signal fiir die vier
generierten Stamme im Vergleich zu den zwei Wildtyp-Signalen erwartet wurde. Die Tabelle
aus Abbildung 11 zeigt die erwarteten SignalgroRen der Southern-Hybridisierung nach
Restriktion der gDNA der konstruierten Stdamme mit den entsprechenden Enzymen. Links
sind die zu erwartenden Signale der generierten gfp-Reporterstdmme nach Verdau mit dem
Restriktionsenzym Pvul und nach Anlagerung der fir die Hybridisierung verwendeten Sonde
zu sehen. Unspezifische Hybridisierungssignale, wie sie beim Wildtyp und dem
Reporterstamm PprtT-gfp;AifkB bei etwa 3 kb zu sehen waren, wurden aufgrund ihrer

schwachen Intensitdt im Vergleich zu den deutlich starkeren erwarteten Signalen
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vernachlassigt. Somit konnte die erfolgreiche homologe Integration des gfp-
Reporterkonstruktes in die entsprechenden Hintergrundstdmme validiert und die Stamme fur

weitere Untersuchungen verwendet werden.
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Abbildung 11: Southern-Hybridisierung der gfp-Reporterstamme. Links ist das Ergebnis der Southern-
Hybridisierung zu sehen, nach Verdau der genomischen DNA der vier gfp-Reporterstdimme und dem Wildtyp
mit Pvul und nach Hybridisieren der Sonde die im prtT-Promotorbereich bindet. Die entscheidenden
Markersignale sind links aul’en gekennzeichnet und der Marker mit M beschriftet. Die Tabelle rechts oben zeigt
die erwarteten Signale der verschiedenen Stdamme nach Verdau mit Pvul und nach Anlagerung der Sonde. Da
sich die Pvul-Restriktionsstelle in dem Bereich befand in dem die Sonde bindet, wurden jeweils zwei Signale
erwartet, wobei fir die Reporterstimme insgesamt nur drei zu unterscheiden waren, da zwei von ihnen die
gleiche GroRe hatten. Unter der Tabelle ist eine schematische Abbildung des entprechenden genomischen
Lokus‘ der gfp-Reporterstiamme bzw. des Wildtyps. Der Bereich in dem die gewahlte Sonde fiir die Southern-
Hybridisierung bindet ist eingezeichnet, ebenso wie die Positionen der Pvul-Restriktionsstellen (P). Im
Gegensatz zum Wildtyp wird erwartet, dass die Sonde bei den Reporterstimmen zweimal bindet, da hier der
prtT-Promotorbereich doppelt vorhanden ist.

Die Funktionalitdt des gfp-Reporters wurde zun&chst Uber Fluoreszenzmikroskopie
Uberprift, wobei jeweils 2000 Sporen der entsprechenden Reporterstdamme Uber Nacht bei
37°C in 500 ul Medium angezogen wurden, welches statt einer priméren Stickstoffquelle
BSA (4g/l) enthielt, wodurch die gfp-Expression Uber den prtT-Promotorbereich induziert
werden sollte. In Abbildung 12 ist zu sehen, dass die gfp-Expression, wie erwartet, durch
Inkubation von Sporen der Reporterstimme in Medium mit BSA als einziger Stickstoffquelle,
induziert wurde. Dabei erlaubt die Regulation der gfp-Expression durch den prtT-Promotor
anhand der Starke des GFP-Signals Rickschlisse tber die Aktivitat des prtT-Promotors unter
den jeweiligen gewahlten Bedingungen.
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Abbildung 12: Fluoreszenzmikroskopie der gfp-Reporterstamme. Die Stamme AfB23 (PprtT-gfp;AifkB),
AfB24 (PprtT-gfp;AcpcC), AfB26 (PprtT-gfp) und AfB27(°prtT-gfp;AcpcC;AifkB) wurden Gber Nacht in
Fliissigmedium mit Ammonium (NH,") bzw. Rinderserumaloumin (BSA) als einziger Stickstoffquelle
angezogen. Zu sehen sind jeweils Durchlicht- (DIC) und GFP-Filter-Aufnahmen (GFP) der einzelnen Proben.
Da die 5'UTR von prtT als Promotor des gfp diente, konnte anhand der gfp-Expression die Promotoraktivitat
unter bestimmten Bedingungen untersucht werden. Ammonium als einzige Stickstoffquelle fiihrt zu einer kaum
erkennbaren gfp-Expression, wohingegen BSA zu einer deutlich verstarkten Expression von gfp fihrt.
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Ist BSA als einzige Stickstoffquelle im Medium vorhanden, wird der prtT-Promotor
induziert und die entsprechend cytoplasmatisch gebildete GFP-Proteinmenge der
Reporterstamme ist im GFP-Filter deutlich zu sehen. Wird Ammonium als primare
Stickstoffquelle ins Medium gegeben, wird der prtT-Promotor nicht induziert. Somit ist bei
Anwesenheit einer priméren Stickstoffquelle auch kein, oder nur ein basales Level an gfp-
Expression zu erkennen. Die mikroskopischen Untersuchungen zeigten die Funktionalitit des
PprtT-gfp-Konstruktes und den Einfluss der Stickstoffquelle auf die gfp-Expression. Daher

konnten die generierten Stamme fur weitere Untersuchungen verwendet werden.
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4.1.3 elF20-Kinasen von A. fumigatus beeinflussen die Expression von prtT zu einem
frihen Zeitpunkt
Mit Hilfe von Western-Immunoblotting sollte die GFP-Menge der Reporterstdamme unter
verschiedenen Bedingungen quantifiziert werden. Hierfir wurden Flussigkulturen der
entsprechenden Stamme auf Minimalmedium Uber Nacht angezogen und dann in Medium
transferiert, das BSA als alleinige Stickstoffquelle enthielt. Zur Kontrolle wurde ein Teil der
Kultur in frisches Minimalmedium tberfuhrt. Nach erneuter Inkubation von unterschiedlicher
Dauer (eineinhalb, zwei und vier Stunden) wurde aus den erhaltenen Kulturen Proteinextrakt
gewonnen. Es wurde von allen Stammen die gleiche Menge an Protein fiir die SDS-PAGE
aufgetragen, so dass nach erfolgtem Immunoblot mit GFP-Antikdrper (Abb. 13) anhand der

Intensitat der Signale auf die gfp-Expression geschlossen werden konnte.
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Abbildung 13: Western-Hybridisierung der gfp-Reporterstamme. Die Proteinextrakte stammen von
Kulturen, die nach Wachstum in Flussigkultur mit Ammonium (M) als primérer Stickstoffquelle in frisches
Medium bzw. in Medium mit BSA (B) als einziger Stickstoffquelle Gberfiihrt und erneut fir 90 min., 2 Stunden
oder 4 Stunden inkubiert worden waren. Es ist deutlich zu sehen, dass der Reporterstamm im AcpcC;AifkB -
Hintergrund weniger GFP bildet als die anderen Reporterstdmme. Zudem war bei dem gleichen Stamm erst nach
vierstiindiger Inkubation in BSA-haltigem Medium ein Anstieg der GFP-Menge im Vergleich zu Wachstum in
Medium mit Ammonium zu beobachten.

Nach 90-minutiger Inkubation der Kulturen in BSA-haltigem Medium erfolgte ein
leichter Anstieg der Expression des gfp-Reporterkonstruktes im Wildtyp-Stammhintergrund.
Bei den anderen drei Stdmmen ist kaum ein Unterschied zwischen Ammonium und BSA als
Stickstoffquelle zu sehen. Auffallig ist jedoch, dass die Signale im Stammhintergrund der
AcpceC;AifkB-Doppelmutante  deutlich  schwécher sind als die der anderen Stdmme,

wohingegen die Signale des Reporterstammes im Hintergrund der AifkB-Mutante am
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starksten sind. Erfolgte nach dem Wechsel der Stickstoffquelle eine Inkubation der Stamme
fur zwei Stunden, wurde der Unterschied der gfp-Expression deutlicher, je nachdem ob die
Stamme erneut Ammonium als N-Quelle zur Verfligung hatten oder in BSA-haltigem
Medium inkubiert wurden. Auch hier waren die Signale im Stammhintergrund der
AcpcC,AifkB-Doppelmutante deutlich schwécher als die der anderen drei Stdamme und es ist
kein Anstieg der gfp-Expression nach Shift auf BSA als einzige N-Quelle zu sehen, obwohl
fiir alle Proben die gleiche Menge an Gesamtprotein eingesetzt wurde. Dies l&sst vermuten,
dass CpcC und IfkB die Expression des Reporterkonstruktes bei einem Wechsel von
Ammonium zu BSA im Medium beeinflussen. Hierbei scheint die Anwesenheit einer der
beiden Sensorkinasen ausreichend zu sein, wohingegen das Fehlen beider zu einer sehr
geringen GFP-Proteinmenge fiihrt.

Da die Reporterstimme so konstruiert wurden, dass das gfp-Gen durch den prtT-
Promotor kontrolliert wurde, konnte davon ausgegangen werdne, dass die Menge an

gebildetem GFP auch der Menge an PrtT entspricht.

4.1.4 elF20-Kinasen von A. fumigatus beeinflussen die Transkriptmenge von prtT

Mit Hilfe der quantitativen RT-PCR sollte untersucht werden, ob die verschiedenen
GFP-Reporterstdamme unter verschiedenen Stickstoffbedingungen auch unterschiedliche
Mengen an Transkript bilden. Es wurden die gleichen Stickstoffquellen verwendet wie fir die
Expressionsstudien via Western-Hybridisierung, also Ammonium als préferierte
Stickstoffquelle und BSA als unverdaute, proteinhaltige Stickstoffquelle. Entsprechend der
Kulturen, die fir die Western-Studien verwendet wurden, wurden auch fir die gRT-PCR alle
Stdmme zunéchst in Minimalmedium mit Ammonium als Stickstoffquelle angezogen und
anschlieRend fiir eine bzw. vier Stunden in Medium mit BSA als einziger Stickstoffquelle
inkubiert. Zum Vergleich wurde jeweils ein Aliquot in frischem Minimalmedium mit
Ammonium inkubiert. Als interne Kontrolle fir die qRT-PCR wurde ein housekeeping Gen
verwendet, dass flr die B-Untereinheit des Tubulins codiert (AFUA_1G10910) und (ber die
Primer TubFw und TubRev amplifiziert. Fur das gfp-Transkript wurden die Primer AB86 und
AB87 verwendet und fiir das prtT-Transkript die Primer AB84 und AB85.

In Abbildung 14 ist der Anstieg des prtT-Transkriptes nach Wechsel der Proben auf
BSA-haltiges Medium und anschlieende Inkubation fiir eine bzw. vier Stunden zu sehen.
Hierbei wurde die Expression uber die mMRNA-Mengen des B-Tubulin-Gens normalisiert und
die Expression des Stammes PprtT-gfp nach Inkubation in Medium mit Ammonium

willkirlich auf 1 gesetzt.
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Abbildung 14: prtT-Transkriptmengen nach Wechsel der Stickstoffquelle. Zu sehen sind die
unterschiedlichen Transkriptmengen nach Wechsel der Stickstoffquelle im Medium von Ammonium (MM) zu
Rinderserumalbumin (BSA) und anschlieRender Inkubation fir eine bzw. vier Stunden. Die Transkriptmengen
wurden durch gRT-PCR verfolgt, wobei die Expression Uber die mRNA-Mengen des B-Tubulin-Gens
normalisiert wurden. Die Expression des Stammes PprtT-gfp nach Inkubation in Medium mit Ammonium wurde
willkirlich auf 1 gesetzt. Fur den gfp-Reporterstamm im AcpcC-Stammbhintergrund wurde der groRte Anstieg der
prtT-Transkriptmenge beobachtet, wobei die hohe Standardabweichung verdeutlicht, dass die Expressions-
Mengen dieses Stammes die grofiten Schwankungen aufwiesen. Die Transkriptmengen der gfp-Reporterstamme
im Wildtyp- und AcpcC;AifkB-Stammhintergrund nahmen im Vergleich zu den anderen Stdmmen am wenigsten
zu nach einem Wechsel auf Medium mit BSA als einziger Stickstoffquelle .

Fur den gfp-Reporterstamm im AcpcC-Stammbhintergrund konnte bereits nach einer
Stunde der grolite Anstieg (achtfach) der prtT-Transkriptmenge beobachtet werden, wobei bei
diesem Stamm hohe Schwankungen in den biologischen Replikaten zu einer hohen
Standardabweichung fuhrten, sodass dieses Ergebnis eventuell nicht die wirkliche mRNA-
Menge widerspiegelt. Dagegen stieg die Transkriptmenge des gleichen Stammes nach
vierstundiger Inkubation in BSA-haltigem Medium nur um das etwa Viereinhalbfache an und
zeigte damit die gleiche Anderung der prtT-Transkriptmenge wie der gfp-Reporterstamm im
Wildtyp-Stammhintergrund. Insgesamt scheint das Fehlen einer, bzw. beider Sensorkinasen
die Transkriptmenge von prtT bei einstlindiger Inkubation in BSA-haltigem Medium zu
steigern, wobei nach vierstindiger Inkubation in dem gleichen Medium die prtT-
Transkriptmengen aller gfp-Reporterstdamme ungeféhr den gleichen Anstig zeigen.

Im Vergleich dazu wurde auch die Menge an gfp-Transkripten nach Wechsel der
Stickstoffquelle und anschlieender Inkubation der Proben in Medium mit BSA als einziger

Stickstoffquelle fur eine, bzw. vier Stunden untersucht (Abb. 15).
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Abbildung 15: gfp-Transkriptmengen nach Wechsel der Stickstoffquelle. Zu sehen sind die
unterschiedlichen Transkriptmengen nach Wechsel der Stickstoffquelle im Medium von Ammonium (MM) zu
Rinderserumalbumin (BSA) und anschlieRender Inkubation fir eine bzw. vier Stunden. Die Transkriptmengen
wurden durch gRT-PCR verfolgt, wobei die Expression uber die mRNA-Mengen des B-Tubulin-Gens
normalisiert wurden. Die Expression des Stammes PprtT-gfp nach Inkubation in Medium mit Ammonium wurde
willkiirlich auf 1 gesetzt. Es ist deutlich zu sehen, dass die Transkriptmengen des gfp-Gens nach vierstiindiger
Inkubation nach einem Wechsel auf Medium mit BSA als einziger Stickstoffquelle deutlich ansteigen im
Vergleich zur einstiindigen Inkubation.

Fur den gfp-Reporterstamm im AifkB-Stammbhintergrund (PprtT-gfp;AifkB) konnte hierbei
im Vergleich zu den anderen Stdmmen der gréf3te Anstieg der Transkriptmenge sowohl nach
einstundiger, als auch nach vierstindiger Inkubation verzeichnet werden. Allerdings fuhrten
bei Letzterem die gRT-PCRs der unterschiedlichen biologischen Replikate zu einer sehr
hohen Abweichung. Die Transkriptmenge des gfp-Reporterstammes im Wildtyp-
Stammhintergrund (PprtT-gfp) stieg nach einstiindiger Inkubation in Medium mit BSA als
einziger Stickstoffquelle um etwa das Zweifache an, nach vierstiindiger Inkubation in BSA-
haltigem Medium sogar um mehr als das Sechsfache. Auch die Menge der gfp-Transkripte der
anderen Reporterstdmme war nach langerer Inkubation deutlich héher, als nach einstiindiger
Inkubation in BSA-haltigem Medium. Dieser Effekt konnte jedoch nicht fir die prtT-
Transkripte beobachtet werden, obwohl beide Gene, prtT und gfp, im Reporterkonstrukt durch
die 5'UTR des prtT reguliert wurden. Insgesamt fiel bei den gfp-Transkripten auf, dass das
Fehlen der ifkB-Sensorkinase (PprtT-gfp;AifkB) zu hoheren gfp-Transkriptmengen fiihrt, als
bei den anderen Reporterstdammen.

Die Ergebnisse der gRT-PCRs zeigen, dass die Gene prtT und gfp der Reporterstimme

unterschiedliche Mengen an Transkript bilden, obwohl beide Gene durch den Promoter und
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die 5’leader-Region des prtT-Gens in ihrer Expression reguliert wurden. Zudem scheint sich
das Fehlen einer, bzw. beider Sensorkinasen positiv auf die prtT-Transkriptmenge nach
einstundiger Inkubation der Reporterstdmme in BSA-haltigem Medium auszuwirken.

4.1.5 PrtT ist notwendig fir den Abbau von Proteinen durch A. fumigatus

Um die zelluldre Funktion des prtT-Genproduktes zu untersuchen, wurde ein Deletionsstamm
durch doppeltes crossing over und daraus resultierender homologen Rekombination des prtT-
Gens gegen einen Selektionsmarker hergestellt (Abb. 16).
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Abbildung 16: Southern-Hybridisierung der prtT-Mutanten. Der genomische Lokus ist schematisch
dargestellt fir den Wildtyp-Stamm ATCC 46645, den prtT-Deletionsstamm (AprtT), und den rekonstituierten
Stamm (cprtT). Auf der linken Seite sind die erwarteten Signale der Southern-Hybridisierung nach Verdau der
genomischen DNA mit den Restriktionsenzymen BspHI und EcoRV und nach Hybridisierung mit einer 3'-
spezifischen Sonde abgebildet. Die Tabelle zeigt die zu erwartenden Signalgrofen.

