Author Proof

®

Check for
updates

Aspergillus nidulans
als Modellsystem fiir
filamentose Pilze

Reinhard Fischer

4.1 Der Aufbau der Zelle - 95

4.2 Wachstum - 97

4.3 Analyse des Cytoskeletts - 100

4.4 Zellbiologie - 101

4.5 Die Entdeckung von y-Tubulin - 101

4.6 Mutantenscreen mit anschlieBender
Genomsequenzierung - 103

4.7 Konidiophorenbildung als Beispiel eukaryotischer
Entwicklungsbiologie - 104

4.8 Entwicklungsmutanten von A. nidulans - 107

4.9 Sexuelle Entwicklung und
Genetik von A. nidulans - 107

4.10 Sekundarstoffwechsel und neue industrielle

Anwendungsmoglichkeiten - 111

Literatur - 114

© Springer-Verlag GmbH Deutschland, ein Teil von Springer Nature 2019
P. Nick et al., Modellorganismen, https://doi.org/10.1007/978-3-662-54868-4_4


https://doi.org/10.1007/978-3-662-54868-4_4
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1007/978-3-662-54868-4_4&domain=pdf

Author Proof

94 Kapitel 4 - Aspergillus nidulans als Modellsystem fiir filamentose Pilze

Uberblick fiir schnelle Leser

Filamentose Pilze spielen eine enorm wich-
tige Rolle in der Natur. Gemeinsam mit
Bakterien sind sie mafBgeblich am Abbau
organischen Materials beteiligt und zeich-
nen sich insbesondere durch den Abbau von
Polymeren wie Cellulose und Lignin aus. Sie
sind also unersetzlich, um den Kohlenstoff-
fluss auf der Erde zu garantieren. Neben die-
ser Rolle im Nahrstoffkreislauf spielen Pilze
aber auch eine wichtige Rolle als symbionti-
sche Lebenspartner der meisten Landpflanzen
(Mykorrhiza). Einige Pilze, wie die Rost- und
Brandpilze, leben dagegen auf Kosten ande-
rer Pflanzen, sind pathogen und verursachen
weltweit enorme Ernteausfélle, die in der
Vergangenheit zu Hungersnoten gefiihrt
haben. Auch Tiere und der Mensch kdénnen
von einigen Pilzen befallen werden. Dazu
gehdren harmlosere Nagelmykosen, aber auch
meist todlich verlaufende systemische Pilz-
infektionen. SchlieBBlich werden Pilze schon
seit Tausenden von Jahren in der Lebens-
mittelherstellung (Schimmelkdse, Sojasauce)
eingesetzt, dienen seit ca. hundert Jahren
zur industriellen Herstellung der gesamten,
weltweit verwendeten Citronensdure und
werden vielféltig in der modernen Biotechno-
logie (Penicillinherstellung) verwendet. Alle
genannten Aspekte werden in vielen Labo-
ratorien sowohl an Universitaten als auch
in der Industrie mit modernsten Methoden
analysiert, um zum Beispiel Pilze in der nach-
haltigen Landwirtschaft einzusetzen, Enzyme
zu produzieren, neue Antibiotika und Antimy-
kotika zu entwickeln oder neue, pharmako-
logisch wirksame pilzliche Sekundédrmetabolite
zu entdecken. Daneben werden Pilze in der
Grundlagenforschung als Modelle eingesetzt,
um allgemeine eukaryotische Funktionen wie
den Zellzyklus, die Funktion des Cytoskeletts
oder die Ausbildung von Polaritat zu studieren.
Das Reich der Pilze ist also sehr vielseitig
und extrem artenreich. Dabei sind nicht
alle Arten gleichermallen gut fiir die Arbeit

im Labor geeignet, da viele Pilze sehr lang-
sam wachsen, oder genetisch recht instabil
sind. Die modernen molekularbiologischen
Methoden erfordern auferdem eine leichte
Transformierbarkeit und, wenn maglich,
einen sexuellen Vermehrungszyklus, um
genetische mit molekularen Methoden kom-
binieren zu koénnen. Ein Pilz, fir den diese
Parameter zutreffen, ist Aspergillus nidulans.
Dieser Pilz wdchst bei 37 °C ausgehend von
einer einzigen Spore innerhalb von 24 h zu
einer centgrof3en Kolonie heran, die ebenfalls
wieder asexuelle Sporen bildet (B Abb. 4.1).
Die Sporen sind einkernig und haploid und
damit hervorragend fiir Mutageneseexperi-
mente geeignet. Neben dem asexuellen Ent-
wicklungszyklus kann sich A. nidulans auch
mit anderen Stammen paaren und besitzt
einen sexuellen Zyklus. Das Genom wurde
bereits 2005 komplett sequenziert, und
viele ‘moderne molekularbiologische, bio-
chemische und zellbiologische Methoden
stehen fur die Analysen zur Verfiigung. Der
Stoffwechsel von A. nidulans ist ebenfalls
sehr interessant, da neben Penicillin viele
andere Sekunddrmetabolite gebildet werden.
Aspergillus nidulans hat mit A. fumigatus einen
pathogenen, mit A. niger und A. oryzae zwei
industriell sehr bedeutsame Verwandte. Dem-
entsprechend werden viele Aspekte der Pilz-
biologie mit A. nidulans als Modellorganismus
untersucht. So wurde der Organismus durch
die Analyse des Zellzyklus, die Entdeckung
von y-Tubulin, die Untersuchung der Steue-
rung von Entwicklungsvorgdangen sowie die
Analyse des Sekundarstoffwechsels bekannt.
Bei einigen der genannten Aspekte wie der
Analyse zellbiologischer Vorgange spielen die
Béckerhefe Saccharomyces cerevisiae oder die
Spalthefe Schizosaccharomyces pombe fiih-
rende Rollen, aber andere Phdnomene wie die
Bildung von Sekunddrmetaboliten sind auf
filamentose Pilze beschrankt und werden des-
halb in A. nidulans und anderen Produzenten
sehr erfolgreich analysiert.
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4.1 - Der Aufbau der Zelle
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B Abb. 4.1 Foto einer Agarplatte, die mit Aspergillus-nidulans-Kolonien bewachsen ist. Aus jeder Spore ist nach
zwei Tagen Inkubation bei 37 °C eine centgrof3e Kolonie gewachsen, die bereits wieder viele Millionen asexuelle,

griine Sporen gebildet hat

4.1 Der Aufbau der Zelle

Das vegetative Wachstum von A. nidulans
erfolgt durch Hyphen, rohrenartige, lang-
gestreckte Zellen, die sich kontinuierlich an
der Spitze verlingern (8 Abb.4.2). Wenn die
Zellen eine bestimmte Linge erreicht haben,
wird in einigem Abstand von der Spitze eine
Querwand eingezogen, die in der Mitte einen
Porus offen ldsst. So bleiben die Tochterzellen
durch eine Cytoplasmabriicke verbunden
und werden deshalb als Zellkompartimente
bezeichnet. Altere Kompartimente wach-
sen nicht mehr, kénnen aber lokal eine neue
Wachstumszone generieren, was zu einer
Verzweigung fithrt. Die Gesamtheit der ver-
zweigten Hyphen bezeichnet man als Mycel.
Da die Kompartimente durch den Porus ver-
bunden bleiben, spricht man von einem Syn-
cytium. Die Einheit des Cytoplasmas birgt
die Gefahr, dass bei einer Verletzung der
Hyphe das Cytoplasma ,auslduft® Das wird
durch ein spezielles Organell, den Woro-
ninkorper, verhindert. Dieses Organell wird

aus einem Peroxisom gebildet, das vor allem
mit einem einzigen Protein gefiillt ist. Dieses
Protein wird in so groflen Mengen im Pero-
xisom angehduft, dass es auskristallisiert und
damit eine stabile Struktur bildet. Die Woro-
ninkorper sind mit den Septen assoziiert und
verschlielen bei Verletzung eines Nachbar-
kompartiments den Porus wie der Stopfen in
einer Badewanne.

Die Hyphen von A. nidulans — wie die der
meisten anderen Pilze - sind von einer dicken
Zellwand umgeben. Die Zellwand besteht aus
verschiedenen Zuckerpolymeren mit unter-
schiedlichen Anteilen und enthalt als charakte-
ristische Komponente Chitin. Im Falle von A.
nidulans besteht die Zellwand zu 60 % aus ver-
schiedenen Glucanen, 30 % Galactomannanen
und ca. 7% Chitin. Die Zellwidnde der Pilze
sind damit komplexer zusammengesetzt als die
Zellwiande der Pflanzen (Cellulose) oder Bakte-
rien (Peptidoglycan). Da viele der Polymere in
anderen Organismen — vor allem bei héheren
Eukaryoten - nicht vorkommen, ist die Zell-
wand-Biosynthese ein Ziel fir Antimykotika
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Vakuolen

Uberlagerung

B Abb. 4.2 Aufbau der Hyphen von A. nidulans. Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Schnitten der
Kompartimente: a Zellkern, b mehrere Mitochondrien wurden angeschnitten, sodass die inneren Membran-
systeme sichtbar sind, c die Zellwand, das Septum mit einem zentralen Porus und einige (stark kontrastierte)
Woroninkorper auf jeder Seite des Septums, d Immunogoldfarbung eines Mannoproteins von A. nidulans. Die

kleinen schwarzen Punkte sind die Goldpartikel, die gut in der Zellwand sichtbar sind. e-h Darstellung von Zell-
kernen, Mitochondrien und Vakuolen in lebenden Kompartimenten. Die Zellkerne wurden mit Rot fluoreszieren-
dem Protein (DsRed) angefarbt, die Mitochondrien mit Griin fluoreszierendem Protein (GFP) und die Vakuolen
mit einem Farbstoff. Die Uberlagerung der Bilder zeigt die Anordnung der Organellen zueinander. Die Zellkerne
sind sehr gleichmafig verteilt. Die Mitochondrien bilden ein tubuléres Netzwerk und sind an der Hyphenspitze

konzentriert. (a, b und c entstammen dem Lehrbuch Munk: Mikrobiologie, Spektrum Verlag; d wurde ent-

nommen aus Jeong et al. 2004)

(ahnlich Penicillin, das in die bakterielle Pep-
tidoglycansynthese eingreift). So wurden in
den 1970er-Jahren die ersten Echinocandine
(Lipopeptide) bei der Analyse von pilzlichen
Sekundarmetaboliten entdeckt. Seitdem wur-
den mehrere semisynthetische Analoga wie zum
Beispiel Caspofungin (auf dem Markt zugelassen
seit 2001) oder Anidulafungin (seit 2006) ent-
wickelt, die heute gegen Pilzinfektionen ein-
gesetzt werden. Echinocandine hemmen die
Glucan-Synthase und werden auch als Penicil-
line der Antimykotika bezeichnet.

Ein weiterer Unterschied zu hoheren
Eukaryoten besteht in der Zusammenset-
zung der Cytoplasmamembran. Wahrend die

Phospholipiddoppelschicht bei Tieren durch
Cholesterol und bei Pflanzen durch Phy-
tosterol implementiert wird, enthalten pilz-
liche Membranen Ergosterol. Dieser wichtige
Unterschied bietet einen Angriffspunkt fir
das Antimykotikum Voriconazol, das in die
Ergosterol-Biosynthese eingreift.

Die Kompartimente von A. nidulans ent-
halten in der Regel mehrere Zellkerne, viele
Mitochondrien, das ER, einen Golgiapparat,
mehrere ungleich grofle Vakuolen und viele
Arten von sekretorischen oder endocyto-
tischen Vesikeln. Damit enthalten Pilz-
kompartimente wie hoéhere Eukaryoten die
volle Ausstattung von Organellen.