Durch Southern-Analyse wurde dabei die homologe Rekombination tberprift und der
validierte prtT-Deletionsstamm fur weitere Untersuchungen verwendet. Basierend auf dem
Deletionsstamm (AprtT, AfS61) wurde ein Komplementationsstamm (cprtT, AfS62) durch
Einfigen des prtT-Gens zusammen mit einem Selektionsmarker an der entsprechenden
Genomposition hergestellt und ebenfalls durch Southern-Hybridisierung validiert (Abb. 16).
Die generierten Stdmme wurden auf verschiedenen Medien hinsichtlich eines
Wachstumsdefizits untersucht (Abb. 17). Der auffallendste Ph&notyp konnte dabei auf Platten
beobachtet werden, die das Protein BSA als einzige Stickstoffquelle enthielten. Auf diesem
Medium wurde ein starker Wachstumsdefekt des Deletionsstammes AfS61 beobachtet, wobei
nahezu kein Myzel zu sehen war. Erst nach langerer Inkubation der Platten wurde ein sehr
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dinnes Myzelgeflecht gebildet, wohingegen der Wildtyp- und der rekonstituierte Stamm
normales Wachstum mit Sporulation zeigten. Nach Zugabe von vorverdautem Protein (0,1%
Pepton) zusétzlich zu BSA als Stickstoffquelle konnte der Ph&notyp des Deletionsstammes
komplementiert werden. Auf Minimalmedium mit Kasein als einziger Stickstoffquelle
erfolgte nach ein- bis dreitdgiger Inkubation bei 37°C eine Ansduerung des Mediums, was ein
Ausféllen des Kaseins zur Folge hatte und als triiber Ring rund um den wachsenden Wildtyp-
und Komplementationsstamm zu beobachten war. Nach funf- bis siebentdgiger Inkubation
wurde das Kasein durch sekretierte Proteasen hydrolytisch abgebaut, sodass es zu einem
ringférmigen, klaren Hof um Wildtyp- und Komplementationsstamm kam. Im Gegensatz zu
den beiden anderen Stammen konnte bei dem prtT-Deletionsstamm kein klarer Hof um das
wachsende Myzel und damit keine Hydrolyse des Kaseins beobachtet werden (Abb. 17).

‘.\\‘-

MM + C + BSA MM + C + BSA + Pepton

MM + C + Kasein

Abbildung 17: Phénotypische Untersuchungen der generierten Stamme. A, Wachstumstests auf
Minimalmedium (MM) mit Glukose (C), nach Zugabe von BSA oder BSA mit Pepton als einziger
Stickstoffquelle. Auf alle Platten wurde die gleiche Sporenanzahl der einzelnen Stdmme (Wildtyp: wt; Deletion:
AprtT; Komplementation: cprtT) aufgetropft und bei 37°C inkubiert. Auf Platten mit unverdautem Protein
(BSA) als einziger Stickstoffquelle konnte ein starker Wachstumsdefekt des prtT-Deletionsstammes beobachtet
werden. Dieser Phénotyp konnte durch Zugabe von hydrolysiertem Protein (Pepton) aufgehoben werden. B,
Wachstum auf Medium mit Kasein zeigt die Abwesenheit eines klaren Hofs um die Kolonie des
Deletionsstammes und weist damit auf verminderten Abbau von prazipitiertem Protein hin.

Aus diesen Ergebnissen l&sst sich schlieen, dass der Wachstumsdefekt des
Deletionsstammes, in Anwesenheit von BSA als einziger Stickstoffquelle, auf der Unféhigkeit

des Stammes beruht, unhydrolysiertes Protein abzubauen.

4.1.6 PrtT ist notwendig fir die Sekretion von Proteasen durch A. fumigatus

Aufgrund der Hypothese, dass der prtT-Deletionsstamm stark darin beeintrachtigt ist,
Proteasen zu sekretieren, wurde dessen Abbau von Protein in flissigem Medium mit BSA und
geringen Mengen an Pepton untersucht (Bouchara et al., 1993). Es konnte gezeigt werden,
dass Pepton hierbei das Wachstum der Mutante unterstiitzt, jedoch nicht die Sekretion der

extrazelluléren Proteasen des Wildtyp-Stammes unterdriickt. Dementsprechend erlauben diese
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Bedingungen einen direkten Vergleich des Wachstums der analysierten Stimme. Uberstande
der BSA/Pepton-Kulturen und der Kulturen mit alternativen Stickstoffquellen wurden fir
einen Schnelltest der proteolytischen Aktivitat eingesetzt. Hierfir wurden Aliquots der
jeweiligen Uberstande auf einen unentwickelten Réntgenfilm aufgetropft und die Hydrolyse
der Gelatine auf der Filmoberflache beobachtet (Cheung et al., 1991). Es konnte deutlich
gezeigt werden, dass die Anwesenheit von Ammonium als primérer Stickstoffquelle die
Expression der extrazellularen proteolytischen Aktivitat unterdriickt. Dagegen konnte die
Hydrolyse der Gelatine, in Form einer Klarung des Films an der Stelle der Probenapplikation,
nur fir Uberstande der Stimme beobachtet werden, die prtT exprimieren und die in Medium

mit BSA und/oder Pepton als einziger Stickstoffquelle inkubiert worden waren (Abb. 18).
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cprtT

AprtT

Medium

N-Quelle: NH,* Pepton  BSA
+BSA +Pepton

Abbildung 18: Untersuchung der proteolytischen Aktivitat via Rontgenfilm. Uberstande von Pilzkulturen,
die in verschiedenen Stickstoffquellen gewachsen waren, wurden auf einen unentwickelten Réntgenfilm getropft
um die sekretierte proteolytische Aktivitat der einzelnen Stdmme zu untersuchen. In Anwesenheit von
Ammonium (NH,") als einziger Stickstoffquelle konnte keine Klarung der Gelatineschicht beobachtet werden,
was auf Abwesenheit sekretierter proteolytischer Aktivitdt hindeutet. Bei Anwesenheit von BSA und/oder
Pepton hingegen konnte fiir den Wildtyp (wt) und den Komplementationsstamm (cprtT) proteolytische Aktivitat
nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu scheint die prtT -Deletion (AprtT) keine extrazellularen Proteasen zu
produzieren. Applikation der Uberstinde ist gekennzeichnet durch gestrichelte Kreise, unbeimpftes Medium
wurde zum Vergleich verwendet.

Um den Abbau von Proteinen wahrend des pilzlichen Wachstums zu untersuchen,
wurden die Uberstande der BSA/Pepton-Kulturen via SDS-PAGE elektrophoretisch
aufgetrennt und die Proteine mittels Coomassie-Féarbung sichtbar gemacht (Abb. 19). Der
Abbau von BSA durch den Wildtyp- und den Komplementationsstamm konnte schon nach
24-stundiger Inkubation beobachtet werden, wohingegen der Deletionsstamm zu diesem
Zeitpunkt kein Protein abgebaut hatte. Nach langerer Inkubation (48 Stunden) wurde das

Substrat vollstandig durch die Stdmme, die das prtT-Gen enthielten, hydrolysiert, der
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Deletionsstamm hingegen konnte das BSA nur teilweise abbauen, so dass ein
Degradationsprodukt von etwa 50 kDa entstand. Experimente bei denen angezogenes Myzel
des Deletionsstammes in Medium mit BSA aber ohne Pepton tberfiihrt wurde, zeigten nicht
das vorher beschriebene Degradationsmuster (Daten nicht gezeigt), was bedeutet, dass die

Expression der proteolytischen Aktivitat in direktem Zusammenhang mit dem Wachstum des
Pilzes steht.
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Abbildung 19: Visualisierung des Proteinabbaus. Uberstinde von 24- und 48-Stunden Kulturen von Wildtyp
(wt), Deletionsstamm (AprtT) und Komplementationsstamm (cprtT) wurden elektrophoretisch iber SDS-PAGE
aufgetrennt und zeigen die fast vollstindige Abwesenheit von extrazellularen Proteasen in den Uberstanden mit
BSA und Pepton des prtT-Deletionsstammes. Zum Vergleich wurde unbeimpftes Medium verwendet.

Um die Menge an proteolytischer Aktivitat in den Uberstanden zu bestimmen, wurde ein
kolorimetrischer Test mit Azokoll als unspezifischem Substrat durchgefiihrt (Chavira et al.,
1984; Jiang, 2007). Hierbei war nahezu keine proteolytische Aktivitat der Uberstande des
AprtT-Stammes messbar, im Gegensatz zu einer deutlichen Aktivitat in den Uberstanden des
Wildtyps und des Komplementationsstammes (Abb. 20).
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Abbildung 20: Bestimmung der proteolytischen Aktivitat via Azokoll. Die quantitative Auswertung der
sekretierten extrazelluldren proteolytischen Aktivitdt durch den Wildtyp (wt), den Komplementationsstamm

(cprtT) und den prtT-Deletionsstamm (AprtT) zeigt die fast vollstandige Abwesenheit von extrazellularen
Proteasen im Uberstand des Deletionsstammes.
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Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass prtT entscheidend fiir die Expression von
extrazellularen Proteasen durch A. fumigatus ist, wodurch dem saprotrophen Pilz die

Verwendung von Protein als Substrat ermdéglicht wird.

4.1.7 PrtT reguliert die Transkription einiger sekretierter Proteasen

Aufgrund der Ergebnisse, dass das prtT-Genprodukt die Expression der extrazelluldren
proteolytischen Aktivitét reguliert, sollte auch deren Transkriptmenge in die Untersuchungen
einbezogen werden. Daher wurde die Transkriptmenge einiger ausgewdahlter Gene, die fur
bedeutende sekretierte Proteasen von A.fumigatus kodieren, mit Hilfe von gqRT-PCR
quantifiziert. Die untersuchten Gene der sekretierten Proteasen waren alpl
(AFUA _84G11800), das fir eine Serinprotease der Subtilisin-Unterfamilie codiert (Jaton-
Ogay et al., 1992), mep (AFUA _8G07080), welches fir eine Metallprotease codiert (Jaton-
Ogay et al., 1994), pepl (AFUA 5G13300), eine Aspartatprotease der Pepsinfamilie
(Reichard et al., 1995), sedB/tppA (AFUA _4G03490), ein sogenanntes Sedolisin (Reichard et
al., 2006), dpplV (AFUA_4G09320) und dppV (AFUA _2G09030), zwei Dipeptidylproteasen
(Beauvais et al., 1997; Beauvais et al., 1997), (Abb. 21). Nach einem Wechsel von
Minimalmedium mit primérer Stickstoff- und Kohlenstoffquelle (Ammonium und Glukose)
zu Medium mit BSA als einziger Stickstoffquelle konnte ein Anstieg der Expression der
extrazelluldren Protease-kodierenden Transkripte alpl, mep und pepl im Wildtypstamm
beobachtet werden. Diese transkriptionelle Induktion galt dagegen nicht fur den prtT-
Deletionsstamm. Es konnte kein signifikanter Anstieg der Transkriptmenge des Sedolisin-
kodierenden Gens sedB nach Wechsel auf BSA im Medium beobachtet werden, wohingegen
die Transkription der zwei Gene, die fir die Dipeptidyl-Proteasen kodieren (dpplV und dppV),
bei Anwesenheit von BSA im Medium stark induziert war. Dieses regulatorische Muster war
fiir dppV unverandert im genetischen Hintergrund des prtT-Deletionsstammes. Eine geringere
Zunahme der Induktion konnte jedoch fir dpplV gezeigt werden, was in einem basalen

Transkriptionslevel resultierte.
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Abbildung 21: PrtT reguliert transkriptionell die Induktion einiger sekretierter Proteasen. Die
Transkriptmenge einiger Protease-kodierender Gene wurde anhand von gqRT-PCR bestimmt, nach einem
Wechsel von Minimalmedium mit Ammonium (N) als priméarer Stickstoffquelle zu Medium mit BSA (B) als
einziger Stickstoffquelle nach zweistiindiger Inkubation. Die Expressionsrate wurde auf das mRNA Level des B-
Tubulin-kodierenden Gens (AFUA _1G10910) normalisiert und willkirlich auf 1 gesetzt fir den Wildtyp in
Minimalmedium, auBRer fiir die Expression von dpplV, die nicht in Medium mit Ammonium erfasst werden
konnte; flir dieses Gen wurde die Transkriptmenge des in BSA gewachsenen Wildtyps willkirlich auf 100
gesetzt.

Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass PrtT die Expression einiger sekretierten Proteasen
auf transkriptioneller Ebene reguliert, wobei die Regulation anderer extrazellularer Proteasen
nicht ausschliel3lich von PrtT abhangig ist, wie zum Beispiel fir das dppV-Gen, das fur eine

Dipeptidyl-Protease kodiert, gezeigt werden konnte.
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4.1.8 PrtT ist fur die Virulenz von A. fumigatus in leukopenischen Mausen Uberflissig

Um einen mdoglichen Einfluss des Regulators PrtT auf die Virulenz von A. fumigatus zu
untersuchen, wurden der prtT-Deletionsstamm und der Wildtyp ATCC46645 in einem
leukopenischen Mausmodell der pulmonalen Aspergillose getestet. Die Gewichtsabnahme
von jeweils funf immunsupprimierten Mausen, die mit 1-10* Sporen des prtT-Deletions- bzw.

des Wildtypstammes infiziert worden waren, wurde nach Infektion vier Tage lang beobachtet
(Abb. 22).
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Abbildung 22: Gewichtsabnahme der mit A. fumigatus-Sporen infizierten leukopenischen M&use. Die
Infektion mit 1-10* Sporen des prtT-Deletionsstammes (AprtT) zeigt den gleichen Krankheitsverlauf der Tiere
wie nach Infektion mit 1-10* Wildtyp-Sporen (wt). Zu sehen ist die Gewichtsabnahme in Prozent, die tber vier
Tage hinweg nach Infektion kontrolliert wurde.

Diese Daten zeigen den gleichen Verlauf nach Infektion der leukopenischen Mé&use mit
Sporen des Wildtyps und des prtT-Deletionsstammes. Aullerdem wurden die Lungen der
infizierten Tiere vier Tage nach der Infektion isoliert um die genomische DNA der beiden
Aspergillus-Stamme aus homogenisiertem Lungengewebe zu extrahieren. Mit Hilfe von
quantitativer PCR, Dbei der der 18S-rRNA-Lokus des A.fumigatus-Genoms amplifiziert
wurde, konnte die relative Menge an pilzlicher DNA in den infizierten Lungen ermittelt
werden (Abb. 23).
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Abbildung 23: gPCRs von extrahierter DNA aus dem Lungengewebe. Die Wachstumsrate des prtT-
Deletionsstammes (AprtT) in den Lungen der infizierten leukopenischen Mduse ist vergleichbar zu der des
Wildtypstammes (wt). Zu sehen sind die berechneten threshold cycle (C;) von AprtT-Mutanten- und Wildtyp-
DNA. Aufgrund des gleichen Krankheitsverlaufs und der gleichen Menge an Sporenbelastung durch den
Wildtyp und den prtT-Deletionsstamm kann ausgeschlossen werden, dass der Deletionsstamm die Virulenz
innerhalb des hier verwendeten Mausmodells beeinflusst.

Da keine signifikanten Unterschiede im Krankheitsverlauf und der pulmonaren
Pilzbelastung zwischen den mit Sporen des prtT-Deletionsstammes und des Wildtypstammes
infizierten Tieren zu erkennen war, konnte daraus geschlossen werden, dass die Virulenz von
A. fumigatus in dem hier verwendeten Mausmodell der pulmonalen Aspergillose nicht durch

Regulation der Expression einiger bedeutender extrazellulérer Proteasen bestimmt ist.

61



ERGEBNISSE

4.2 Evaluation der Biosynthese aromatischer Aminosauren in

A. fumigatus als moglicher antimykotischer Ansatzpunkt
Da die aromatischen Aminoséuren fir Sduger essentiell sind, sie also keine Gene fur die
Biosynthese aromatischer Aminosduren besitzen, stellt dieser Syntheseweg in A. fumigatus
ein mogliches Ziel fur antimykotische Substanzen dar. In dieser Arbeit sollten verschiedene
A. fumigatus-Stamme hergestellt werden, die Mutationen in unterschiedlichen Genen der
Biosynthese aromatischer Aminosauren aufweisen. Mit Hilfe dieser Stdmme sollte die Rolle
der Biosynthese aromatischer Aminoséauren fur die Virulenz von A. fumigatus im Tiermodell

untersucht werden.

4.2.1 Der Shikimat-Syntheseweg ist fir A. fumigatus essentiell

In einer vorangegangenen Arbeit (Hamer, 2008) sollte eine A. fumigatus-Mutante hergestellt
werden, die eine Auxotrophie fir alle drei aromatischen Aminoséuren aufweist. Hierbei sollte
das multifunktionelle Gen aroM (AFUA_1G13740) aus dem Shikimat-Syntheseweg deletiert
werden, welches die Enzyme der Schritte zwei bis sechs exprimiert, die DAHP zu
5-Enolpyruvylshikimat-3-Phosphat (EPSP) umwandeln (vgl. Einleitung, Abbildung 2).