Layout: T5 Sophie_4C | 316786_1_De

Chap No.: 4

2 Februar 2019 09:18 | ISBN: 978-3-662-54868-4 | Page: 96/115 | =




Author Proof

4.2 - Wachstum

4.2 Wachstum

Das Wachstum von A. nidulans erfolgt an der
Spitze, die sich bei optimalen Wachstums-
bedingungen in jeder Minute um 0,3-1,0 um
verlangert. Dies erfordert zum einen die Ver-
groflerung der Zellmembran, und zum ande-
ren auch ein ,,Aufweichen® und den Neueinbau
von Zellwandkomponenten. Beides wird durch
einen kontinuierlichen Fluss sekretorischer
Vesikel gewihrleistet, die Chitin-Synthasen
und andere Zellwand-Biosyntheseenzyme ent-
halten, andererseits natiirlich auch zur Mem-
branvergroflerung beitragen (B Abb. 4.3). Die
Vesikel werden im endoplasmatischen Reti-
kulum gebildet, von wo sie zum Golgiapparat
zur Modifikation der Enzyme gelangen. Der
Golgiapparat ist anders als bei hoheren Euka-
ryoten nicht ein einziges Kompartiment,
sondern in einem Hyphenkompartiment
befinden sich viele sogenannte Golgidquiva-
lente. Nach der Proteinmodifikation im Golgi
werden wiederum Vesikel gebildet, die dann
zu einer besonderen Struktur an der Spitze der
Hyphe transportiert werden. Diese im Phasen-
kontrastmikroskop als ,Korperchen® sicht-
baren Strukturen werden als ,,Spitzenkorper®
bezeichnet. Elektronenmikroskopische ~Auf-
nahmen zeigen, dass es sich dabei um eine
Akkumulation von Vesikeln, aber auch von
Cytoskelettelementen handelt. Die genaue
Zusammensetzung und Organisation ist noch
unbekannt, aber interessanterweise besteht die-
ses Organell offensichtlich aus verschiedenen
Populationen von Vesikeln. Wihrend Chitin-
Synthasen in sehr kleinen Vesikeln (ca. 60 nm
im Durchmesser) transportiert werden, die
im Innern des Spitzenkorpers zu finden
sind, wurde eine Untereinheit einer Glucan-
Synthase in grofieren Vesikeln in einem dufie-
ren Ring des Spitzenkorpers lokalisiert. Diese
Zone wurde als ,,Spitzenring“ bezeichnet. Von
beiden Strukturen werden die Vesikel tiber
das Actincytoskelett mithilfe von Myosin-
motoren entlang von Actinfilamenten bis
zur Membran transportiert, wo sie schlief3-
lich fusionieren und ihren Inhalt nach auflen
abgeben. Berechnungen haben ergeben, dass

97

6-20 Vesikel pro Sekunde fusionieren miissen,
um das Wachstum zu erkldren. Deshalb spielt
auch die Endocytose eine Rolle im polaren
Wachstum der Pilze. Zum einen wird iiber-
schiissige Membran wieder internalisiert, zum
anderen werden aber auch membranstindige
Proteine wieder aufgenommen und dann
abgebaut oder wieder zur Membran zuriick-
gebracht. Wiahrend die Rolle von Actin fiir
den Vesikeltransport und damit das Wachstum
essenziell ist, ist die Rolle von Mikrotubuli und
deren assoziierten Motoren etwas komple-
xer. Zum einen tragen sie zum Langstrecken-
transport der Vesikel hin zum Spitzenkérper
bei, wenn Hyphen sehr schnell wachsen, und
sind auch fiir die Teilung und die Verteilung
der Zellkerne essenziell, zum anderen sind
sie aber auch fiir die Richtung des Wachs-
tum wichtig. Sie transportieren sogenannte
Zellendmarkerproteine, die an der Hyphen-
spitze durch einen Prenylrest in der Memb-
ran verankert werden. Wenn das erste Protein
angekommen ist, rekrutiert sich ein ganzer
Proteinkomplex, zu dem dann auch Formin,
eine Actin-Polymerase, gehért. Durch die
Anordnung der Zellendmarkerproteine an der
wachsenden Spitze wird also die Positionie-
rung des Actincytoskeletts erreicht. Umgekehrt
regulieren die Zellendmarkerproteine auch
die Mikrotubuli. Mikrotubuli wachsen am
sogenannten Plus-Ende durch Anlagerung
von of-Tubulindimeren. Die Anlagerung wird
durch eine Tubulin-Polymerase begiinstigt, die
am Ende des Tubulus sitzt. Wenn die Mikro-
tubulienden den Cortex in der Hyphenspitze
erreichen, wird die Aktivitit der Polymerase
durch Interaktion mit einem Zellendmarker-
protein gedrosselt. Dadurch wird gewéhrleistet,
dass die Mikrotubuli nicht entlang des Cortex
weiterwachsen und in der Folge von der Spitze
riickwiérts wachsen wiirden. Eine interessante
Frage betrifft die Aufrechterhaltung der Zel-
lendmarkerprotein-Komplexe, obwohl sehr
viele Vesikel mit der Membran fusionieren und
dadurch die Zellendmarkerprotein-Komplexe
verdringen. Neueste Experimente haben
gezeigt, dass das tatsichlich passiert, dass die
Komplexe aber nur temporir aufrechterhalten
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O Abb. 4.3 Polares Wachstum. a Schema einer Hyphenspitze mit den Organellen, den Cytoskelettelementen,
dem Spitzenkorper und den Zellendmarkern; b Zellendmarker sind flir das gerichtete Wachstum wichtig. Die
mikroskopischen Bilder zeigen Hyphen eines Wildtyps und einer teaA- und einer teaR-Mutante. Die Mutanten
wachsen zickzackférmig oder in Kurven (Bilder nach Takeshita et al. 2008); c Schema der Vesikelfusion an der
Hyphenspitze. Das elektronenmikroskopische Bild zeigt die Anhdufung der Vesikel im Spitzenkorper nahe der
Membran. (Nach Munk, Mikrobiologie, Spektrum Verlag)
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4.2 - Wachstum

und kontinuierlich neue an der Spitze gebildet
werden.

= Spitzenkdrper und Wachstum nur an der
Hyphenspitze
In den Zwanzigerjahren des letzten Jahr-
hunderts entdeckte H. Brunswick an der
Spitze der Hyphen der Basidiomyceten
Coprinus durch Farbung eine Struktur. In
den Finfzigerjahren, als die Phasenkontrast-
mikroskopie in der Biologie eingefithrt
wurde, wurde die Struktur in Polystictus
von Manfred Girbardt (Universitit Jena)
als stark lichtbrechend beschrieben. Da die
Struktur immer an der wachsenden Spitze
zu erkennen war, wurde sie als Spitzen-
korper bezeichnet und mit dem polaren
Wachstum in Verbindung gebracht. In
spateren Versuchen gelang es mit Laser-
pinzetten, den Spitzenkdrper in der Zelle
auf eine Seite zu dringen. Prompt ver-
lingerte sich die Hyphe fortan an dieser
Stelle. So konnte man médandrierend wach-
sende Hyphen erzeugen. Nach Einfithrung

99 4

der Transmissionselektronenmikroskopie in
das Forschungsfeld wurde klar, dass es sich
beim Spitzenkérper um eine Ansammlung
von Vesikeln handelt. Man geht davon aus,
dass der Spitzenkorper eine Transitstation
fiir Vesikel ist, die im Cytoplasma gebildet
werden und Enzyme enthalten, die fiir die
Zellwand-Biosynthese ~ bendétigt — werden.
Tatsdchlich konnten Chitin-Synthasen im
Spitzenkorper nachgewiesen werden.