Die aroM-Deletionskassette wurde aus dem zuvor generierten Plasmid pSK443 durch
Verdau mit Hindlll isoliert und sollte durch doppeltes crossing over, iiber die 5’- und 3'-
flankierenden Bereiche des Gens, homolog in den A. fumigatus-Stamm AfS35 integriert
werden (Abb. 24).

loxP loxP
aroM 3UTR

aroM 5'UTR

doppeltes
Crossing-over

aroM 5'UTR

Abbildung 24: Generierung des AaroM-Stammes. Das Plasmid pSK443 wurde mit Hindlll verdaut um die
6,3 kb grofRe aroM-Deletionskassette durch ein doppeltes crossing over iiber die 5’ und 3’ -flankierenden
Bereiche des aroM-Gens an entsprechender Stelle im Genom von A.fumigatus zu integrieren. Die
Markerkassette besteht aus dem bakteriellen Phleomycin-Resistenzgen ble und dem Gen der Thymidin-Kinase
des Herpes-simplex Virus 1 (HSV1 tk). Der gpdA-Promotor aus A. nidulans filhrt zu konstitutiver Transkription
der Markerkassette. Uber die flankierenden loxP-Regionen kann spéter der gesamte Markerbereich
herausgeschnitten werden, sodass nur einer der loxP-Bereiche tbrig bleibt.
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Der Stamm AfS35 weist eine Deletion des akuA-Gens auf, was zu einer hoheren
homologen Rekombinationsrate fiihrt als es bei dem entsprechenden Wildtyp der Fall ist
(Krappmann et al., 2006). Auffallig hierbei war, dass nur sehr wenige Klone nach der
Transformation erhalten wurden, obwohl der Ausgangsstamm eine erhohte homologe
Rekombinationsrate ermdglicht, sodass normalerweise eher viele Klone erwartet werden. Da
nach einer Transformation zundchst ein sogenanntes Heterokaryon entstehen kann, das zwei
unterschiedliche Arten von Zellkernen enthélt, von denen eine die Deletionskassette enthalt,
die andere hingegen das urspringliche Gen, ist es fur eine genaue Charakterisierung der
Transformanten notwendig, die erhaltenen Klone zu vereinzeln. Dies wird auf
Selektivmedium bezilglich des integrierten Selektionsmarkers durchgefuhrt, wodurch nur
noch diejenigen Sporen auskeimen, die die Resistenzkassette in ihr Genom aufgenommen
haben. Nach zwei Vereinzelungsausstrichen der potentiellen AaroM-Klone blieben jedoch nur
drei Klone ubrig, die die Resistenzkassette enthielten, aber nicht auxotroph fir die drei
aromatischen Aminoséuren waren, sodass bei ihnen offensichtlich das aroM-Gen nicht
deletiert worden war. Daher wurde vermutet, dass die Deletion des aroM-Gens einen lethalen
Effekt fur den Pilz hat. Die Primérklone, die auf Medium mit Phenylalanin, Tyrosin,
Tryptophan und PABA unter Selektionsdruck durch Phleomycin gewachsen waren, wurden
deshalb mit Hilfe der sogenannten heterokaryon rescue-Analyse (Osmani et al., 2006)
uberpriift, wobei die Primartransformanten auf Minimalmedium mit Selektionsdruck (d. h. in
Gegenwart des Antibiotikums) und auf Medium mit den drei Aminosauren, sowohl mit als
auch ohne Selektionsdruck, getestet wurden. Handelt es sich um ein essentielles Gen, kdnnen
die Sporen, welche das urspringliche Gen noch exprimieren, nur auf Medium ohne
Selektionsdruck auskeimen, wobei auf Selektivmedium weder die Sporen auskeimen, die die
homolog integrierte Resistenzkassette enthalten, noch die Sporen, die sie nicht enthalten.
Hierbei war auffallig, dass 21 der getesteten 24 Primérklone nicht in der Lage waren, auf
selektivem Medium trotz Zugabe der Aminosauren und PABA zu wachsen, wohingegen sie
auf dem gleichen Medium ohne Seletionsdruck wachsen konnten (Abb. 25). Nur drei der
insgesamt getesteten 24 Primarklone (Abb. 25 zeigt exemplarisch zwélf von ihnen) zeigten
Wachstum auf Medium mit Selektionsdruck, wobei diese Klone nicht die Aminosduren und
PABA zum Auskeimen benétigten, was auf eine ektopische Integration der Deletionskassette
hindeutet.
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Primartransformanten

MM+Phleo MM+PTTP+Phleo MM+PTTP

Abbildung 25: Heterokaryon-Rescue der Primarklone nach Transformation mittels aroM-
Deletionskassette (Hamer, 2008). Sporen der Primérklone wurden phénotypisch auf Minimalmedium (MM)
ohne bzw. mit Selektionsdruck (Phleo), ohne bzw. mit Zugabe von Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan und
PABA (PTTP) untersucht. Nur drei der hier gezeigten zwolf Klone konnten auf selektivem Medium wachsen,
was auf die Integration des Resistenzmarkers schlieBen lasst. Da diese Klone allerdings auch auf
Selektivmedium ohne Aminosduren und PABA wuchsen, wurde vermutet, dass die aroM-Deletionskassette
ektopisch in den Stamm AfS35 integriert worden war.

Die Tatsache, dass alle Klone auf Medium ohne Selektionsdruck aber nur drei auf
Selektivmedium wachsen, bei denen jedoch scheinbar keine homologe Integration der
Deletionskassette erfolgt ist, weist darauf hin, dass das aroM-Gen unter den getesteten
Bedingungen essentiell ist. Unterstiitzt wird diese Vermutung durch die Tatsache, dass die
Verwendung des Stammes AfS35 zu einer gesteigerten homologen Rekombinationsrate fiihrt,
jedoch im Falle der aroM-Deletionskassette ausschlieBlich Klone selektiert werden konnten,
bei denen die Integration ektopisch erfolgt war.

Um dennoch eine Mutante zu generieren, die fur alle drei aromatischen Aminoséuren
auxotroph ist, wurde ein Plasmid kloniert, dass eine Deletionskassette fiir die Deletion des
Gens aroB (AFUA_1G06940) enthalt, welches fur die Chorismatsynthase, das letzte Enzym
im Shikimat-Syntheseweg, kodiert. Hierfiir wurde eine sogenannte [-Rec/six-Markerkassette
gewéhlt (Hartmann et al., 2010). Dieses System hat den Vorteil, dass eine in der

Markerkassette integrierte Rekombinase abhangig von der Kohlenstoffquelle exprimiert wird,
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sodass der Selektionsmarker durch Anwesenheit von Xylose via Rekombination zweier
flankierenden  six-Regionen  herausgeschnitten  wird, ohne dass eine erneute
Transformationsrunde erfolgen muss. Wird mit Hilfe dieser Kassette ein Gen deletiert, bleibt
nach Exzision des Markers nur eine six-Region am urspriinglichen Genlokus zur(ck.

Nach Generierung des AaroB-Deletionskonstruktes (pAB28) konnte die 9,5 kb groRe
Deletionskassette durch Restriktion mit Fspl isoliert werden und sollte durch ein doppeltes
crossing over in den Ausgangsstamm AfS35 {iber die 5'- und 3'-flankierenden Bereiche des
aroB-Gens integriert werden.

SIX SIX

aroB 5' UTR aroB 3' UTR

doppeltes
Crossing-over

SIX SIX

aroB 5" UTR

Abbildung 26: Generierung des AaroB-Stammes. Das Plasmid pAB28 wurde mit Fspl verdaut um die 9,5 kb
groRe aroB-Deletionskassette durch ein doppeltes crossing over iiber die 5’ und 3’ -flankierenden Bereiche des
aroB-Gens an entsprechender Stelle im Genom von A.fumigatus zu integrieren. Die Transkription des
B-Rekombinase-kodierenden Gens B-rec wird abhéngig von der Kohlenstoffquelle durch den Promotor xylP aus
P. crysogenum reguliert. Das ptrA-Gen aus A. oryzae dient als Selektionsmarker und fiihrt zu Resistenz
gegeniiber Pyrithiamin. Die flankierenden six-Regionen sind das Ziel der B-Rekombinase, welche bei
Anwesenheit von Xylose die six-Regionen rekombiniert, sodass der gesamte Markerbereich herausgeschnitten
wird und nur einer der six-Bereiche Ubrig bleibt.

Ebenso wie nach Transformation mittels aroM-Deletionskasse wurde beobachtet, dass
die Transformationen nur eine geringe Ausbeute an Primértransformanten lieferten, sodass
nach sieben unabhdngigen Transformationen nur etwa 70 Priméarklone erhalten wurden.
Wahrend der beiden Vereinzelungsrunden gingen ein GroR3teil der Klone verloren, da sie nach
Verlust des Heterokaryons nicht weiter auf Selektivmedium wachsen konnten. Nach zwei
Vereinzelungsrunden blieben nur neun Klone brig, die durch Southern-Hybridisierung
Uberprift werden konnten. Abbildung 27 zeigt exemplarisch das Ergebnis der Hybridisierung

nach Southern zweier Kandidaten. Beide Klone zeigten nicht die erwarteten Signale, flr
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Klon 1 wurde nur jeweils das gleiche Signal wie fiir den Ausgangsstamm AfS35 erhalten, fir
Klon 2 war zusétzlich zum erwarteten Signal fiir einen aroB-Deletionsstamm das Signal des

Ausgangsstammes zu sehen, was auf ektopische Integration hindeutet.
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Abbildung 27: Southern-Hybridisierung der vereinzelten Klone nach Transformation von AfS35 mit der
aroB-Deletionskassette. Links sind die Signale der Southern-Hybridisierung zu sehen, nach Restriktion der
genomischen DNA der nach Transformation erhaltenen Klone und dem Ausgangsstamm AfS35 mit Fspl bzw.
EcoRV und nach Hybridisieren der verwendeten Sonde. Die entscheidenden Markersignale sind gekennzeichnet
und der Marker mit M beschriftet. Die Tabelle darunter zeigt die erwarteten Signale der verschiedenen Stdmme
nach Verdau mit dem entsprechenden Enzym und nach Anlagerung der Sonde. Rechts ist eine schematische
Abbildung des aroB-Gens bzw. des genomischen Lokus eines aroB-Deletionsstammes zu sehen. Der Bereich in
dem die gewdhlte Sonde fiir die Southern-Hybridisierung bindet ist eingezeichnet, ebenso wie die
Restriktionsstellen von Fspl (F) und EcoRV (E). Bei allen gezeigten Stdimmen ist das 1,7 kb grof3e Fragment,
dass nach Verdau mit Fspl erwartet wurde fast nicht zu erkennen, was jedoch nicht relevant ist, da das jeweilige
zweite Fragment nach Verdau mit diesem Enzym zu sehen ist. Klon 1 zeigt nur das Signal des
Ausgangsstammes, was auf eine partielle Integration des Resistenzmarkers hindeutet. Klon 2 zeigt zusétzlich
zum erwarteten Signal eines aroB-Deletionsstammes das Signal des Ausgangsstammes, was auf ektopische
Integration hindeutet. Die Southern-Hybridisierung belegt daher, dass bei den Klonen 1 und 2 die aroB-
Deletionskassette nicht homolog integriert wurde.

Bei keinem der neun Klone hatte eine homologe Rekombination der aroB-
Deletionskassette an entsprechender Stelle im Genom stattgefunden, sodass ausschlieBlich
ektopische Integration der Deletionskassette bzw. partielle Integration der Markerkassette
nachgewiesen werden konnte. Daher wurde vermutet, dass auch die Deletion des aroB-Gens
einen lethalen Effekt fur den Pilz hat. Entsprechend wurden alle Primdrklone, die nach
Transformation von AfS35 mit der aroB-Deletionskassette erhalten worden waren, fir ein
heterokaryon rescue verwendet (Abb. 28). Im oberen Teil der Abbildung ist das Wachstum
nach Auftropfen der Primérklone auf Minimalmedium mit den flr eine aroB-Deletion
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benétigten Aminosauren und PABA sowohl mit als auch ohne Selektionsdruck (Pyrithiamin)
zu sehen. Im Gegensatz zum Medium ohne Selektionsdruck wuchsen auf Medium mit
Pyrithiamin  nur sechs der Klone. Es wurden trotzdem von allen Kilonen
Vereinzelungsausstriche auf Medium mit angefertigt und insgesamt 20 Klone erhalten, die auf
Selektionsdruck Einzelkolonien bildeten. Diese Klone wurden erneut auf Medium mit bzw.
ohne Aminosauren und mit bzw. ohne Selektionsdruck aufgetropft und deren Wachstum
beobachtet (Abb. 28).
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Abbildung 28: Heterokaryon-Rescue der nach Transformation erhaltenen Klone. Im oberen Teil wurden
die Klone aufgetropft, die direkt nach Transformation erhalten wurden, hierbei wuchsen nur sechs der insgesamt
40 getesteten Klone auf Selektivmedium (Pyrithiamin). Im unteren Teil wurden jene Klone aufgetropft, die nach
der ersten Vereinzelung erhalten wurden. Insgesamt neun Klone enthielten die Pyrithiamin-Resistenzkassette.
MM steht fur Minimalmedium, PTTP fir Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan und PABA, welche fiir einen
erfolgreich generierten aroB-Deletionsstamm essentiell sein sollten. In den Pipettierschemata sind die Nummern
der aufgetropften Klone und die zur Kontrolle verwendeten Stamme aufgefiihrt, wobei eine rote Markierung die
Klone hervorhebt, welche unter Selektionsdruck auskeimen. Der Wildtyp (AfS35) und die aroC- bzw. trpA-
Deletionsstimme wuchsen nur auf Platten, die kein Pyrithiamin enthielten, da sie keine entsprechende Resistenz
besaBen. Die Kontrollstimme AaroC bzw. AtrpA konnten aufgrund ihrer jeweiligen Auxotrophie zudem nur auf
Medium wachsen, das mit den Aminosauren supplementiert worden war.

Im unteren Teil der Abbildung 28 ist das Wachstum der Klone nach der ersten
Vereinzelung zu sehen, wobei erneut auffallig war, dass nur neun der 20 Klone auf
Selektionsdruck wachsen konnten. Bei diesen Klonen handelte es sich um die bereits Gber
Southern-Hybridisierung untersuchten Kandidaten, die jedoch die Deletionskassette nicht
homolog integriert hatten. Zudem konnten alle Klone nach der ersten Vereinzelung weiterhin
auf Minimalmedium ohne die flr eine erfolgreich generierte aroB-Deletion notwendigen

Aminosduren und PABA wachsen, was ebenfalls zeigt, dass bei diesen Klonen das aroB-Gen
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noch vorhanden sein musste. Durch das heterokaryon rescue konnte folglich gezeigt werden,
dass die Deletion von aroB in einer Lethalitat der A. fumigatus-Klone resultierte, was auf ein
weiteres essentielles Gen dieses Biosyntheseweges schliel3en lief3.

Um zu untersuchen, ob komplexe Vollmedien eine geeignete Bedingung fiir das
Wachstum einer aroB-Deletion liefert und somit ein Auskeimen der Sporen trotz Verlust des
Heterokaryons ermdglicht, wurden die Primérklone auf verschiedene Wachstumsmedien unter
Selektionsdruck aufgetropft und deren Wachstum untersucht (Abb. 29).

Sabouraud + PTTP +Pyrithiamin Haferagar + PTTP +Pyrithiamin Lunge + PTTP +Pyrithiamin
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Abbildung 29: Phanotypische Charakterisierung der Primarklone nach Transformation von A. fumigatus
mit der aroB-Deletionskassette. Die verwendeten Vollmedien wurden mit den drei aromatischen Aminosduren
(Phenylalanin, Tryptophan und Tyrosin) und PABA supplementiert (PTTP) und fir die Selektion Uber die
Resistenzkassette eine hohe Konzentration (400 ng/ul) an Pyrithiamin zugesetzt. Trotz der vierfach starkeren
Konzentration an Pyrithiamin konnten alle Klone auskeimen, unabhdngig davon, ob sie die Pyrithiamin-
Resistenzkassette enthielten oder nicht. Als Kontrolle dienten der Ausgangs- und ein trpA-Deletionsstamm,
beide enthalten keinen Restistenzmarker gegentiber Pyrithiamin, konnten aber trotzdem auf den entsprechenden
Medien wachsen.

Auf Vollmedium erweist sich die gleichzeitige Selektion Uber den Resistenzmarker
jedoch als schwierig, da die Wirkung des verwendeten Antimykotikums stark beeintréchtigt
ist. Daher wuchsen auch nach Supplementierung der Vollmedien mit der vierfachen der
Ublicherweise eingesetzten Pyrithiamin-Konzentration alle Primarklone unabhangig von
ihrem Genotyp. Als Kontrolle wurden der Wildtyp- und ein trpA-Deletionsstamm (s.u.)
verwendet, die beide keine Resistenz gegentber Pyrithiamin besitzen, aber trotzdem auf den
Vollmedien mit hoher Pyrithiamin-Konzentration wachsen konnten. Daher war es nicht
mdoglich, Vollmedium fiir die Vereinzelungsausstriche zu verwenden, um gegebenenfalls aus
den erhaltenen Primé&rtransformanten einen aroB-Deletionsstamm zu identifizieren.

Fur einen weiteren Versuch, eine Mutante zu erhalten, die eine Deletion im aroB-Gen
aufweist, wurde die Methode der konditionellen Expression via Tet-on-System angewendet.
Diese Methode, die in anderen mikrobiellen Systemen hinléanglich etabliert ist, wurde fur
A. fumigatus erstmals von 2005 Vogt et al. beschrieben und vor Kurzem in A. niger optimiert

(Meyer et al., 2011). Im nativen Tet-System bindet bei Abwesenheit von Tetracyclin das
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Tetracyclin-Repressor-Protein (TetR) aus E. coli an den Tet-Operator (TetO) um die
Expression des Tetracyclin-Resistenzgens zu reprimieren. Bei Anwesenheit von Tetracyclin
bindet dieses an das Repressor-Protein, was zur Dissoziierung von Repressor und Tet-
Operator flihrt, wodurch das Resistenzgen exprimiert werden kann (Hillen und Berens, 1994).
Fur C. albicans wurde ein sogenanntes Tet-off System modifiziert und dabei das Tetracyclin-
Repressor-Protein in einen von Tetracyclin abhangigen Transaktivator umfunktioniert, sodass
bei Abwesenheit von Tetracyclin ein beliebig nachfolgendes Gen exprimiert wird (Nakayama
et al., 2000). Bei Anwesenheit von Tetracyclin dagegen dissoziieren Aktivator und Promotor,
folglich wird die Genexpression inhibiert. Dieses System ist geeignet flr die Reprimierung
von Genen unter Bedingungen, die normalerweise zu deren Expression flhren wirden. Fir
einige Fragestellungen ist es jedoch besser ein umgekehrtes System zu verwenden, das die
Expression von Genen unter Bedingungen erlaubt, die Ublicherweise nicht zu deren
Expression fihren wirde. Im daher abgewandelten Tet-on System bindet ein reverser Tet-
Repressor bei Anwesenheit von Tetracyclin an den Operator, sodass bei diesen Bedingungen
die Expression des nachfolgenden Gens erfolgt (Gossen et al., 1995; Urlinger et al., 2000).

Es wurde gezeigt, dass dieses System auch in Aspergillus funktionell ist (Vogt et al.,
2005; Meyer et al., 2011) und sich als Strategie eignet, konditionale Mutanten herzustellen,
bei denen ein essentielles Gen trotz Deletion unter bestimmten Bedingungen funktionsféhig
ist.

Das Plasmid pJW121 (Johannes Wagner, personliche Mitteilung), basiert auf diesem
regulierbaren Promotorsystem, das unabhéngig vom Metabolismus ist und besteht aus zwei
Expressionsmodulen. Ein Modul gewahrleistet die konstitutive Expression eines Tetracyclin-
abhangigen Transaktivators, wobei das andere Modul einen Promotor beinhaltet, der
wiederum vom Transaktivator des ersten Moduls abhangig ist und die Expression des zu
untersuchenden Gens kontrolliert. Mit Hilfe dieses Plasmids (pJW121) wurde ein Tet-on-
aroB-Konstrukt hergestellt (Abb. 30). Die 7,3 kb groRe Tet-on-aroB-Kassette wurde mit Hpal
verdaut und Uber ein doppeltes crossing over in den A. fumigatus-Stamm AfS35 integriert.
Selektiert wurde auf Platten mit der entsprechenden Resistenz (Pyrithiamin) und Doxycyclin,
das als Derivat von Tetracyclin dazu fiihrt, dass das aroB-Gen der Tet-on-aroB-Kassette
exprimiert wird. Auf diese Weise konnten A.fumigatus-Klone erhalten werden, die bei
Anwesenheit von Doxycyclin, durch Binden des reversen Tet-Repressors an den Operator,
und daraus resultierender aroB-Expression, Wildtyp-Eigenschaften zeigen sollten. Bei
Abwesenheit von Doxycyclin hingegen sollte das aroB-Gen nicht mehr exprimiert werden

und somit der Stamm einer aroB-Deletion entsprechen.
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Abbildung 30: Generierung des Tet-on-aroB-Stammes. Das Plasmid pAB29 wurde mit Hindlll verdaut um
die 7,3 kb grofle Tet-on-aroB-Kassette durch ein doppeltes crossing over tiber die 5’ und 3’ -flankierenden
Bereiche des aroB-Gens an entsprechender Stelle im Genom von A. fumigatus zu integrieren.

Die nach zwei Vereinzelungsrunden erhaltenen Klone wurden anschlielend via Southern-
Hybridisierung (Abb. 31) bezlglich der homologen Rekombination des Tet-on-aroB-
Fragments Uberprift.
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Abbildung 31: Southern Hybridisierung der Tet-on-aroB Mutante. Links sind die Signale der Southern-
Hybridisierung zu sehen, nach Restriktion der genomischen DNA des Tet-on-aroB-Stammes und dem
Ausgangsstamm mit EcoRV und nach Hybridisieren der verwendeten Sonde. Die entscheidenden Markersignale
sind gekennzeichnet und der Marker mit M beschriftet. Die Tabelle rechts oben zeigt die erwarteten Signale der
verschiedenen Stamme nach Verdau mit dem entsprechenden Enzym und nach Anlagerung der Sonde. Unter der
Tabelle ist eine schematische Abbildung des aroB-Gens (A) bzw. des Tet-on-aroB Konstruktes (B). Der Bereich
in dem die gewahlte Sonde fir die Southern-Hybridisierung bindet ist eingezeichnet, ebenso wie die
Restriktionsstellen von EcoRV.

2 kb

EcoRV

Anhand dieser Southern-Hybridisierung konnte der generierte Tet-on-aroB-Stamm validiert
und somit fur weitere phanotypische Untersuchungen verwendet werden.
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Die phanotypischen Untersuchungen in Abbildung 32 zeigen, dass der Tet-on-aroB-
Stamm auf unterschiedlichen Vollmedien nur wachsen kann, wenn zusétzlich Doxycyclin im
Medium vorhanden ist. Auch die Zugabe von PABA (p-Aminobenzoesdure) und der
aromatischen Aminosauren Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan, die die Auxotrophie einer
Deletion des aroB-Gens komplementieren sollten, fiihrten nicht zum Auskeimen der Sporen
der Tet-on-aroB-Mutante. Das Ergebnis der phanotypischen Untersuchung des Tet-on-aroB-
Stammes auf verschiedenen Vollmedien zeigt, dass auch unter diesen Bedingungen ein
A. fumigatus-Stamm, der eine Deletion im aroB-Gen aufweist nicht wachsen kann.

Lunge + Dox

Haferagar + Dox Blutagar + Dox

Sabouraud + Dox

Sabouraud + PTTP Haferagar + PTTP Blutagar + PTTP Lunge + PTTP

AfS35

Tet-on
aroB

Abbildung 32: Phéanotypische Untersuchung der Tet-on-aroB-Mutante. In der oberen Reihe sind die
unterschiedlichen Vollmedien mit 1pug/ml Doxycyclin (Dox) supplementiert, wohingegen in der unteren Reihe
die fir eine aroB-Deletion bendtigten Aminosduren (Phenylanalin, Tyrosin, Tryptophan) und PABA (p-
Aminobenzoesdure) dem Medium zugesetzt wurden, was gekennzeichnet ist durch PTTP. Die Position der
unterschiedlichen Stdmme auf den Platten ist im Schema unten rechts abgebildet; es wurden jeweils 50 Sporen
auf die entsprechende Position der Platten aufgetropft. Es ist deutlich zu sehen, dass der Tet-on-aroB-Stamm nur
auf Vollmedium mit Doxycyclin wachsen kann.

Bei den phanotypischen Untersuchungen fiel auf, dass zum Teil einige Sporen des
Tet-on-aroB-Stammes auf Medium ohne Doxycyclin auskeimten, jedoch deutlich weniger als
beim Ausgangsstamm AfS35. Dies deutete darauf hin, dass bei einigen Sporen der reverse
Tet-Repressor permanent an den Operator gebunden war, was nicht mehr ber An- bzw.
Abwesenheit von Doxycyclin reguliert werden konnte. Daraus resultierte eine permanente
Expression von aroB. Unterstitzt wurde diese Theorie durch die gleichen Beobachtungen der
Arbeitsgruppe von Johannes Wagner, der das Plasmid pJW121 zu Verfligung gestellt hatte
(personliche Mitteilung).
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Um herauszufinden, wie hoch der Anteil an Sporen war, deren aroB-Expression
permanent erfolgte, wurde ihre Keimrate auf Minimalmedium ohne Doxycyclin in
verschiedenen Verdunnungsstufen einer zuvor ausgezahlten Sporensuspension bestimmt
(Abb.33). Es wurden vier unterschiedliche Sporenkonzentrationen (10°, 10% 10° 10%
ausplattiert und nach Wachstum von zwei Tagen bei 37°C ausgezahlt. Zum Vergleich wurde
die geringste Sporenkonzentration zusétzlich auf Minimalmedium mit Doxycyclin ausplattiert
und ausgezahlt, um auszuschlieRen, dass die Sporen einen weiteren Defekt haben und um das
korrekte Einstellen der Sporenkonzentration zu Uberprufen.

102 MM+Dox+Pyrith. 102

Tet-on-aroB Klon A

Tet-on-aroB Klon B

Tet-on-aroB Klon C

68 Sporen 11 Sporen <1 Spore 103 Sporen

IS

% 0,068 0,11 0,1 0,06 103

Abbildung 33: Bestimmung der Rate an Sporen die permanent Wildtyp-Signal zeigen. In den drei Reihen
wurde von drei unabhéngigen Klonen (A, B, C) der Tet-on-aroB-Mutante, eine unterschiedliche Anzahl an
Sporen (10°,10%10%10%) ausplattiert. MM steht fiir Minimalmedium ohne weitere Zusitze, Dox steht fiir
Doxycyclin, Pyrith. steht fir Pyrithiamin. Die Tabelle zeigt den Mittelwert (&) der ausgekeimten Sporen der drei
unabhangigen Klone und die daraus resultierende Rate (%) an Sporen mit aroB-Expression nach
Beriicksichtigung der ausplattierten Verdiinnung. Es ist deutlich zu sehen, dass sich die drei unabhéngigen Klone
ahnlich verhalten und jeweils weniger als 1% der ausplattierten Sporen auskeimt. Zur Kontrolle sind in der
rechten Spalte Platten abgebildet, die mit Doxycyclin und Pyrithiamin supplementiert worden waren, sodass hier
alle Sporen auskeimen konnten, die das Tet-on-aroB-Konstrukt enthielten. Erwartungsgemaf keimten auf diesen
Platten etwa 100% der ausplattierten Sporen aus.

Diese Untersuchungen ergaben, dass weniger als 1% der Sporen permanent auf Medium
ohne Doxycyclin wachsen konnten und somit einen Wildtyp-Phénotyp zeigten. Da bei den
vorangegangenen phénotypischen Untersuchungen des Tet-on-aroB-Stammes jedoch nur ca.
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50 Sporen pro Stamm auf die unterschiedlichen Vollmedien aufgetropft worden sind, wurde

dieser Effekt als nicht relevant fur die beobachteten Ergebnisse eingestuft.

4.2.2 Deletion von aroC und trpA resultiert in Auxotrophie hinsichtlich der

entsprechenden aromatischen Aminosauren
In einer friheren Arbeit waren bereits zwei A. fumigatus-Mutanten hergestellt worden, bei
denen die Gene trpA (AFUA _1G13090, Anthranilatsynthase) bzw. aroC (AFUA 5G13130,
Chorismatmutase) deletiert worden waren (Hamer, 2008). Die jeweiligen Deletionskassetten
aus den Plasmiden pSK444 (aroC-Deletionskonstrukt) bzw. pSK445  (trpA-
Deletionskonstrukt) wurden durch zweifaches crossing over iiber die 5'- und 3'-flankierenden
Bereiche des entsprechenden Gens homolog in den Rezipientenstamm AfS35 integriert
(Abb. 34).

doppeltes
Crossing
over

doppeltes
Crossing-
over

AaroC loxP loxP AtrpA loxP loapP
= o aroC SUTR

Abbildung 34: Generierung des AaroC- und AtrpA-Stammes. Die Deletionskassetten aus den Plasmiden
pSK444 und pSK445 wurden durch ein doppeltes crossing over iiber die 5’ und 3’ -flankierenden Bereiche des
aroC-Gens (links) bzw. des trpA-Gens (rechts) an entsprechender Stelle im Genom von A. fumigatus integriert.
Die Markerkassette besteht aus dem bakteriellen Phleomycin-Resistenzgen ble und dem Gen der Thymidin-
Kinase des Herpes-simplex Virus 1 (HSV1 tk). Der gpdA-Promotor aus A. nidulans fuhrt zu konstitutiver
Transkription der Markerkassette. Uber die flankierenden loxP-Regionen kann spater der gesamte Markerbereich
herausgeschnitten werden, sodass nur einer der loxP-Bereiche tbrig bleibt (die genaue Vorgehensweise wird im
folgenden Text beschrieben).

Um ausschlieBen zu kénnen, dass die Ph&notypen der Deletionen AaroC und AtrpA auf
der im Stamm enthaltenen Resistenzkassette beruht, wurde sich der Methode bedient, den
Resistenzmarker (ber die vorhandenen loxP-Regionen mit Hilfe der Cre-Rekombinase zu
entfernen (Krappmann et al., 2005). Hierbei ist entscheidend, dass die Deletionskassette sich
aus einem dominanten Resistenzmarker, in diesem Fall Phleomycin (ble), kombiniert mit
einer Thymidin-Kinase (tk) aus dem Herpes simplex Virus Typ 1, welche zu einer erhéhten
Sensitivitdit gegeniber dem Antimetaboliten 5-Fluor-2-Desoxyuridin  (FUDR) fiihrt,
zusammensetzt. Konstitutive Expression dieses Markermoduls wird gewéhrleistet durch den

gpdA-Promotor und den trpC-Terminator, wobei dieses Markermodul von zwei invertierten
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Sequenzwiederholungen, sog. loxP-Regionen, flankiert wird (Abb. 35). Nach Transformation
des Deletionsstammes mit dem autonom replizierenden Plasmid pSK215 dienen die loxP-
Bereiche als Akzeptorstellen fir die auf diesem Plasmid codierte Cre-Rekombinase, wodurch
das gesamte Markermodul zwischen den loxP-Regionen aus dem genetischen Lokus durch
Rekombination herausgeschnitten wird. Da die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des
niaD-Promotors exprimiert wird, ist Nitrat als Stickstoffquelle notwendig, zusétzlich werden
Plasmid-tragende Transformanten in Gegenwart von Pyrithiamin selektiert. Einzelkolonien,
bei denen die loxP-Regionen erfolgreich rekombiniert wurden, zeigen daraufhin keine erhohte
Sensitivitat fur FUDR und kdnnen somit identifiziert werden. Nach erneutem Ausstreichen
der Klone auf Medium ohne Pyrithiamin geht das autonom replizierende Plasmid pSK215
und damit auch die ptrA-Resistenz verloren, sodass eine Deletionsmutante ohne zusétzliche
Resistenz erhalten wird. Der Vorteil hierbei ist, dass man auf diese Weise mehrere
Mutationen in den gleichen Stamm einfiigen und bei jeder Transformationsrunde den gleichen
genetischen  Selektionsmarker  verwenden kann, der anschlieBend flir erneute

Transformationen zur Verfugung steht.

loxP loxP

---- “gpdd | ble/tk ----

| ‘niaD | cre

der

l Rekombination
loxP-Regionen

pSK215

loxP

Abbildung 35: Schematische Darstellung der Exzision des Resistenzmarkers (nach Krappmann et al., 2005)
Die loxP-Regionen dienen der Cre-Rekombinase des autonom replizierenden Plasmids pSK215 als
Akzeptorstellen, wodurch der gesamte Bereich zwischen den beiden loxP-Bereichen herausgeschnitten wird.

Auf diese Weise wurde der Phleomycinresistenzmarker aus den beiden Deletionsstimmen
AfS57 (AaroC) und AfS58 (AtrpA) entfernt und die daraus resultierenden Stdamme mit AfB31
(aroC::loxP) und AfB29 (trpA::loxP) bezeichnet.

Basierend auf den urspriinglichen Deletionsstimmen AfS57 (AaroC) und AfS58 (AtrpA)

wurden entsprechende Komplementationsstamme generiert. Um hierbei den Schritt der

74



ERGEBNISSE

Marker-Exzision zu umgehen, aber trotzdem zwischen Wildtyp und Komplementation
unterscheiden zu konnen, wurden Komplementationskonstrukte hergestellt, die jeweils eine
Punktmutation in der 5'-Region des entsprechenden Gens enthielten, welche zum Verlust
einer Restriktionsschnittstelle fihrten. Durch Verdau des generierten Plasmids pAB23 mit
Hpal konnte die 5,4 kb grofRe trpA-Komplementationskassette ausgeschnitten und Uber ein
doppeltes crossing over tiiber die 5’- und 3’-flankierenden Bereiche homolog in den trpA-
Deletionsstamm  AfS58 integriert  werden.  Entsprechend wurde die aroC-
Komplementationskassette Uber Verdau mit EcoRl aus dem Plasmid pAB24
herausgeschnitten und ebenfalls homolog ber ein doppeltes crossing over in den aroC-
Deletionsstamm integriert.

Die daraus resultierenden Komplementationsstdmme entsprachen, bis auf die
entsprechende Punktmutation, in ihrem Genotyp dem Ausgangsstamm und wurden mit
AfB32 (caroC*) und AfB30 (ctrpA*) bezeichnet.