In einem zweiten Ansatz wurde 1969
elegant nachgewiesen, dass das pilzliche
Wachstum tatsdchlich vor allem an den
Hyphenspitzen stattfindet (8 Abb. 4.4). Salo-
mon Bartnicki-Garcia, damals an der Uni-
versity of Riverside in Kalifornien, fiitterte
wachsende Kulturen von Mucor rouxii mit
tritiummarkiertem  N-Acetyl-D-glucosamin
und fiithrte anschlieffend eine Autoradio-
graphie der Hyphen durch. Dadurch konnte
er zweifelsfrei zeigen, dass neues, radio-
aktives Zellwandmaterial nur an der Hyphen-
spitze eingebaut wird (Bartnicki-Garcia und
Lippman 1969).

O Abb. 4.4 Klassisches Experiment zum Nachweis des Spitzenwachstums in Mucor rouxii. Ausgekeimte Sporen
von M. rouxii wurden wahrend des Wachstums mit radioaktiv markiertem N-Acetylglucosamin fiinf Minuten
inkubiert, sodass neu gebildete Zellwand (Chitin und Chitosan) markiert wurde. Die Markierung ist vorwiegend
an der Spitze zu sehen. Das Bild wurde freundlicherweise von S. Bartnicki-Garcia (Ensenada, Mexiko) zur Ver-
fiigung gestellt. (s. auch Bartnicki-Garcia und Lippman 1969)
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4.3 Analyse des Cytoskeletts

A. nidulans besitzt wie alle anderen Eukaryoten
Mikrotubuli und Actin. Intermediédrfilamente,
wie man sie bei hoheren Eukaryoten findet,
fehlen hingegen. Im Gegensatz zur Bicker-
hefe, bei der Mikrotubuli auferhalb der Mitose
nur von geringer Bedeutung sind, besitzt A.
nidulans ein ausgepragtes Mikrotubulicytoske-
lett, das aus mehreren langen Biindeln besteht,
die longitudinal ausgerichtet sind. Die Bil-
dung erfolgt von den Mikrotubuli organisie-
renden Zentren (MTOCs) an den Zellkernen
(Spindelpolkorper; @ Abb.4.5). Diese Zent-
ren sind noch nicht im Detail untersucht, sind
aber vermutlich wie bei der Béackerhefe aus
einer Vielzahl verschiedener Proteine aufgebaut

Outer
plaque

Spindel

-

Central
plaque

Inner
Keim- plaque
schlauch

(mehr als 19 in S. cerevisiae). Der Protein-
komplex ist in die Zellkernmembran eingebettet
und besteht aus mehreren Lagen, einem inne-
ren Plaque, der die Mitosespindel bildet, einem
zentralen Plaque, der fiir die Verdopplung des
Komplexes benétigt wird, und einem &ufe-
ren Plaque, der Mikrotubuli in das Cytoplasma
polymerisiert. Neben diesen Zentren wurden in
A. nidulans weitere MTOCs an den Septen ent-
deckt. Sie besitzen einige zentrale Proteine der
Spindelpolkérper, aber sind vermutlich doch
unterschiedlich aufgebaut, da sie keine Mitose-
spindeln bilden miissen und auch nicht in eine
Zellkernmembran eingebettet sind. Die genaue
Zusammensetzung wird derzeit untersucht.

Die Mikrotubuli dienen als Schienen
fiir viele Transportvorgidnge. So werden sie

Cytoplasmatische

Mikrotubuli
7-TuRC,
GepC -
e /Cdc31
Ndc1 " sha
— s
), ,/Kern— Half sPB
CaM kiille bridge
<
PcpA Kernhiille und
Septum mit
ordentlichen
Membranen
Spindel-
mikrotubuli
sMTOC
UL UL
Mikrotubuli

O Abb. 4.5 Darstellung der Mikrotubuli-organisierenden Zentren (MTOCs) in A. nidulans. Die mikroskopischen
Bilder zeigen einen Keimling, in dem Tubulin mit GFP und das Spindelpolkérper- (SPB-)Protein ApsB mit Rot flu-
oreszierendem Protein (RFP) markiert wurden (a). Im Keimling laufen die Mitosen synchron ab, sodass hier zwei
Mitosespindeln zu sehen sind. b Eine Mitosespindel am Ende der Mitose. Die SPBs bilden auch astrale Mikro-
tubuli. ¢ Ein MTOC am Septum (sMTOC). Hier wurde Tubulin mit RFP markiert und ApsB mit GFP. Die Hyphen
messen ca. 3 um im Durchmesser. Die Schemen illustrieren den Aufbau der Spindelpolkdrper und der septalen

MTOCs. (Bilder nach Zhang et al. 2017)
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4.5 - Die Entdeckung von y-Tubulin

fir die Verteilung der Zellkerne bendtigt
oder auch fiir den Transport von exo- oder
endocytotischen Vesikeln. Wie oben bereits
erwihnt, transportieren sie auch die Zellen-
markerproteine an die Spitze der wachsenden
Hyphe, bestimmen somit die Organisation des
Actincytoskeletts und damit die Wachstums-
richtung. Actin findet man in zwei Formen,
als kurze Filamente an der Hyphenspitze und
als sogenannte Actinplaques am Cortex ent-
lang der Hyphe.

4.4 Zellbiologie

Die Geschichte der Zellbiologie von A.
nidulans ist untrennbar mit Ron Morris und
seinen Schiillern an der Rutgers University,
USA, verbunden. Als Mediziner hat R. Morris
zu Beginn seiner Karriere einen ungewohn-
lichen Schritt gewagt, ndmlich die Unter-
suchung des eukaryotischen Cytoskeletts
in A. nidulans mit genetischen Methoden.
Zur damaligen Zeit war die Zellbiologie eine
beschreibende ~ Wissenschaft.  Mikrotubuli
konnten visualisiert und Prozesse wie die
Mitose beschrieben werden. Nachdem es R.
Morris gelungen war nachzuweisen, dass A.
nidulans Tubulin enthalt, hat er eine Reihe
von Mutanten erzeugt, bei denen mikro-
tubuliabhdngige Prozesse gestort waren.
Die Mutanten wurden in den Folgejahren
molekularbiologisch analysiert und haben zu
einem tieferen Verstindnis der Mitose und
der Zellkernwanderung beigetragen sowie zur
Entdeckung von y-Tubulin gefiihrt.