Alle hergestellten Stamme wurden mittels Southern-Hybridisierung uberprift. Hierflr
wurden Enzyme gewahlt, die ein geeignetes Restriktionsmuster ergaben, so dass nach
Hybridisierung mit einer im 3’-Bereich bindenden Sonde klar zwischen Deletionsstamm,
Deletionsstamm mit recyceltem Marker und dem entsprechenden Komplementationsstamm
im Vergleich zum Ausgangsstamm unterschieden werden konnte. Als Ausgangsstamm diente
fur alle hergestellten Mutanten der aromatischen Aminosaure Biosynthese der A. fumigatus-
Stamm AfS35 (Krappmann et al., 2006). In Abbildung 36 ist das Ergebnis der Southern-
Hybridisierung der trpA-Mutantenstdmme bzw. der aroC-Mutantenstamme und eine
Ubersicht der zu erwartenden Signale nach Restriktion der entsprechenden Enzyme und
Anlagerung der gewahlten Sonden zu sehen. Die Signale der Southern-Hybridisierung der
AtrpA- und AaroC-Mutantenstdmme zeigten die erwarteten GroRen, sodass die erfolgreiche
homologe Rekombination bzw. die anschlieBende Exzision des Markers validiert werden

konnte.
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Abbildung 36: Southern-Hybridisierung der trpA- und aroC-Mutantenstamme. A: trpA-Mutantenstdmme.
B: aroC-Mutantenstamme. Jeweils links ist das Ergebnis der Southern-Hybridisierung zu sehen, nach Restriktion
der genomischen DNA der drei Mutantenstdamme und dem Ausgangsstamm AfS35 mit den jeweils verwendeten
Enzymen und nach Hybridisieren der Sonde die im 3'UTR bindet. Die entscheidenden Markersignale sind
gekennzeichnet und der Marker mit M beschriftet. Die Tabelle darunter zeigt die erwarteten Signale der
verschiedenen Stdmme nach Verdau mit dem entsprechenden Enzym und nach Anlagerung der Sonde. Rechts ist
eine schematische Abbildung der unterschiedlichen Stdmme zu sehen, wobei die loxP-Regionen als graue
Ellipse dargestellt sind. Die Schnittstellen der verwendeten Enzyme EcoRV(E), Hindlll (H) und Nael (N),
ebenso wie der Bereich, in dem die gewéhlte Sonde fur die Southern-Hybridisierung bindet, sind eingezeichnet.

Die zuvor genotypisch Uberpriften Stdmme wurden nun hinsichtlich ihres Phanotyps
untersucht. In Abbildung 37 sind die entscheidenden Wachstumsunterschiede auf den
getesteten Medien zu sehen. Wie erwartet, zeigte der AaroC-Stamm auf Minimalmedium erst
nach Supplementierung der zwei Aminosauren Phenylalanin und Tyrosin Wachstum, sodass
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seine aufgrund der Deletion erwartete Auxotrophie bestatigt werden konnte. Durch
Supplementierung  von  Prephenat, der letzten gemeinsamen  Vorstufe des
Phenylalanin/Thyrosin-Biosynthese-Zweiges, konnte der Phanotyp des AaroC-Stammes nicht
aufgehoben werden (Daten nicht gezeigt). Der AtrpA-Stamm wuchs ausschlielflich auf
Minimalmedium, das die Aminosdure Tryptophan bzw. eine ihrer Vorstufen (Anthranilat)
enthielt. Die entsprechenden Komplementationsstdmme caroC* und ctrpA* konnten
erwartungsgeméal den Phanotyp der Deletionen aufheben und zeigten dhnliches Wachstum
wie der verwendete Ausgangsstamm AfS35. Auf Minimalmedium, das als einzige
Stickstoffquelle BSA enthielt, wuchsen nur die Komplementationsstdamme und der
Ausgangsstamm, erst nach Zugabe der fir die Deletionen benétigten Aminoséuren zeigten
auch diese Stamme Wachstum. Auf Medium mit Pepton bzw. Pepton und BSA als alleinige
Stickstoffquellen konnte der trpA-Deletionsstamm im Gegensatz zum aroC-Deletionsstamm
zumindest Luftmyzel bilden, wobei es jedoch nicht zur Bildung von Sporen kam. Nach
Supplementierung dieser Medien mit den entsprechenden Aminosduren war es beiden
Deletionsstimmen moglich, sowohl Myzel als auch Sporen zu bilden.
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Abbildung 37: Phanotypische Untersuchung auf Minimalmedium mit unterschiedlichen Supplementen. In
den oberen zwei Reihen ist Minimalmedium mit den entsprechenden Aminoséauren (Phenylalanin (Phe), Tyrosin
(Tyr) und Tryptophan (Trp)) bzw. der Vorstufe Anthranilat zu sehen. In der dritten Reihe ist
Rinderserumalbumin (BSA) als einzige Stickstoffquelle im Medium vorhanden, zusétzlich wurde teilweise mit
den fiir die Deletionen bend&tigten Aminosauren supplementiert. In der vierten Reihe ist Pepton (Pep) als einzige
Stickstoffquelle im Medium vorhanden, auch hier wurde teilweise mit den entsprechenden Aminosauren
supplementiert. In der flnften Reihe wurden BSA und Pepton als Stickstoffquellen verwendet und die
entsprechend beschrifteten Aminoséuren supplementiert. Die Position der unterschiedlichen Stdmme auf den
Platten ist im Schema oben links abgebildet. Es ist deutlich zu sehen, dass die Stdimme caroC* und ctrpA* den
Phénotp ihrer jeweiligen Deletion aufheben. Die aroC-Deletionsstdimme (AaroC und AaroC., ) hingegen zeigen
nur auf Medien Wachstum, bei denen die beiden Aminoséuren Phenylalanin und Tyrosin hinzugegeben wurden.
Die trpA-Deletionsstamme (AtrpA und AtrpA,,) wachsen auf Medium mit Tryptophan, zeigen allerdings auch
auf Medium mit Pepton als einziger Stickstoffquelle und ohne Tryptophan ein verzégertes Wachstum, das durch
Supplementierung von Tryptophan fast aufgehoben wird. Auf Platten mit BSA und Pepton wachsen alle
Deletionsstaimme, sofern die bendtigten Aminosduren supplementiert sind, jedoch etwas schlechter als der
Ausgangsstamm AfS35.

Nachdem die AaroC- und AtrpA-Mutantenstdmme hinsichtlich ihrer Auxotrophien auf
verschiedenen Minimalmedien Gberprift worden waren, wurden sie auch auf
unterschiedlichen komplexen Vollmedien phénotypisch untersucht. Da sich die
Deletionsstimme, bei denen der Resistenzmarker entfernt worden war, phanotypisch nicht
von den Deletionsstammen mit Marker unterschieden, sind im Folgenden fur die
phanotypische Untersuchung der Stdmme auf verschiedenen Vollmedien nur die
Deletionsstimme ohne Marker (aroCix bzw. trpAix) gezeigt (Abb. 38). Auf Sabouraud-
Medium bildeten die Komplementationsstdmme und der Ausgangsstamm AfS35 Myzel,
jedoch kaum Sporen. Der AaroC-Stamm zeigte kein Wachstum, der AtrpA-Stamm nur ganz
geringes Wachstum, dass allerdings nicht vergleichbar war mit dem des rekonstituierten
Stammes. Nach Supplementierung der drei Aminosduren zeigte auch der trpA-
Deletionsstamm ein ahnliches Wachstum wie der Komplementationsstamm, der AaroC-
Stamm war jedoch nicht in der Lage auszukeimen. Auf Haferflockenagar keimten die
rekonstituierten Stamme und der Ausgangsstamm aus und bildeten Sporen, der trpA-
Deletionsstamm bildete Myzel nur in sehr begrenztem Umfang, der AaroC-Stamm konnte
nicht auskeimen. Auch auf diesem Medium war nach Zugabe der aromatischen Aminosauren
das Wachstum des trpA-Deletionsstammes vergleichbar mit dem des Rekonstitutions-
stammes, der AaroC-Stamm zeigte dagegen leicht vermindertes Wachstum, konnte aber
trotzdem Sporen bilden. Auf Agarplatten, die zermdrserte Schweinelunge enthielten, konnten
erneut nur die rekonstituierten Stdimme und der Ausgangsstamm Sporen bilden. Auch eine
Zugabe der aromatischen Aminosduren zeigte kaum Sporenbildung der beiden
Deletionsstimme. Auf Blutagarplatten sporulierten alle generierten Stdmme, wobei der aroC-
Deletionsstamm ein etwas geringeres Ausmal} an Wachstum zeigte und der AtrpA-Stamm

hauptsachlich im Zentrum der Kolonie Sporen bildete.
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Abbildung 38: Phénotypische Untersuchung auf unterschiedlichen Vollmedien. In der oberen Reihe sind die
verschiedenen Vollmedien zu sehen, wohingegen in der unteren Reihe die fir die Deletionen benétigten
Aminosduren Phenylalanin (Phe), Tyrosin (Tyr) und Tryptophan (Trp) supplementiert wurden (mit Ausnahme
der Blutplatte). Die Position der unterschiedlichen Stdmme auf den Platten ist im Schema unten rechts
abgebildet. Es ist deutlich zu sehen, dass das Wachstum der beiden Komplementationsstdamme caroC* und
ctrpA* sich nicht von dem des Ausgangsstammes (AfS35) unterscheidet. Der aroC-Deletionsstamm (AaroCioy)
hingegen zeigte auf allen Medien ein deutliches Wachstumsdefizit, die Wachstumsverzégerung des trpA-
Deletionsstammes hingegen konnte durch Supplementierung der drei Aminosauren mehr oder weniger
aufgehoben werden.

Die Beobachtung, dass der aroC-Deletionsstamm auf Lungen- und Blutagar ein deutlich
vermindertes Wachstum im Vergleich zu den anderen Stdmmen aufweist, machte diesen
Stamm zu einem interessanten und vielversprechenden Kandidaten fur Virulenzstudien im

Mausmodell.

4.2.3 Der aroC-Deletionsstamm zeigt einen Wachstumsdefekt in Flissigmedium

Beim Herstellen von Flussigkulturen der beiden Deletionsstimme fiel auf, dass nach
Inokulation mit Sporen des aroC-Deletionsstammes im Vergleich zu den anderen Stammen
fast kein Myzel gebildet wurde, obwohl Phenylalanin und Tyrosin dem Medium ausreichend
zugefligt waren, sodass Nahrstoffmangel ausgeschlossen werden konnte. Daher sollte die
Keimrate der Sporen des aroC-Deletionsstammes im Vergleich zum Ausgangsstamm
untersucht werden. Von beiden Stdmmen wurden jeweils 2000 Sporen in 500 pl
Flussigmedium angeimpft und 16 Stunden bei Raumtemperatur zum Anschwellen der Sporen
inkubiert. AnschlieBend wurde das Auskeimen der Sporen bei 37°C im Live-Imaging-

Mikroskop beobachtet (Abb. 39). Hierbei war aufféallig, dass die Sporen des aroC-
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Deletionsstammes im Gegensatz zu denen des Ausgangsstammes AfS35 wahrend der 16-
stindigen Inkubation bei Raumtemperatur nicht angeschwollen waren. Des Weiteren konnte
beobachtet werden, dass der Ausgangsstamm bereits nach 20-mindtiger Inkubation bei 37°C
Keimschlauche bildete, die nach 45 bzw. 60 Minuten deutlich gewachsen waren, wohingegen
die Sporen des aroC-Deletionsstammes unveréndert aussahen.

1 min 20 min 45 min 60 min

) .

Abbildung 39: Live-Imaging-Mikroskopie nach 16-stiindiger Inkubation der Sporen bei
Raumtemperatur. Oben sind die angeschwollenen Sporen des Ausgangsstammes AfS35 zu sehen, darunter die
nicht angeschwollenen Sporen des aroC-Deletionsstammes. Die Zeitpunkte geben die Inkubationsdauer der
vorinkubierten Sporen bei 37°C an. Der schwarze Balken unten rechts im jeweiligen Bild kennzeichnet die
Grole von 10 pm.

Um die Keimrate der Sporen der unterschiedlichen Stamme miteinander zu vergleichen,
wurden erneut 2000 Sporen des jeweiligen Stammes in 500 pl Flissigmedium angeimpft und
fiir 18 Stunden bei 37°C inkubiert, bis bei der Wildtyp-Probe deutlich Myzelbildung zu sehen
war. In Abbildung 40 sind die Aufnahmen der unterschiedlichen Stdmme zu sehen, wobei der
Ausgangsstamm  AfS35  stark  verzweigtes = Myzel gebildet  hatte. Die
Komplementationsstamme caroC* und ctrpA* zeigten ebenfalls verzweigtes Myzel,
wohingegen der aroC-Deletionsstamm einen deutlichen Defekt in der Myzelbildung aufweist.
Es ist zu sehen, dass die meisten Sporen dieses Stammes zwar Keimschlduche bilden, diese
aber deutlich kirzer sind als beim Komplementationsstamm caroC* und zudem keinerlei
Verzweigung aufweisen, wie es ublicherweise bei Myzelbildung zu sehen ist. Bei der Probe
des trpA-Deletionsstammes waren einige wenige Sporen zu sehen, deren Keimschlauche
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deutlich verzdgert ausgebildet wurden, jedoch wurde hier groRtenteils verzweigtes Myzel

beobachtet, das vergleichbar war mit dem des rekonstituierten Stammes ctrpA*.

AtrpA AtrpA
-

Abbildung 40: Mikroskopie nach 18-stiindiger Inkubation der Sporen bei 37°C. Zu sehen sind die
Aufnahmen im Lichtmikroskop (Differential-Interferenz-Kontrast) nach Inkubation der Sporen unterschiedlicher
aroC- und trpA-Mutantenstdmme fur 18 Stunden bei 37°C. In der oberen Reihe sind drei Ausschnitte der Probe
mit Sporen des aroC-Deletionsstammes (AaroC) zu sehen, darunter drei Ausschnitte der Probe des trpA-
Deletionsstammes (AtrpA). Unten ist jeweils ein Ausschnitt der Proben mit den rekonstituierten Stdmmen
(caroC* bzw. ctrpA*) und dem Ausgangsstamm AfS35 zum Vergleich abgebildet. Die Sporen des aroC-
Deletionsstammes zeigen im Vergleich zu den anderen Stdmmen einen deutlichen Defekt in der Myzelbildung.

AaroC

Mit Hilfe dreier unabhangiger Untersuchungen der Sporen-Keimrate via Live-Imaging-
Mikroskopie konnte die Keimrate des aroC-Deletionsstammes und des rekonstituierten
Stammes im Vergleich zu der des Ausgangsstammes AfS35 bestimmt werden (Abb. 41). Das
Balkendiagramm der Sporen-Keimrate zeigt, dass insgesamt nur etwa 50% der Sporen des
Ausgangsstammes (AfS35) und des rekonstituierten Stammes (caroC*) nach 18-stiindiger
Inkubation bei 37°C auskeimten. Die Rate an auskeimenden Sporen des aroC-
Deletionsstammes, von denen nur etwa 30% auskeimten, war noch niedriger. Dieses Ergebnis
verdeutlicht zunédchst, dass ohnehin nicht alle Sporen der verwendeten Suspensionen
keimfahig sind, wobei die Differenz zwischen Sporen-Keimrate von AfS35 zum aroC-
Deletionsstamm nicht so gravierend erscheint, wie es anhand der fast vollstandigen
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Abwesenheit von Myzel in der Flussigkultur zu erwarten war. Dieser Effekt scheint jedoch in
der geringen Groél3e der Keimschlduche und dem Fehlen von verzweigtem Myzel begriindet
zu sein, wie es anhand der mikroskopischen Aufnahmen (in Abb. 40) beobachtet wurde.
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Abbildung 41: Sporen-Keimrate der unterschiedlichen Stdmme. Anhand von drei unabhéngigen
Auswertungen mittels Mikroskopie wurde die Keimrate der Sporen des aroC-Deletionsstammes (AaroC), des
rekonstituierten Stammes (caroC*) und des Ausgangsstammes bestimmt (AfS35). Von den Sporen des
Ausgangsstammes und des Komplementationsstammes keimten nach 18-stlindiger Inkubation bei 37°C nur etwa
50% aus, wohingegen die Rate an auskeimenden Sporen des aroC-Deletionsstammes mit 30% noch niedriger
lag.