Die molekularbiologische Analyse des
Cytoskeletts und deren Funktionen wur-
den durch die Isolierung von Mutanten ein-
geleitet. Da es sich oft um essenzielle Gene
handelt, hat R. Morris einen Mutantenscreen
nach temperatursensitiven (ts) Stimmen vor-
genommen (B Abb. 4.6). Aspergillus-nidulans-
Sporen wurden mutagenisiert, bei 30°C
zu Kolonien heranwachsen gelassen und
anschlieflend durch Replikaplattierung nach
Stammen gesucht, die nicht mehr bei 42 °C
wachsen konnen (8 Abb.4.8). Durch eine
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zweite Analyse der ts-Mutanten hinsicht-
lich der Zellkerne wurden drei Mutanten-
klassen isoliert. Stdmme, bei denen die
Zellkerne bei restriktiver Temperatur keine
Mitose durchfithren konnten, wurden mit
never-in-mitosis, nim, bezeichnet. Dann gab
es Stimme, die zwar noch Mitose initiierten
aber nicht vollendeten. Diese Mutanten wur-
den block-in-mitosis, bim, genannt. Schlief3-
lich hat R. Morris eine Klasse von Mutanten
isoliert, bei denen die Mitose ungestort ablief,
die Zellkerne sich aber nicht verteilt haben,
nuclear-distribution, nud (8 Abb.4.7). Die
Mutanten wurden zunichst klassisch ana-
lysiert. Durch Kreuzung mit Wildtypstimmen
wurde gezeigt, dass der beobachtete Phéno-
typ auf die Mutation eines einzelnen Gens
zuriickgefithrt werden kann. Durch Kreuzung
von Mutanten mit identischem Phanotyp
konnten verschiedene Gene definiert werden,
zum Beispiel nudA, nudE, bimC, bimE, nimA.
Durch Herstellung von diploiden Stdémmen
wurde gezeigt, dass die Mutationen rezessiv
waren. Die anschlieflende molekulare Analyse
und Klonierung der Gene durch Komplemen-
tation hat ergeben, dass zum Beispiel nudA
fir Dynein codiert. Dadurch wurde Dynein
in A. nidulans entdeckt. bimC codiert fiir ein
Kinesin, das in der Mitose wichtig ist. Die-
ses Kinesin war namengebend fiir die bimC-
Klasse der Kinesin-Motorproteine.

4.5 Die Entdeckung von y-Tubulin

Wenn komplexe Vorginge analysiert werden
sollen, an denen viele Komponenten beteiligt
sind, kann ein Mutageneseansatz ein erster
Schritt zur molekularen Analyse sein. Aus-
gehend von ersten Genen und Proteinen wer-
den dann meist weitere Komponenten wie
zum Beispiel interagierende Proteine isoliert.
Dabei ist eine Suppressoranalyse eine gene-
tische Maoglichkeit, solche interagierenden
Proteine zu identifizieren. Das hat zur Ent-
deckung von y-Tubulin gefithrt. R. Mor-
ris hatte bei der Analyse von Tubulin eine
Reihe von Mutanten isoliert, die gegeniiber
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32°C

42°C

O Abb. 4.6 Temperatursensitive Zellkernwanderungsmutante von A. nidulans. Die obere Reihe zeigt Kolonien
eines Wildtyps und einer Nuclear-distribution-Mutante, in der das Motorprotein Dynein mutiert ist. Wahrend der
Wildtyp bei 32 °C und bei 42 °C wachsen kann, ist das Wachstum der Mutante bei 42 °C gehemmt. In der unteren
Reihe sind mikroskopische Bilder von ausgekeimten Sporen der Stdimme zu sehen. Im Wildtyp wurden die Zell-

kerne mit GFP, in der Mutante mit DAPI gefarbt

einem Fungizid (Benomyl), das Tubulin
angreift, resistent waren. Das entsprechende
Gen wurde benA genannt und codiert fiir
B-Tubulin. Diese Stamme waren nicht nur
gegeniiber Benomyl resistent, sondern auch
temperatursensitiv. Das lief8 vermuten, dass
die Mutation nur eine kleine Anderung im
Protein und keinen Komplettausfall betraf.
Vermutlich wurde durch den Austausch einer
Aminosdure die Konformation des Proteins
leicht verdndert. Diese Mutante wurde ver-
wendet, um erneut eine Mutagenese durch-
zufiihren und nach Stimmen zu suchen, bei
denen die erste Mutation aufgehoben wurde
(B Abb.4.8). Durch genetische Analyse
wurden Stdmme ausgeschlossen, bei denen
die Mutation revertiert war oder bei denen

innerhalb von benA eine zweite Mutation zum
Ausgleich der ersten Mutation fithrte (intra-
genischer Suppressor). Die verbleibenden Sup-
pressorstimme sollten eine Mutation in einem
anderen Gen tragen (extragenischer Suppres-
sor). Die molekulare Analyse ergab, dass in
einem der Suppressorstimme o-Tubulin ver-
andert war. In einem anderen Stamm wurde
ebenfalls ein Gen identifiziert, das fiir ein
Tubulin codierte. Allerdings war die Ahnlich-
keit sowohl zu anderen a- als auch zu ande-
ren B-Tubulinen mit je ca. 60 % nicht sehr
hoch. Deshalb handelte es sich offensichtlich
um eine neue Tubulinklasse, y-Tubulin. Das
Protein wurde danach in allen Eukaryoten
gefunden. Es stellt eine zentrale Komponente
von Mikrotubuli organisierenden Zentren dar.
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uv

Wildtyp

nud-Mutante
nuclear distribution defect

bim-Mutante
block in mitosis

nim-Mutanten
never in mitosis

103

42°C

ts-Mutante

32°C 32°C 42°C

o

B Abb. 4.7 Schema der Isolierung von temperatursensitiven Mutanten. (Nach Fischer 1999)

4.6 Mutantenscreen
mit anschlieBender
Genomsequenzierung

Die Analyse von Mutanten stellt eine hervor-
ragende Moglichkeit dar, biologische Phéno-
mene molekularbiologisch zu untersuchen
und neue Komponenten zu finden. Alternativ
wird heute sehr hiufig ein revers-genetischer
Ansatz verfolgt, in dem bereits bekannte Gene
in anderen Organismen analysiert werden.
Dadurch kann nur selten etwas ganz Neues
entdeckt werden. Die genetische Analyse hat
allerdings den Nachteil, dass die Mutanten-
analyse sehr aufwendig ist und teilweise meh-
rere Jahre in Anspruch nehmen kann. Die
heutigen Sequenziermethoden, mit denen
komplette Genomsequenzen schnell und
okonomisch entschliisselt werden koénnen,
fithren allerdings zu einer Renaissance der

Mutageneseansitze. In A. nidulans konnen
sehr leicht Mutanten erzeugt werden. Durch
einfache Kreuzungsversuche koénnen die
Mutanten schnell klassifiziert werden, sodass
der beobachtete Phianotyp auf die Mutation
eines Gens zuriickgefiihrt werden kann und
nicht aus der Kombination mehrerer Muta-
tionen resultiert. Die primédren Mutanten
enthalten allerdings viele tausend Mutatio-
nen, von denen die meisten stumm sind. Um
durch eine Genomsequenzierung dennoch
nur die entscheidende Mutation zu finden,
bedient man sich eines Tricks: Die Mutante
wird mit einem Wildtyp gekreuzt und wieder
eine Mutante mit dem beobachteten Phéno-
typ von den Nachkommen ausgewihlt. Diese
wird dann erneut mit einem Wildtyp gekreuzt
und ca. 20 Nachkommen mit dem Mutanten-
phinotyp ausgewdhlt. Alle 20 Stimme sollten
also die gleiche Mutation tragen (8 Abb. 4.9).
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y-Tubulin

1. Mutagenese
B ————_

B-Tubulin

Rl'.]ckm'utation

Revertante

Mutation

2. Mlitation

Intragenischer
Suppressor

28°C

ts-Mutante,
kein Wachstum bei 42 °C

42°C

l 2. Mutagenese, Wachstum bei 42 °C

2. ijtation

Extragenischer
Suppressor

O Abb. 4.8 Eine Suppressoranalyse, um interagierende Proteine zu finden. Durch solch einen Screen wurde

y-Tubulin entdeckt. (Entnommen aus Fischer 1999)

Durch die Kreuzung mit dem Wildtyp haben
aber alle Stimme verschiedene Mutatio-
nen verloren, je nachdem, welche Chromo-
somen oder Chromosomenstiicke von der
Mutante oder vom Wildtyp stammen. Wenn
jetzt genomische DNA aller 20 Stimme ver-
eint, gemeinsam sequenziert und mit der
Wildtyp-DNA Sequenz verglichen wird, sollte
idealerweise nur eine Mutation in allen Reads
vorkommen (die DNA wird durch viele Mil-
lionen kleine Reads sequenziert, sodass jede
Stelle des Genoms viele Male in den kleinen
Sequenzen vertreten ist). Wenn jetzt das ent-
sprechende Gen in einem Wildtyp deletiert
wird oder die gleiche Mutation in einen Wild-
typ eingefiihrt wird, wie sie in der Sequenzie-
rung bestimmt wurde, sollte der Stamm den
gleichen Mutantenphinotyp aufweisen wie
die urspriingliche Mutante. Die gesamte Pro-
zedur kann in wenigen Monaten durchgefiihrt
werden.

4.7 Konidiophorenbildung als
Beispiel eukaryotischer
Entwicklungsbiologie

Ein faszinierender Aspekt der Biologie von A.
nidulans — wie der meisten Pilze - ist die Bil-
dung verschiedener Sporen. Wenn A. nidulans
in Flissigkultur geziichtet wird, verldngern
und verzweigen sich die Hyphen und bilden
Mycelbillchen. Wenn der Pilz allerdings auf
eine Agaroberfliche aufgebracht wird und die
Hyphen mindestens 20 h vegetativ gewachsen
sind, beginnt ein komplexes Differenzierungs-
programm, in dessen Verlauf Tausende von
asexuellen Sporen (Konidien) gebildet wer-
den. Die Sporen werden an Sporentrigern
(Konidiophoren) generiert und dienen der
Verbreitung des Pilzes zur Eroberung neuer
Habitate. Wenn die Differenzierung eingeleitet
wurde, wird zunichst aus einem Hyphen-
kompartiment ein Stielchen in den Luftraum
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B Abb. 4.9 Bestimmung einer Mutation im Genom durch Genomsequenzierung. Ein haploider (n) Wildtyp
(WT) wird durch UV-Licht mutagenisiert (mut), wodurch Tausende von Mutationen im Genom entstehen.

Eine Mutante, zum Beispiel eine Entwicklungsmutante, wird selektiert, und die Phanotyp verursachende
Mutation soll bestimmt werden. Um die Zahl der Hintergrundmutationen, also der Tausenden Mutationen,

die nicht den Phanotyp verursachen (stumme Mutationen oder Mutationen in anderen Genen), zu reduzieren,
wird die Mutante mit einem Wildtypstamm gekreuzt. Dadurch wird die Phanotyp verursachende Mutation
maoglicherweise mit Chromosomen aus dem Wildtyp zusammengebracht (Neu- und Rekombination). Die
Wildtypchromosomen enthalten keine Mutationen (griin). Die Kreuzung eines Stammes mit der Mutation kann
nochmals wiederholt werden. Aus den Nachkommen werden dann mehrere Mutanten (hier sechs) und mehrere
Wildtypstamme (hier auch sechs) ausgewahlt, die genomische DNA jeweils der Mutanten und der Wildtypen
gemischt und sequenziert. Die Phanotyp verursachende Mutation sollte in allen Reads der Mutanten-DNA
auftauchen
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106 Kapitel 4 - Aspergillus nidulans als Modellsystem fir filamentodse Pilze

gebildet (B Abb. 4.10). Nachdem sich das Stiel-
chen ca. 70 um verldngert hat, hért das polare
Wachstum auf und das Stielchen schwillt am
Ende zu einem Vesikel an. Von dort werden
in einem Knospungsvorgang 50-70 primaire
Sterigmata oder Metulae gebildet, die jeweils
zwei bis drei sekundére Sterigmata oder Phia-
liden bilden. Diese sind die sporenbildenden
Zellen und generieren alle zwei Stunden eine
neue Spore (Konidium), sodass die sich ver-
lingernde Kette von Sporen (bis zu 100) nach
oben geschoben wird. Die jiingste Spore fin-
det sich also an der Basis. Die Komplexitit
des Vorgangs wird bei genauerer Betrachtung
ersichtlich. Zwei wesentliche Unterschiede