424 Ein A. fumigatus-Stamm mit einer AtrpA;AaroC-Doppeldeletion ist nicht
lebensfahig
In Abschnitt 4.2.1 wurden bereits mehrere Versuche beschrieben, einen A. fumigatus-Stamm
herzustellen, der eine Deletion im Shikimatsyntheseweg aufweist. Es konnte gezeigt werden,
dass die Deletion von zwei unterschiedlichen Genen des Shikimatweges zur Lethalitat des
Pilzes fuhrt, was darauf hindeutet, dass dieser Biosyntheseweg essentiell fiir A. fumigatus ist.
In Abschnitt 4.2.2 konnte jedoch gezeigt werden, dass es méglich war, Deletionsstdamme zu
generieren, die Deletionen in einem der nachfolgenden Aste des Shikimat-Syntheseweges
aufweisen. Durch Deletion des Gens trpA, welches im Tryptophan-Zweig fur die Anthranilat-
Synthase codiert, die das durch den Shikimat-Weg synthetisierte Chorismat zu Anthranilat
umsetzt, konnte ein A. fumigatus-trpA-Deletionsstamm generiert werden, der erwartungs-
gemal auxotroph fir Tryptophan war. Deletion des Gens aroC, welches im
Phenylalanin/Tyrosin-Zweig fiir eine Chorismatmutase codiert, die Chorismat zu Prephenat
umwandelt, fihrte zum aroC-Deletionsstamm, der auxotroph fir die Endprodukte
(Phenylalanin und Tyrosin) dieses Biosynthese-Zweiges war. Wére es nun moglich, anhand
der bisher generierten Deletionsstamme der zwei Aste in der Biosynthese der aromatischen
Aminosduren, einen Deletionsstamm herzustellen, der Deletionen in beiden Zweigen

aufweist, masste dieser auxotroph fiir alle drei aromatischen Aminosauren sein.
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Durch zweifaches crossing over iiber die 5'- und 3'-flankierenden Bereiche sollte die
aroC-Deletionskassette homolog in den trpA::loxP-Stamm integriert werden, was zu einem
Doppeldeletionsstamm AtrpA;AaroC fihren sollte. Genau wie bei den Versuchen einen
aroM- bzw. aroB-Deletionsstamm herzustellen, fiel hierbei erneut auf, dass nur sehr wenige
Klone nach der Transformation erhalten wurden, von denen zudem nach erfolgter
Vereinzelung auf Selektivmedium kaum Klone verblieben. Insgesamt wurden Klone von 17
unabhangigen Transformationen untersucht, von denen insgesamt etwa 120 Priméarklone
erhalten wurden. Nach der zweiten Vereinzelung auf Selektivmedium blieben insgesamt nur
sieben Klone Ubrig, bei denen sich nach Southern-Hybridisierung allerdings herausstellte,
dass bei ihnen eine ektopische Integration der Deletionskassette erfolgt war, und es sich nicht
um AtrpA-Stdmme mit zusétzlicher Deletion im aroC-Lokus handelte. In Abbildung 42 ist
exemplarisch das Ergebnis der Southern-Hybridisierung zu sehen, bei der zwei der sieben
Klone im Vergleich zum aroC-Deletionsstamm und dem urspriinglichen Ausgangsstamm
AfS35 abgebildet sind.
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EcoRV |[52kb |61+52kb |61kb

sall 23kb |3,8+23kb |3,8kb

Nael 2kb | 4,2+2kb 4,2 kb

Abbildung 42: Southern-Hybridisierung der vereinzelten Klone nach Transformation des trpA-
Deletionsstammes mit der aroC-Deletionskassette. Links sind die Signale der Southern-Hybridisierung zu
sehen, nach Restriktion der genomischen DNA der unterschiedlichen Stdmme mit EcoRV, Sall bzw. Nael und
nach Hybridisieren der verwendeten Sonde. Die entscheidenden Markersignale sind gekennzeichnet und der
Marker mit M beschriftet. Die Tabelle darunter zeigt die erwarteten Signale der verschiedenen Stdmme nach
Verdau mit dem entsprechenden Enzym und nach Anlagerung der Sonde. Rechts ist eine schematische
Abbildung des aroC-Gens bzw. des genomischen Lokus eines aroC-Deletionsstammes. Der Bereich in dem die
gewabhlte Sonde fir die Southern-Hybridisierung bindet ist eingezeichnet, ebenso wie die Restriktionsstellen von
EcoRV (E), Sall (S) und Nael (N). Der aroC-Deletionsstamm (AaroC) und der urspriingliche Ausgangsstamm
AfS35 wurden als Vergleich verwendet. Die nach Transformation des trpA-Deletionsstammes mit der aroC-
Deletionskassette erhaltenen Klone sind mit Klon A und Klon B bezeichnet. Beide getesteten Klone zeigen
sowohl das Signal des Ausgangsstammes, als auch das des aroC-Deletionsstammes, was zeigt, dass die
Integration der aroC-Deletionskassette nicht-homolog erfolgt war.
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Die Signale des Ausgangsstammes nach Verdau mit den entsprechenden Enzymen und
nach Hybridisieren der Sonde entsprechen hierbei den erwarteten Signalen des trpA-
Deletionsstammes, da dieser im Bereich des aroC-Gens keine Mutation aufweist. Fir einen
trpA-Deletionsstamm, bei dem die aroC-Deletionskassette homolog rekombiniert wurde,
werden die gleichen Signale wie fir den AaroC-Stamm erwartet. Beide Klone (A und B), die
nach Transformation des trpA-Deletionsstammes mit der aroC-Deletionskassette erhalten
wurden, zeigen jedoch sowohl das Signal des aroC-Deletionsstammes, als auch das des
Ausgangsstammes AfS35. Dies belegt eine ektopische Integration der aroC-Deletionskassette
in den trpA-Deletionsstamm.

Daher wurde vermutet, dass auch die Doppeldeletion AtrpA;AaroC lethale Auswirkung
auf den Pilz hat. Dies wurde mit Hilfe des heterokaryon rescue untersucht (Daten nicht
gezeigt), welches bestatigte, dass eine gleichzeitige Deletion beider Gene trpA und aroC zu

keinem lebensfahigen Isolat fihrt.

4.2.5 Die Virulenz der aroC- und trpA-Deletionsstamme ist im Tiermodell attenuiert

Um die Rolle der Biosynthese aromatischer Aminoséauren fiir die Virulenz von A. fumigatus
zu untersuchen, wurden die generierten Mutantenstimme AaroC und AtrpA in zwei
verschiedenen  Tiermodellen getestet. Zundchst wurden beide Mutanten- und
Komplementationsstamme im Tiermodell der Wachsmottenlarve Galleria melonella
untersucht. Als Kontrolle dienten der virulente AakuA-Ausgangsstamm (AfS35) und eine
avirulente Apaba-Mutante (Krappmann et al., 2005). Fir die technische Kontrolle wurde
einer Gruppe der Larven nur Saline-Rifampicin injiziert und eine zweite Gruppe blieb
ganzlich unbehandelt. Die Kontrollgruppe bestand aus 10 Larven, wohingegen alle anderen
Stamme in 15 Larven getestet wurden. Die Larven wurden mit 3-10° bzw. 5-10° frischen
Sporen in Saline mit Rifampicin (10pg/ml) infiziert und ihre Uberlebensrate dokumentiert. In
Abbildung 43 ist zu sehen, dass sieben Tage nach der Infektion keine Tiere iberlebten, die
mit dem virulenten Ausgangsstamm bzw. den Komplementationsstammen ctrpA* und caroC*
infiziert worden waren. Mindestens 90% der mit der Apaba-Mutante infizierten Larven waren
nach sieben Tagen noch am Leben, ebenso wie die der technischen Kontrollen. Injektion von
3-10° Sporen des Deletionsstammes AtrpA resultierte in Uberleben von mehr als 90% der
Tiere, wobei die gleiche Menge an injizierten Sporen des AaroC-Deletionsstammes zu einer
Uberlebensrate von knapp 30% fihrte. Injektion von 5-10° Sporen beider Deletionsstimme

resultierte in deutlich weniger Uberlebenden Larven als durch den avirulente Kontrollstamm.
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Abbildung 43: Virulenzmodell der Wachsmottenlarve Galleria melonella. Zu sehen sind zwei graphische
Darstellungen der Uberlebensrate der infizierten Larven zu entsprechenden Zeitpunkten nach der Infektion. In
der oberen Darstellung wurden die Tiere zum Zeitpunkt O mit 3-10° Sporen infiziert. Sieben Tage nach der
Infektion gab es keine (berlebenden Tiere die mit den Komplementationsstdimmen caroC und ctrpA bzw. mit
dem Ausgangsstamm infiziert worden waren. Im Gegensatz dazu uberlebten knapp 30% der Tiere die mit dem
aroC-Deletionsstamm infiziert worden waren, wohingegen Uber 90% der mit dem trpA-Deletionsstamm
infizierten Larven (berlebten. Die Kontrollgruppen (unbehandelte, mit Saline und Rifampizin, bzw. mit dem
avirulenten Stamm Apaba infizierten Tiere) Uberlebten zu mindestens 90%. In der unteren Darstellung wurden
die Larven mit 5-10° Sporen infiziert. Hier ist die gleiche Tendenz wie bei Infektion mit 3-10° zu sehen, wobei
die hoéhere Sporenkonzentration zu einer geringeren Uberlebensrate der Tiere fihrt die mit dem trpA-
Deletionsstamm infiziert worden sind.
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Durch statistische Auswertung dieser Daten wurde die jeweilige durchschnittliche
Uberlebenszeit der infizierten Tiere bestimmt (Tabelle 4). Diese ist definiert als Zeitpunkt zu
dem 50% der Testgruppe gestorben ist und die andere Hélfte noch lebt. So ergab sich fiir die
Larven, die mit 5-10° Sporen des trpA-Deletionsstamm infiziert worden waren eine
durchschnittliche Uberlebenszeit von sieben Tagen und fiir den aroC-Deletionsstamm von
sechs Tagen. Im Gegensatz dazu (berlebten die mit 5-10° Sporen der
Komplementationsstdmme und des Ausgangsstammes AfS35 im Durchschnitt nur drei Tage.

Tabelle 4: Durchschnittliche Uberlebenszeit der infizierten Larven

Infektion AfS35 | Apaba AtrpA ctrpA | AaroC | caroC

3-10°Sporen | 2 Tage | unbestimmt | unbestimmt | 4 Tage | 5 Tage | 3 Tage

5-10° Sporen | 3 Tage | unbestimmt | 7 Tage 3 Tage | 6 Tage | 3 Tage

Nach Infektion der Larven mit 3-10° Sporen des trpA-Deletionsstammes konnte wie fiir
die Kontrollstaimme aufgrund der geringen Sterberate keine durchschnittliche Uberlebenszeit
berechnet werden. Dagegen ergab sich fir den aroC-Deletionsstamm eine mittlere
Uberlebenszeit von funf Tagen und fiir den Komplementationsstamm von drei Tagen. Larven,
die mit 3-10° Sporen des trpA-Komplementationsstammes infiziert worden waren tiberlebten
durchschnittlich vier Tage, nach Infektion mit dem Ausgangsstamm AfS35 nur zwei Tage.

Die Ergebnisse des Virulenzmodells der Wachsmottenlarve zeigen, dass die
Deletionsstimme AaroC und AtrpA in diesem Modell attenuiert sind, was jedoch noch keine

Rickschlisse auf die Virulenz im Menschen erlaubt.
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5. DISKUSSION

Als Saprophyt ist der ubiquitére, opportunistisch humanpathogene Pilz A. fumigatus darauf
angewiesen, proteinhaltige Substanzen aufzuspiren und abzubauen, um die bendtigten
Né&hrstoffe zu generieren. Hierbei spielt vor allem proteolytische Aktivitat eine entscheidende
Rolle, wobei jedoch sehr wenig tber die Regulation von Expression und Sekretion der
Proteasen durch A. fumigatus bekannt ist. Fir das Homologon des erst kirzlich identifizierten
Regulators fur Proteasen PrtT in A. niger konnte auch in A. fumigatus eine regulierende
Funktion hinsichtlich der sekretierten proteolytischen Aktivitat festgestellt werden. Die
Untersuchungen des prtT-Deletionsstammes in einem leukopenischen Mausmodell der
pulmonalen Aspergillose ergaben, dass die Virulenz dieses Stammes jedoch nicht attenuiert
ist, was zeigt, dass prtT nicht fur die Pathogenitat von A. fumigatus hinsichtlich dieses
Mausmodells verantwortlich ist.

Des Weiteren sollte der Einfluss der Biosynthese von aromatischen Aminoséduren auf die
Virulenz von A. fumigatus untersucht werden. Da der Mensch, im Gegensatz zu Pilzen, keine
Gene fur Biosynthesewege der aromatischen Aminosduren besitzt, konnten diese
Synthesewege von therapeutischem Nutzen fir die Behandlung von Aspergillosen sein. In
dieser Arbeit konnten mehrere essentielle Gene des Shikimat-Synthesewegs identifiziert
werden, deren Deletion lethale Auswirkung auf A. fumigatus hat. Die Untersuchung zweier
Stamme, die Deletionen in Genen aufwiesen, die notwendig fur die Biosynthese von
Phenylalanin und Tyrosin bzw. Tryptophan sind, ergab eine deutlich attenuierte Virulenz in
zwei Tiermodellen der Aspergillose. Dies zeigt die Notwendigkeit der Biosynthese von
aromatischen Aminosauren fir das Uberleben von A. fumigatus und verdeutlicht, dass ein

Eingriff in diesen Syntheseweg ein mogliches Ziel fur die antimykotische Therapie darstellt.

5.1 PrtT hat keinen Einfluss auf die Virulenz von Aspergillus fumigatus

Obwohl seit einigen Jahren die Pathogenitdt des ubiquitaren Saprophyten A.fumigatus
intensiv untersucht wird, konnten bisher nur wenige typische Virulenzfaktoren identifiziert
werden. Um herauszufinden, ob sekretierte proteolytische Aktivitdten zu dessen Virulenz
beitragen, wurde ein konservierter Regulator der Expression von extrazellularen Proteasen,
PrtT, untersucht. Durch die Charakterisierung eines Deletionsstammes konnte gezeigt werden,
dass PrtT fir die Transkription einiger Gene bendtigt wird, die fur sekretierte Proteasen
kodieren, und die es A. fumigatus ermdglichen auch proteinhaltige Substrate zu verwenden.
Dennoch scheint die Abwesenheit von PrtT, und damit das Fehlen der Regulation von

extrazellul&ren Proteasen, nicht die Virulenz von A. fumigatus zu beeinflussen. Zudem geben
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die Ergebnisse der PrtT-abhéngigen Expression der extrazelluldren proteolytischen Aktivitét
einen Einblick in die Erndhrungsweise von saprophytischen Pilzen. Aufgrund der Analyse des
automatisch annotierten prtT-Gens wurde eine ungewohnlich lange leader-Sequenz
identifiziert, die der kodierenden Region vorangeht. Diagnostische PCRs dieses Bereiches
zeigten, dass er eine Lange von mindestens 690 Nukleotiden aufweist. Obwohl die
automatische Annotierung dieser Region ein Intron von 386 Nukleotiden zuschrieb, konnte
durch die diagnostischen PCRs jegliches Splicen in diesem Bereich ausgeschlossen, und
damit die Abwesenheit eines Introns bestatigt werden. Eine vergleichbare Situation wurde
bereits fur das prtT-Orthologe in A. niger beschrieben, wo die leader-Sequenz stromaufwaérts
des translationellen Startkodons 800 Nukleotide umfasste (Punt et al., 2008). Solche
Abschnitte kommen hdufig in Transkripten vor, deren Expression durch post-transkriptionelle
Mechanismen moduliert werden, wie zum Beispiel translationelle Regulation durch kleine
UORFs (upstream open reading frames), wie sie unter anderem von GCN4 in S. cerevisiae
bekannt ist (Hinnebusch, 1984, 1997). Sequenzanalyse der leader-Region des prtT-
Transkripts ergab diverse AUG-Triplets, gefolgt von Stopkodons in frame, was einen Hinweis
fiir eine mdgliche Regulation der prtT-Expression durch den elF2a-Kinase Signalweg liefert
(Wek et al.,, 2006). Wahrend dieses Mechanismus® fiihrt Nahrstoffmangel zu einer
Phosphorylierung der a-Untereinheit des eukaryotischen translationellen Initiations Faktors
elF2. Dadurch wird die inhibierende Funktion der uORFs in der mRNA leader-Region
aufgehoben, was zur Translation der kodierenden Sequenz fiihrt. Hiermit tbereinstimmend ist
die Tatsache, dass sich die Menge des prtT-Transkriptes nach einem Wechsel von
Ammonium, als primérer Stickstoffquelle, zu BSA nicht drastisch verandert, obwohl unter
diesen Bedingungen die extrazellularen Proteasen reichlich exprimiert werden. Trotzdem
durfen zusatzliche regulatorische Mechanismen nicht aufler Acht gelassen werden, die
ebenfalls die PrtT-Aktivitdt modulieren konnten, wie zum Beispiel Phosphorylierung oder
regulierte Translokation.

Die Beobachtung, dass die Expression der extrazelluldren proteolytischen Aktivitat durch
Anwesenheit von Ammonium unterdrickt wird, geht auf den Einfluss des regulatorischen
Systems der Stickstoff-Katabolit-Repression zuriick, die durch den GATA-artigen
Transkriptionsfaktor AreA reguliert wird (Caddick et al., 1994; Wilson und Arst, 1998). Die
Regulation der Expression durch PrtT scheint jedoch spezifischer zu sein, da sie auf die
Transkription ausgewahlter sekretierten Proteasen wirkt, wobei sich fur Alp, Mep und Pep die
starksten Effekte ergeben. Die Tatsache, dass dies Zielgene der PrtT-gerichteten Regulation
sind, konnte durch den Phanotyp der prtT-Deletion gezeigt werden: da der Abbau von Protein
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als einziger Stickstoffquelle betrachtlich gemindert war, reduzierte sich das Wachstum der
Mutante auf diesem Substrat deutlich. Einige andere Protease-kodierenden Gene scheinen
dagegen nicht durch PrtT reguliert zu werden, wie durch die unveradnderte Expression von
dppV oder sedB gezeigt werden konnte. Die Ergebnisse der Arbeitsgruppe von Nir Osherov
(Sharon et al., 2009) zeigen Ubereinstimmend mit den Ergebnissen dieser Arbeit, dass die
Expression einiger durch A. fumigatus sekretierten Proteasen durch Deletion von prtT deutlich
reduziert wird. Diese Arbeitsgruppe konnte von insgesamt 40 Proteasegenen, die im
Wildtypstamm exprimiert werden, sechs sekretierte Proteasen identifizieren, die durch prtT
beeinflusst werden. Dazu gehoérten, genau wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt, die
Serinprotease Alpl, eine Metalloprotease Mep, eine Dipeptidyl-Protease DpplV und
zusatzlich eine Serin-Carboxypeptidase CpdS (AFUA _6G00310) und zwei bisher
uncharakterisierte Proteasen AFUA 2G17330 (extrazellulare Serin-Carboxypeptidase) und
AFUA _7G06220 (Serinprotease). Auch die basalen Level der Protease-Expression scheinen
in der Mutante noch vorhanden zu sein, was durch die geringen Transkriptlevel des
Dipeptidyl-peptidase kodierenden Gens dpplV in der prtT-Mutante und durch den limitierten,
aber deutlichen Abbau von Protein nach langerer Inkubation dieses Stammes in BSA-Medium
bekraftigt wird (vlg. Abb. 14). Dies mag auch auf die Aktivitdt einer oder mehrerer
spezifischen Endoproteasen zurtickzufiihren sein, die in geringen Mengen exprimiert oder an
die pilzliche Zellwand gebunden sein konnten. In weiteren, zukinftigen Studien sollte das
PrtT-gerichtete Transkriptom und das assoziierte Proteom oder Sekretom untersucht werden,
um das regulatorische Spektrum von PrtT genauer zu charakterisieren.