der sich differenzierenden Kompartimente
im Vergleich zu vegetativen Kompartimen-
ten sind sofort offensichtlich. Wahrend das

vegetative  Spitzenkompartiment unendlich
wachsen kann, haben die Stielchen, Metulae
und Phialiden eine definierte Lange. Wih-
rend vegetative Kompartimente und auch das
Stielchen mehrere Zellkerne enthalten, ent-
halten Metulae, Phialiden und Sporen nur
jeweils einen Zellkern. Wiahrend der Zell-
zyklus in den Metulae in nach zwei Mito-
sen gestoppt wird, wird der Zellzykus in den
Phialiden beschleunigt, aber die Zellkern-
teilung wird jetzt an die Cytokinese gekoppelt,
sodass jede Spore einen Zellkern erhilt. In
den Sporen verbleiben die Zellkerne in der
G1-Phase. Molekulare Untersuchungen haben
ergeben, dass viele hundert Gene wihrend
der asexuellen Sporenbildung im Vergleich zu
vegetativem Mycel unterschiedlich exprimiert
werden. Dabei spielen Transkriptionsfaktoren

Entwicklungszeit (h) Genkaskade
15 Sporenreifung wet
| O I white — Konidien
Metulae- o
10 und abascus — yellow ’,I Phialiden
Phialidenbildung : — Met_ulae
I rodletless Vesikel

5 Vesikelbildung
bristle

T

fluffy

I

0 Induktion Signale

Stiel

O Abb. 4.10 Rasterelektronenmikroskopische Darstellung der Konidiophorentwicklung und Schema der
Genkaskade, die die Entwicklung steuert. (Nach Fischer und Timberlake 1995)
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a uv

107

O Abb.4.11 Mutagenese von Sporen von A. nidulans zur Isolierung von Entwicklungs- und Pigmentmutanten.
a und b Sporen werden mit UV-Licht bestrahlt und auf Agarplatte ausplattiert. b Die veranderten Kolonien

sind leicht auf der bewachsenen Agarplatte zu erkennen. Die Pfeile zeigen auf gelbe Pigmentmutanten. c
Zusammenstellung einiger Entwicklungsmutanten. (Nach Kriiger et al. 1997)

eine wichtige Rolle, die differenziell exprimiert
werden und die Expression vieler anderer
Gene steuern. Viele der Gene wurden durch
Mutagenese und anschlieSende Komplemen-
tation entdeckt. Durch UV- oder chemische
Mutagenese wurden dazu viele Entwicklungs-
mutanten erzeugt (8 Abb.4.11). Dabei wurde
zundchst darauf Wert gelegt, dass das vege-
tative Wachstum nicht beeintrachtigt, son-
dern die Entwicklung spezifisch wihrend
eines Zeitpunktes der Entwicklung gestort
ist. So wurde zum Beispiel eine Mutante iso-
liert, die das Entwicklungsprogramm noch
einleitete, bei der die Konidiophorenbildung
aber auf der Stufe der Stielchen blockiert war.
Da die Kolonieoberflachen deshalb aussahen,
als hitte der Pilz Borsten, wurde die Mutante
Bristle-Mutante genannt. Das entsprechende
Gen, brlA, wurde durch Komplementation mit
einer Wildtypgenbank kloniert und codiert
fiir einen Zn-Finger-Transkriptionsfaktor. Wie
nachfolgende Untersuchungen zeigten, kon-
trolliert dieses Gen viele andere Regulatoren
und Gene, die fiir die Konidiophorbildung
benotigt werden. Es ist ein sogenannter
Masterregulator. Die Analyse vieler weiterer
Mutanten und die anschlieflende detail-
lierte Untersuchung der Interaktionen hat ein
komplexes Bild der Entwicklungsregulation
ergeben. Eine zentrale Kaskade von Ent-
wicklungsregulatoren steuert Gene fir die
Pigment-Biosynthese, aber auch zum Beispiel
Gene zur Steuerung des Zellzyklus im Konidi-
ophor.

4.8 Entwicklungsmutanten von A.
nidulans

Die Analyse der asexuellen Entwicklung
ist vor allem mit zwei Namen verkniipft,
John Clutterbuck (Glasgow University, UK)
und William E. Timberlake (Athens Uni-
versity, USA). J. Clutterbuck hat Ende der
1960er-Jahre mit der Isolierung und klas-
sischen  Charakterisierung einiger Ent-
wicklungsmutanten den Grundstein fiir eine
moderne Analyse gelegt. Die molekulare Ana-
lyse, die auch die parallele Entwicklung vieler
molekulargenetischer Methoden wie zum Bei-
spiel der Transformation erforderte, wurde
wesentlich von W.E. Timberlake voran-
getrieben. Viele der Schiiler dieser Labors
haben die Thematik bis heute weiter verfolgt
und mit ihren Forschungen zu einem detail-
lierten Verstandnis der Entwicklungsbiologie
von einfachen Eukaryoten beigetragen.

4.9 Sexuelle Entwicklung und
Genetik von A. nidulans

Viele Schimmelpilze bilden &hnliche asexu-
elle Sporentriager wie A. nidulans. Daneben
ist A. nidulans aber auch in der Lage, sexuelle
Sporen (Ascosporen) zu bilden. Diese Sporen
werden in Fruchtkorpern (Cleistothecien)
gebildet und dienen vor allem der Uber-
dauerung ungiinstiger Umweltbedingungen.
Die Fahigkeit zur sexuellen Sporenbildung
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108 Kapitel 4 - Aspergillus nidulans als Modellsystem fir filamentodse Pilze

hat unter anderem zur weiten Verbreitung des
Pilzes in der Forschung gefiihrt. Die gleichen
Eigenschaften, vegetative und sexuelle Ver-
mehrung, findet man auch in der Bécker- und
der Spalthefe oder auch in Drosophila. Die
sexuelle Entwicklung wird durch die Fusion
zweier Hyphen eingeleitet. Dabei kommen
Zellkerne verschiedener Individuen in einem
Kompartiment zusammen und bilden ein
Heterokaryon. Die Zellkerne verschmelzen
zunéchst nicht, sondern der heterokaryotische
Zustand kann lange aufrechterhalten wer-
den, sodass das heterokaryotische Mycel zu
Kolonien heranwiéchst und stabil vermehrt
werden kann. Wenn die sexuelle Entwicklung
eingeleitet wird, entstehen zunichst spezielle,
sehr dickwandige Zellen, die sogenannten
Hiille-Zellen (8 Abb. 4.12). Sie bilden kleine,