Eines der wesentlichen Ergebnisse dieser Studie ist die Tatsache, dass ein prtT-
Deletionsstamm im leukopenischen Mausmodel der pulmonalen Aspergillose ebenso virulent
ist wie der ursprungliche Wildtyp-Stamm. Zudem zeigen die beobachteten Phanotypen des
Deletionsstammes deutlich, dass PrtT am extrazellularen Proteinabbau beteiligt ist und somit
vermutlich zur saprophytischen Lebensweise von A. fumigatus beitragt, auch wenn PrtT nicht
essentiell fur die Pathogenitdt im verwendeten Tiermodell zu sein scheint. Das in dieser
Arbeit angewandte Mausmodell der Aspergillose eignet sich fur die Untersuchung des
Wachstums oder der Fitness einer A. fumigatus-Mutante direkt am Infektionsort. Hierbei
werden Méause verwendet, deren Immunsystem keine phagozytierenden Zellen bildet. Dieses
Standardmodell wurde nicht genutzt, um Sterberaten innerhalb der Gruppen der infizierten
Tiere zu verfolgen, sondern vielmehr um anhand der pulmonalen Pilzbelastung Rickschlisse
auf Fitness und Virulenz zu ziehen, da sich mit diesem Modell auch geringe Unterschiede

zwischen den einzelnen Stdmmen verdeutlichen lassen. Die Ergebnisse der entsprechenden
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quantitativen PCRs zeigen, dass die Virulenz des prtT-Deletionsstammes im Vergleich zum
Wildtyp nicht abgeschwacht ist, was auch durch den Gewichtsverlust der infizierten Tiere
wahrend des Versuchszeitraums unterstitzt wird. Da die Expression der extrazelluldren
Proteasen durch PrtT mdglicherweise nicht umfassend reguliert wird, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass auch sekretierte Proteasen, die in ihrer Expression nicht von
PrtT beeinflusst werden, wéhrend der Aspergillose zur Substrataufnahme oder Invasion
beitragen. Daruber hinaus ist es moglich, dass extrazellulére Proteasen bei der Interaktion mit
der primdren Immunantwort involviert sind, ein Aspekt, der in einem alternativen Tiermodell
(Spikes et al., 2008) untersucht werden musste.

Die Virulenztests im verwendeten Mausmodell zeigten keine verminderte Virulenz der prtT-
Mutante, ein Ergebnis, das durch zwei weitere Mausmodelle der invasiven Aspergillose von
der Arbeitsgruppe von Nir Osherov (Sharon et al., 2009) unterstiitzt werden konnte. Hierbeli
wurde ein neutropenisches Modell (Immunsuppression durch Kortisonacetat und
Cyclophosphamid) und ein Modell ohne Neutropenie (Immunsuppression durch
Kortisonacetat) verwendet und die Mduse mit einer geringen Sporenkonzentration infiziert
(Cyclophosphamid-Modell: 2,5-10° Sporen, bzw. Kortisonacetat-Modell: 5-10° Sporen). Die
Sterberate der Mé&use wurde Uber 30 Tage beobachtet, wobei kein signifikanter Unterschied
der Virulenz eines prtT-Disruptionsstammes im Vergleich zum Wildtypstamm zu sehen war.

Zusammenfassend gleichen diese Ergebnisse denen anderer Deletionsmutanten bzgl.
diverser Proteasen (Monod et al., 1993; Jaton-Ogay et al., 1994; Reichard et al., 1997), was
eine entscheidende Rolle der extrazellularen Proteasen fiir die invasive pulmonare
Aspergillose unwahrscheinlich erscheinen lasst. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden,
dass moglicherweise Zellwand-gebundene Proteasen eine wichtige Bedeutung in der
Pathogenese zukommit.

Ergénzend zu den Daten dieser Arbeit fand die Arbeitsgruppe von Nir Osherov (Sharon
et al., 2009) heraus, dass Kultur-Uberstande eines prtT-Disruptionsstammes zu reduzierter
Cytotoxicitat (ca. 90%) gegenlber Lungenepithelzellen fuhrt. Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass nach langerer Inkubation (24 Stunden) die Cytotoxicitat erneut anstieg, was
vermuten lie}, dass auch andere sekretierte Proteasen und Faktoren an diesen Prozessen
involviert sind. Auch wurde die hamolytische Aktivitit der Kultur-Uberstande untersucht.
Hier wurde gezeigt, dass Uberstande des prtT-Disruptionsstammes zu zehnfach reduzierter
H&molyse von Erythrozyten fuhrt.
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Auffallig ist, dass das prtT-Gen im Genom der weniger virulenten Spezies A. nidulans
nicht vorkommt. Die Menge an extrazelluldrer proteolytischer Aktivitat eines A. nidulans-
Wildtyps ist &hnlich der des prtT-Deletionsstammes von A. fumigatus (eigene, unpublizierte
Daten), was zeigt, dass A. nidulans keine alternativen Wege des Proteinabbaus entwickelt hat.
Dies lasst wiederum vermuten, dass der Verlust von prtT in A. nidulans evolutionar ein eher
kirzliches Ereignis ist und dass das Fehlen von prtT in A. nidulans die Virulenz dieser
Spezies beeintrachtigt hat. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstiitzen diese Theorie
jedoch nicht, und da die Virulenz von Aspergillus von vielen Faktoren abhéngig ist, kann
angenommen werden, dass weitere Modifikationen flr den Unterschied zwischen dem

Saprophyten A. nidulans und dem Pathogen A. fumigatus verantwortlich sind.

5.2 Die PrtT-Expression wird durch elF2a-Kinasen beeinflusst

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit war die Fragestellung hinsichtlich der Regulation der PrtT-
Expression in A. fumigatus. Hierzu lieferten vorangegangene Ergebnisse Hinweise daftr, dass
der langen leader-Sequenz stromaufwaérts der PrtT-kodierenden Rergion eine regulatorische
Funktion zukommt. Daher wurde zunéchst der entsprechende Bereich in einen Hefe-
Testsystem untersucht. Die Auswertung des sog. 5'TRU (translationally regulative 5'UTR)
(Rachfall et al., 2009; Rachfall et al., 2011) erfolgte durch die Bestimmung der p-
Galaktosidase-Aktivitat unter der Kontrolle der prtT-5’'UTR. Unter Aminosauremangel wurde
eine dereprimierte lacZ-Expression im Vergleich zu Nichtmangelbedingung beobachtet, was
auf eine regulatorische Funktion der 5'UTR und somit auf eine post-transkriptionelle
Regulation des prtT durch seine leader-Sequenz hindeutet. In Hefe ist deine derartige
Regulation anhand der 5'UTR der GCN4-mRNA bereits intensiv untersucht worden
(Hinnebusch, 1984, 1997; Hinnebusch und Natarajan, 2002; Hinnebusch, 2005).
Aminosdauremangel fuhrt hierbei zu einer verstarkten Translation des kodierenden Bereichs
auf der GCN4-mRNA, wohingegen sich Nichtmangel-Bedingungen reprimierend auf dessen
Translation auswirken.

Die Analyse der im Verlauf der Arbeiten hergestellten PprtT-gfp-Reporterstimme
unterstiitzte die Annahme, dass der langen 5'UTR des prtT-Gens regulatorische Funktion
zukommt. Zwei der Reporterstdmme enthielten eine zusétzliche Deletion in Genen, die fur
elF2a-Sensorkinasen, CpcC bzw. IfkB, kodieren, bei einem weiteren Reporterstamm waren
beide Gene deletiert, und ein Kontrollstamm enthielt nur das "prtT-gfp-Reporterkonstrukt.
Dadurch konnte die Auswirkung des Fehlens einer oder beider Sensorkinasen auf die
Expression von PrtT untersucht werden. In diesem Fall war es entscheidend, dass die prtT-
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5'UTR die Expression des gfp-Gens regulierte, sodass zusatzlich der Einfluss verschiedener
Stickstoffquellen auf die 5'UTR des prtT-Gens untersucht werden konnte. Hierbei wurde
davon ausgegangen, dass die Menge des exprimierten GFP der Menge des exprimierten PrtT
im Wildtyp entspricht und somit Ruckschlisse auf die Regulation durch die prtT-leader-
Sequenz erlaubt.

Die Funktionalitdit des GFP-Reporters der vier Stdmme konnte durch
Fluoreszenzmikroskopie validiert werden, wobei zudem der Einfluss einer priméren
Stickstoffquelle im Vergleich zu einer sekundaren Stickstoffquelle im Medium beobachtet
werden konnte. Nach Auskeimen der Sporen in Medium mit Ammonium als primarer
Stickstoffquelle war lediglich eine schwache Fluoreszenzenz zu sehen, wohingegen nach
Wachstum in Medium mit BSA als einziger, aber sekundarer Stickstoffquelle eine deutlich
stirkere Fluoreszenz erkennbar war. Dies liel} auf eine Regulation der gfp-Expression durch
die 5'UTR des prtT schlieBen, da im ersten Teil der vorliegenden Arbeit bereits der
induzierende Einfluss von BSA als einziger Stickstoffquelle auf die Sekretion wvon
proteolytischer Aktivitat, welche durch PrtT reguliert wird, beobachtet worden war.
Zusétzlich scheint die Stickstoff-Katabolit-Repression einen regulatorischen Einfluss auf die
Expression von prtT bei Anwesenheit einer primdren Stickstoffquelle zu haben. Die
Stickstoff-Katabolit-Repression basiert auf der negativen Regulation von Genen, die fir den
Stickstoff-Katabolismus  bendtigt werden, sofern keine primdren Stickstoffquellen
(Ammonium, Glutamin, Glutamat) zur Verfligung stehen. Sind ausschlieBlich sekundére
Stickstoffquellen (Nitrat, Nitrit, Purine, Aminosauren, Proteine) vorhanden, werden
spezifische katabolische Enzyme synthetisiert. Die Expression von Genen dieser Enzyme
wird reguliert durch spezielle GATA-Transkriptionsfaktoren wie z. B. AreA in A. nidulans
(Kudla et al., 1990), NIT-2 in N. crassa (Stewart und Vollmer, 1986; Fu und Marzluf, 1987)
und GIn3p in S. cerevisiae (Minehart und Magasanik, 1991), die somit eine Stickstoff-
Katabolit-Derepression bewirken. Steht eine primadre Stickstoffquelle in ausreichender Menge
zur Verfugung, wird die Transkription der flr die katabolischen Enzyme kodierenden Gene,
reprimiert. Dieses komplexe System, an dem diverse Komponenten spezifischer Signalwege
beteiligt sind, scheint auch die Expression von prtT zu beeinflussen.

Ein posttranskriptioneller Regulationsmechanismus auf translationeller Ebene ist von
GCN4 in S. cerevisiae (Hinnebusch, 1984) bzw. cpcA in A. nidulans und A. fumigatus
(Hoffmann et al., 2001; Sasse et al., 2008) bekannt. Dieses Regulationssystem, das in
filamenttésen Pilzen als Cross-Pathway Control bezeichnet wird, beruht auf zwei kleinen

UORFs, die der eigentlichen kodierenden Region auf der mRNA vorangehen. Unter Nicht-
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Mangelbedingungen fiihrt die Transkription von cpcA durch Initiation der Translation an den
UORFs zu reprimierter Translation des cpcA-Transkriptes. Bei Aminosduremangel hingegen
wird durch Aktivierung der elF2a-Sensorkinase CpcC die Menge an terndren Komplexen,
welche fur die Initiation der Translation benétigt werden, reduziert, was zur Folge hat, dass
vermehrt die Initiation der Translation am eigentlichen cpcA-Startcodon erfolgt. Daher findet
unter diesen Bedingungen zwar insgesamt die Translationsinitiation seltener statt, die
Expression von cpcA wird jedoch deutlich verstarkt. In A. fumigatus wurde eine weitere
Sensorkinase (IfkB) identifiziert (Sasse et al., 2008), deren genaue zellulére Funktion jedoch
bislang nicht hinreichend bekannt ist. Es konnte gezeigt werden, dass sie, genau wie CpcC,
elF2a phosphoryliert, von welchen Bedingungen dies jedoch abh&ngig ist, bleibt ungeklért.

Die vermutete translationelle Regulation der prtT-Expression durch die Sensorkinasen
CpcC bzw. IfkB sollte mit den konstruierten PprtT-gfp-Reporterstimmen untersucht werden.
Anhand von Western-Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Anwesenheit einer der
zwei Sensorkinasen, CpcC bzw. IfkB, ausreichend fir die volle gfp-Expression ist, vermittelt
durch die 5'UTR von prtT. Zudem war zu beobachten, dass bereits nach zweistlindiger
Inkubation der Reporterstimme in BSA-haltigem Medium die Menge an gebildetem GFP im
Vergleich zur Inkubation auf Medium mit Ammonium deutlich zunahm, wobei dieser Effekt
bei dem Reporterstamm mit beiden deletierten Sensorkinasen nicht zu sehen war. Das Fehlen
beider Sensorkinasen scheint also auf translationeller Ebene einen Effekt auf die Regulation
von prtT zu haben.

Die Regulation der prtT-Expression auf transkriptioneller Ebene wurde durch quantitative
RT-PCR untersucht, die Ergebnisse dieser Experimente sind jedoch eher kritisch zu
beurteilen. Eine Auswertung der Daten lieferte im Vergleich zu vorherigen Untersuchungen
widerspriichliche Ergebnisse, sodass eine eindeutige Aussage zu diesem Zeitpunkt nicht
maoglich ist. Zudem konnten nur die Ergebnisse zweier biologischer Replikate miteinander
verglichen werden, sodass es fiir eine genaue Bewertung der Ergebnisse unerlésslich ist,
Messungen mit weiteren biologischen Replikaten mit einzubeziehen. Bei der vermuteten
Regulation der 5'UTR von prtT via elF2a-Kinase-Signaltransduktion wéare zu erwarten
gewesen, dass im Gegensatz zur beobachteten induzierten Expression bei Anwesenheit von
BSA als Stickstoffquelle, auf transkriptioneller Ebene keine Unterschiede in den vorhandenen
Transkriptlevels bei Inkubation in Ammonium bzw. BSA als Stickstoffquelle auftreten.
Daruber hinaus unterscheiden sich die Mengen der prtT-Transkripte deutlich von denen der
gfp-Transkripte. Da aufgrund der Konstruktion der Reporterstamme das prtT-Gen
ausschlieBlich durch einen 2 kb groB3en Bereich seiner 5'UTR reguliert wird, das gfp jedoch
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durch die gesamte stromaufwarts gelegene UTR, wére es mdglich, dass auBerhalb der fir das
prtT-Gen untersuchten 5'UTR weitere regulatorische Bereiche liegen, wodurch eine
unterschiedliche Regulation des prtT bzw. gfp der Reporterstimme stattfindet und damit
unterschiedliche Mengen an jeweiligem Transkript zu beobachten waren. Ebenso ware es
maoglich, dass zusétzlich zur Regulation {iber den elF2a-Kinase-Signalweg, der ausschlielRlich
translationell erfolgt, auch Regulationsmechanismen eine Rolle spielen, die auf
transkriptioneller Ebene wirken, wie z. B. die oben erwéhnte Stickstoff-Katabolit-Repression,
oder Autoregulationsmechanismen, bei denen das gebildete Protein am Promotor des fiir ihn
codierenden Gens bindet und somit eine regulatorische Funktion auf seine Transkription hat.
Positive Autoregulation ist zum Beispiel bekannt von cpcA in A. nidulans, wobei das
gebildete Protein an spezielle Cross-Pathway Control Response Element (CPRE)-Sequenzen
in der Promotorregion des Gens bindet, was zu einer Verstarkung der Transkriptionsrate an
cpcA flhrt (Hoffmann et al., 2001).

Zusammengenommen liefern die vorliegenden Daten Hinweise auf unterschiedliche
Regulationsmechanismen; einerseits translationell, &hnlich wie bei GCN4 in Hefe,
andererseits transkriptionell Uber die Stickstoff-Katabolit-Repression und mdoglicherweise

weitere Mechanismen.

5.3 Die Biosynthese aromatischer Aminosauren ist ein maoglicher

Angriffspunkt gegen A. fumigatus

Pilze sind ebenso wie Bakterien und Pflanzen prototroph flir Aminosauren, sie sind also in der
Lage, alle bendtigten proteinogenen Aminoséuren selbst zu synthetisieren (Haslam, 1974;
Bentley, 1990). Daruber hinaus besitzen sie mannigfaltige Aufnahmesysteme fir
Aminosduren, Uber die sie selbige aus der Umgebung aufnehmen und in die Zelle
transportieren kénnen. Eine der Grundvoraussetzungen fiir das Uberleben saprophytischer
Pilze ist, dass sie in der Lage sind, sich den Bedingungen ihrer Umgebung anzupassen. Sind
nicht gentigend N&hrstoffe wie Aminosduren in der Umgebung vorhanden, wird deren
Biosynthese aktiviert um diesen Mangel auszugleichen. Sind jedoch Aminosduren in
ausreichender Menge frei zugénglich, werden sie Uber spezielle Transporter aufgenommen
und deren Produktion innerhalb der Zelle reduziert (Singh et al., 2010).

In vorangegangenen Studien wurde bereits herausgefunden, dass der Verlust
unterschiedlicher Gene der Aminosaurebiosynthese zu Stdmmen mit attenuierter Virulenz
fuhren kann (Sandhu et al., 1976; D'Enfert et al., 1996; Brown et al., 2000; Liebmann et al.,

2004; Rhodes, 2006; Schobel et al., 2010). Die Tatsache, dass in menschlichen Zellen die
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de novo-Biosynthese aromatischer Aminosduren nicht stattfindet, eréffnet die Mdglichkeit
einer Generierung von antimykotischen Substanzen die den Shikimatweg inhibieren. Diese
Uberlegung wird unterstiitzt durch die bereits erfolgreiche Verwendung des Herbizids
,Glyphosat”, dass in den Shikimatweg von Pflanzen eingreift, wodurch diese keine
aromatischen Aminosauren bilden kdnnen und zugrunde gehen. Sollte sich mindestens ein
Gen des Shikimatwegs in A. fumigatus als essentiell fiir dessen Uberleben herausstellen, ware
dies ein moglicher Angriffspunkt fur eine Therapie gegen Aspergillose.

Die Untersuchungen der Gene aroC und trpA, die Enzyme fir die Umsetzung von
Chorismat zu den entsprechenden Vorstufen von Phenylalanin und Tyrosin bzw. Tryptophan
kodieren, ergaben, dass deren jeweilige Deletion zu einem lebensfahigen, aber auxotrophen
A. fumigatus-Stamm  fuhrt. Werden den jeweiligen Mutanten nicht die ben6tigten
Aminosauren angeboten, kdnnen deren Sporen nicht auskeimen. Im Gegensatz dazu wurde
beobachtet, dass die Deletion beider Gene, aroC und trpA, nicht zu einem lebensfahigen
A. fumigatus-Klon fihrt, was auf die Notwendigkeit der Funktionalitdt mindestens eines der
Genprodukte hinweist. Interessant waren hierbei vor allem vorldufigen Daten aus
Tierversuchen, in denen sich beide Deletionsmutanten - AaroC und AtrpA - im
neutropenischen Mausmodel der pulmonaren Aspergllose als vollstdndig attenuiert bzw.
avirulent herausstellten (pers. Mitteilung S. Krappmann). Fir den AaroC-Stamm konnte
darliber hinaus eine starke Attenuierung im Modell der systemischen Infektion
neutropenischer Méause festgestellt werden. Derartige Virulenzests in geeigneten murinen
Tiermodellen bedirfen jedoch noch weiterer Kontrollversuche, um die Avirulenz
Phenylalanin/Tyrosin- bzw. Trpyptophan-auxotropher A. fumigatus-Stdmme zu untermauern.

Als weiterer interessanter Aspekt wurde herausgefunden, dass ein aroC-Deletionsstamm
in supplementiertem Flussigmedium dufRerst schlecht auskeimt. Ein Grund hierfur konnte
sein, dass im Vergleich zu Wachstum auf Festmedium, wobei vor allem asexuelle Sporulation
stattfindet, sich das Wachstum in Flissigmedium auf Hyphenwachstum beschrénkt und daher
je nach Umgebungszustand unterschiedliche Gene exprimiert werden. Ebenso ist es denkbar,
dass unterschiedliche Né&hrstoffaufnahmesysteme je nach Umgebungszustand exprimiert
werden und der aroC-Deletionstamm dementsprechend in Flissigkultur nicht ausreichend
supplementiert werden kann. Aufféllig war auch, dass sowohl Sporen des aroC- als auch des
trpA-Deletionstamms in  flussigem Vollmedium (nach Supplementierung mit den
entsprechenden Aminosduren) schlecht auskeimen konnten, wohingegen der trpA-
Deletionstamm in flissigem Minimalmedium (nach Supplementierung mit Tryptophan)

normales Wachstum zeigte. Hierbei ware ein mdglicher Einfluss in der priméren
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Stickstoffquelle Nitrat zu sehen, die im Minimalmedium vorhanden ist. Im Gegensatz dazu
sind in Vollmedium Pepton/Trypton und Hefeextrakt als Stickstoffquellen vorhanden, die
normalerweise gut verwendet werden, was auch durch die Tatsache begriindet ist, dass Pepton
bereits vorverdaut und damit fur die Zelle leicht zugénglich ist. In dem Fall der auxotrophen
Mutanten mussten jedoch die jeweiligen Aminoséuren zugegeben werden, was voraussetzt,
dass diese benotigten Aminoséuren nicht als Stickstoffquelle verwendet werden durfen, da der
Zelle ansonsten nicht gentigend entsprechender Aminosdure fir weitere Biosynthesewege zur
Verflgung steht. Werden im Gegensatz dazu die Deletionsstdamme in Minimalmedium
kultiviert, sind sowohl primére Kohlen- als auch Stickstoffquellen vorhanden und bei Zugabe
der bendtigten Aminoséuren koénnen diese Uber spezielle Transporter (Stuart et al., 1988;
Jorgensen et al., 1998; Margolis-Clark et al., 2001; Apostolaki et al., 2009) direkt in die Zelle
aufgenommen werden.

Der Shikimatweg stellt als Ziel zur Inhibierung des Wachstums von Pilzen einen
einzigartigen Biosyntheseweg dar. Einige der Reaktionen dieses Synthesewegs sind
einzigartig in der Natur, wie z. B. die sechste Reaktion dieses Weges, die durch eine EPSP-
Synthase katalysiert wird und ein Transfer der intakten Enolpyruvyl-Untereinheit von
Phosphoenolpyruvat zu Shikimat-3-Phosphat stattfindet (Macheroux et al., 1999). Das einzige
weitere Beispiel dieser Art von Reaktion ist aus der Zellwand-Biosynthese in Bakterien
bekannt, katalysiert durch die UDP-N-Acetylglukosamin-Enolpyruvyl-Transferase (Rogers et
al., 1980). Diese beiden Enzyme sind das Ziel des Breitband-Herbizids ,,Glyphosat*
(Steinrucken und Amrhein, 1980) bzw. des Antibiotikums Fosfomycin (Kahan et al., 1974).
Interessanterweise werden die funf Schritte der Umwandlung von DAHP zu EPSP, im
Gegensatz zu Bakterien, bei S. cerevisiae durch ein pentafunktionelles Enzym (ARO1)
katalysiert. Das entsprechende Enzym anderer Ascomyceten scheint ebenfalls
multifunktionell zu sein, wie z.B. in Schizosaccharomyces pombe (Nakanishi und
Yamamoto, 1984) und A. nidulans (Charles et al., 1986) gezeigt werden konnte. Fir N. crassa
wurde ein entsprechendes dimeres Enzym identifiziert, das aus zwei identischen
pentafunktionellen Polypeptiden besteht (Giles et al., 1967; Lambert et al., 1985; Coggins
und Boocock, 1986).

Bei dem Versuch eine aroM-Deletionsmutante von A. fumigatus herzustellen, wurde
herausgefunden, dass die Deletion dieses Gens lethale Auswirkung auf den Pilz hat bzw.
keine erfolgreiche Supplementierung mit allen drei aromatischen Aminosduren stattfinden
kann. Interessanterweise ist in S. cerevisiae eine entsprechende Deletionsmutante lebensfahig

(Lucchini et al., 1978), vorausgesetzt ihr werden die entsprechenden Aminosauren im
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Medium zugeflgt. Das zeigt deutlich, dass bei der aroM-Deletionsmutante von S. cerevisiae
eine ausreichende Supplementierung durch die aromatischen Aminosauren maoglich ist,
jedoch nicht im Falle der aroM-Deletionsmutante in A. fumigatus.

Die Chorismatsynthase katalysiert den siebten Schritt des Shikimat-Syntheseweges, die
Umwandlung von 5-Enolpyruvylshikimat-3-Phosphat zu Chorismat, die letzte gemeinsame
Vorstufe in der Biosynthese der aromatischen Aminosduren von Bakterien, Pilzen und
Pflanzen (Bentley, 1990). Dieses Enzym ist biochemisch gesehen sehr ungewohnlich und es
benotigt fir die seltene 1,4-trans-Eliminierung die reduzierte Form von FMN (FMNH,) als
Kofaktor (Henstrand et al., 1995). Es wurde festgestellt, dass der reduzierte Kofaktor in
Bakterien, Pflanzen und Pilzen auf verschiedene Arten zugédnglich gemacht wird. Die
Chorismatsynthase von Pilzen besitzt eine zweite enzymatische Aktivitat, die es dem
Organismus ermdglicht FMN auf Kosten von NADPH zu reduzieren, im Gegensatz zu
Pflanzen und Bakterien, die auf reduziertes FMN aus der Umgebung angewiesen sind
(Macheroux et al., 1999). So wurde im Gegensatz zum monofunktionellen Enzym in Pflanzen
und Bakterien fir N. crassa und S. cerevisiae eine bifunktionelle Chorismatsynthase mit
intrinsischer Flavin-Reduktase gefunden (Gaertner und Cole, 1973; White et al., 1988; Jones
et al., 1991; Henstrand et al., 1995; Quevillon-Cheruel et al., 2004) (Abb. 44).
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Abbildung 44 Schema der Umwandlung von EPSP zu Chorismat, katalysiert durch die bifunktionelle
Chorismatsynthase. Im Gegensatz zum monofunktionellen Enzym aus Bakterien und Pflanzen, besitzt die
bifunktionelle Chorismatsynthase eine Flavin-Reduktase Aktivitat (Quevillon-Cheruel et al., 2004)
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Die Chorismatsynthase in Hefe konnte erfolgreich deletiert werden (Burke et al., 2000),
daher scheint die Deletion des bifunktionellen Enzyms nicht unweigerlich in Lethalitat des
Organismus zu resultieren, wie es in dieser Arbeit fir A. fumigatus beobachtet wurde.
Interessanterweise wurde die Chorismatsynthase von N. crassa nicht direkt deletiert, sondern
entweder durch Punktmutationen inhibiert oder im heterologen System untersucht. Hierbei
erfolgte eine Komplementierung des Phénotyps der Chorismatsynthase-Deletion in E. coli
(Henstrand et al., 1995). Auch die Chorismatsynthase des opportunistisch phytophatogenen
Pilzes Verticillium longisporum wurde im heterologen System durch Komplementierung der
ARO2-Deletion in S. cerevisiae untersucht (Burke et al., 2000; Singh et al., 2010). Daher ist
nicht geklart, ob eine Deletion der Chorismatsynthase in der Unterklasse Pezizomycotina
generell zur Lethalitat fuhrt.

Die Tatsache, dass der reduzierte Kofaktor FMN fir den Aro2p/AroB-vermittelten
Reaktionsschritt unbedingt erforderlich ist, bietet einen Ansatzpunkt fir die Entwicklung
neuer Antimykotika. Auch kdnnen Substratanaloga der Enzyme des Shikimat-Syntheseweges
diesen blockieren, wobei einige dieser Analoga nicht direkt das entsprechende Enzym
inhibieren, sondern nach Konversion zu Substratanaloga nachfolgender Enzyme deren
Aktivitat inhibieren (Roberts et al., 2002). Zum Beispiel sind (6S)-6-Fluoroshikimat und
(6R)-6-Fluoroshikimat Substrate der Shikimatkinase in E. coli und werden zu (6S)-6-Fluoro-
EPSP und (6R)-6-Fluoro-EPSP konvertiert. (6R)-6-Fluoro-EPSP wirkt inhibierend auf die
Chorismatsynthase, wohingegen (6S)-6-Fluoro-EPSP durch die Chorismatsynthase zu 6-
Fluorochorismat umgewandelt wird (Ramjee et al., 1992), welches anschlieBend die Synthese
von p-Aminobenzoesdure inhibiert (Davies et al., 1994; Bornemann et al., 1995). Dagegen
wurde festgestellt, dass sowohl (6S)-6-Fluoroshikimat als auch (6R)-6-Fluoroshikimat die
Chorismatsynthase von N. crassa inhibieren (Balasubramanian et al., 1991), indem sie
vermutlich die Flavinreduktase der bifunktionellen Chorismatsynthase in N. crassa
beeintrachtigen (Roberts et al., 2002). Dies zeigt, dass auch eine Inhibierung anderer Enzyme
des Shikimat-Synthesewegs ein mogliches Ziel fiir die Entwicklung von antimykotischen
Therapien darstellt.

Ebenso wie die Deletion von aroM war die Deletion des Chorismatsynthase-kodierenden
Gens aroB in A. fumigatus nicht méglich und deutete auf ein weiteres essentielles Gen in der
Biosynthese aromatischer Aminosduren hin. Um das essentielle aroB-Gen trotzdem
untersuchen zu konnen, wurde die Methode des Tet-on-Systems verwendet. Dieses System
basiert auf dem Operon der Tetracyclin-Resistenz aus E. coli und ist fur S. cerevisiae und C.

albicans hinreichend etabliert (Park und Morschhduser, 2005). Es wurde gezeigt, dass dieses
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System auch fiir A. fumigatus funktionell ist (Vogt et al., 2005; Meyer et al., 2011) und sich
fir die Generierung von Mutanten eignet, bei denen ein essentielles Gen phénotypisch
charakterisiert werden soll. Im Verlauf der Arbeiten stellte sich heraus, dass anscheinend
unter nicht-induzierenden Bedingungen, in Abwesenheit von Doxycyclin, bei einigen Sporen
der reverse Tet-Repressor an den Operator binden kann, um die aroB-Transkription zu
induzieren, sodass es trotz fehlendem Doxycyclin zur Expression von aroB und damit zum
Auskeimen weniger Sporen kam. Hierfur wurde eine Rate im Promillebereich ermittelt. Daher
ware flr Untersuchungen eines konditionalen Expressionsstammes mit Hilfe des Tet-
Promotors das Tet-off System besser geeignet, da hierbei bei Anwesenheit von Doxycyclin
der Phanotyp einer Deletion erzeugt wirde. Zudem scheint bei dem in dieser Arbeit
verwendeten System ein weiteres Problem zu sein, dass die Sporen fiir die Expression des
aroB Gens zunachst auf Doxycyclin-haltigem Medium angezogen werden missen, so dass
nicht ausgeschlossen werden kann, dass sie geringe Mengen an Doxycyclin speichern, die
dann ausreichend sind, um auf Medium ohne Doxycyclin auszukeimen.

Insgesamt deuten die gescheiterten Deletionsversuche zweier Gene des Pré-
Chorismatwegs (aroM und aroB) und die nicht mdgliche Doppeldeletionsmutante
AtrpA; AaroC auf essentielle Genprodukte in der Biosynthese aromatischer Aminoséuren von
A. fumigatus hin. Dies macht die Enzyme des Shikimat-Synthesewegs und die der davon
abzweigenden Aste der Biosynthese von Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan zu einem

vielversprechenden Ziel antimykotischer Substanzen.

Insgesamt ging es in dieser Arbeit um die n&here Untersuchung von
Wachstumssubstraten von A. fumigatus. Als saprotropher Organismus hat sich dieser Pilz
seiner Okologischen Nische ausgezeichnet angepasst, besitzt jedoch die Fahigkeit einen
immunsupprimierten Wirt zu befallen und die benétigten Nahrstoffe fir sein Wachstum
innerhalb des Wirts zu erschlieBen. Dabei wird vermutet, dass die Lunge von S&ugern als
Substrat dient, weshalb in dieser Arbeit deren Verwertung bzw. Zusammensetzung untersucht
wurde. Hierbei galt es herauszufinden, ob die Lunge genligend Nahrstoffe bietet, um unter
anderem auxotrophe A. fumigatus-Stdmme ausreichend zu supplementieren.

Die PrtT-Studie zeigt eine hohe Redundanz beziglich saprotropher Eigenschaften und
dementsprechend auch fir die Virulenz. Die enorme Anzahl der unterschiedlichsten Proteasen
erschwert die Identifizierung von spezifischen Schlisselfaktoren und Angriffspunkten.

Im Gegensatz dazu scheinen grundlegende Biosynthesewege, die keine derartige

Redundanz aufweisen besser geeignet zu sein, vorausgesetzt sie unterscheiden sich
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hinreichend von den Synthesewegen des Wirts. Hierbei wurde die Biosynthese der
aromatischen Aminosduren als vielversprechend bewertet, da ein entsprechender
Syntheseweg im Menschen fehlt. Erste Untersuchungen bestatigten die Notwendigkeit dieser
Synthesewege fur A. fumigatus, trotzdem sind weitere Experimente unerldsslich, um zu
uberpriifen, ob sich eines der beteiligten Enzyme als Ziel fir antimykotische Substanzen

eignet.
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