Konidiophor

e

sexuell

Kleistothecium

Hulle-Zelle

nestartige Strukturen, in deren Innerem dann
sich eine hakenformige Hyphe bildet. Sie ent-
wickelt sich zur Ascusmutterzelle und enthélt
jeweils einen Zellkern von jedem Kreuzungs-
partner. Die beiden Zellkerne verschmelzen
schliefflich, um direkt im Anschluss durch
Meiose vier neue Zellkerne zu generieren.
Diese teilen sich nochmals mitotisch und
werden durch Abgrenzung des Cytoplasmas
und Bildung von stabilen Zellwdnden in die
Ascosporen verpackt. Die acht Ascosporen
sind also wieder haploid. Nach Abschluss
der Ascosporenbildung teilt sich jeder Zell-
kern jeweils noch einmal mitotisch, sodass
reife Ascosporen immer zwei identische Zell-
kerne enthalten. Die Ascosporen konnen
jahrzehntelang im Boden tiiberdauern, um
dann bei giinstigen Nahrstoftbedingungen

B Abb.4.12 Bei guter Nahrstoffversorgung bilden Hyphen innerhalb von 20 h asexuelle Konidophoren mit
Tausenden von Konidien. Die Konidiophore stehen dicht an dicht auf der Kolonieoberfliche, sodass die gesamte
Kolonie griin erscheint. Bei Nahrstoffmangel bildet der Pilz sexuelle Kleistothecien, in denen durch Meiose
Ascosporen entstehen. Die Entscheidung zwischen den beiden Entwicklungswegen wird auch durch Licht

beeinflusst. Wird eine Kolonie im Licht inkubiert, erscheint sie aufgrund der Konidiosporen griin, wéchst sie im
Dunkeln, werden vorwiegend sexuelle Kleistothecien gebildet, sodass die Kolonie gelblich erscheint. Flr den
sexuellen Zyklus ist kein Kreuzungspartner erforderlich, da A. nidulans ein homothallischer Pilz ist. Die Agarplat-
ten wurden zentral beimpft und eine Woche bei 37 °Cim Licht (oben) oder im Dunkeln (unten) inkubiert. (Nach
Kriiger et al. 1997)
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wieder auszukeimen. Im Labor kann der
sexuelle Zyklus innerhalb von zwei Wochen
abgeschlossen werden. Dadurch kénnen die
Eigenschaften der Elternstimme neu kombi-
niert werden, sodass die sexuelle Vermehrung
ein wichtiges Mittel bei der Stammbherstellung
und der molekularen Analyse von Phinomen
darstellt.

In den 1970er-Jahren war die Generierung
von Mutanten und deren anschlieflende gene-
tische Analyse ein wichtiges Forschungsgebiet.
So wurden nicht nur die Zellbiologie und
die asexuelle Entwicklung von A. nidulans,
sondern auch viele Stoffwechselwege sowie
deren Regulation untersucht. Durch Aus-
wertung von Dreifaktorkreuzungen wurden
detaillierte genetische Karten des Genoms
erstellt (B Abb. 4.13). Diese Information war
bei der Sequenzierung des Genoms von gro-
fler Bedeutung, sodass eine physikalische
Genkarte anhand der genetischen Genkarte
erstellt und das Genom sehr schnell assemb-
liert werden konnte. Die Genomsequenz der
acht Chromosomen von A. nidulans wurde
2004 zundchst in einem Industrieunter-
nehmen, dann aber auch mit o6ffentlichen
Mitteln entschlisselt. Das Genom umfasst
ca. 30 Mbp und codiert fiir ca. 9500 Gene. Die
Gene sind relativ kompakt angeordnet und
enthalten in der Regel ein bis mehrere kleine
Introns.

Die Genomsequenzierung hat neben einem
groflen Fundus an Wissen auch erhellt, warum
A. nidulans auch ohne einen zweiten Partner
sexuelle Strukturen bilden kann. Dieses Pha-
nomen bezeichnet man als Homothallismus.
Im Menschen sind es die Geschlechtschromo-
somen, die den Unterschied der beiden
Geschlechter ausmachen. Bei Pilzen ist die
Situation zunidchst weniger komplex, da nicht
ganze Chromosomen, sondern nur einzelne
Gene, die Paarungsgene, unterschiedlich sind.
Die Gene liegen im Chromosom an gleicher
Stelle, unterscheiden sich aber komplett in
der Sequenz. Im Falle von A. nidulans wur-
den beide Paarungsgene in einem Individuum
gefunden. Deshalb kann die sexuelle Ent-
wicklung auch mit nur einem Individuum
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ablaufen. Das wirft die Frage nach dem Sinn
des Prozesses auf, da ein wesentlicher Punkt
der sexuellen Vermehrung, namlich die Neu-
kombination von Eigenschaften offensicht-
lich wegtfillt. Bei dieser Betrachtung miissen
allerdings zwei Aspekte beriicksichtigt wer-
den. Zum einen enthdlt ein Individuum sehr
viele Zellkerne, in denen sich unterschiedliche
Mutationen ereignen konnen, sodass diese
Eigenschaften doch neu kombiniert werden
kénnen. Auflerdem gelten die sexuellen Sporen
als Uberdauerungsorgane von A. nidulans.

Nachdem die Genome vieler anderer
Schimmelpilze entschliisselt wurden, hat sich
gezeigt, dass viele der bisher als rein asexu-
elle Pilze (Fungi imperfecti) klassifizierten
Spezies ebenfalls die Paarungsgene enthalten.
Sorgfiltige Kreuzungsversuche haben dann
tatsichlich zur Entdeckung von sexuellen
Strukturen in Pilzen wie A. fumigatus (patho-
gen) oder Penicillium chrysogenum (Penicillin-
produzent) gefiihrt.

Da A. nidulans in der Lage ist, mehrere Ent-
wicklungsprogramme durchzufiihren, stellt sich
die Frage nach der Regulation der Prozesse.
Es sind sowohl innere als auch duflere Fakto-
ren, die bestimmen, ob der asexuelle oder der
sexuelle Zyklus eingeschlagen wird. Ein wich-
tiger Parameter ist der Erndhrungszustand des
Mycels. Die Cleistothecien sind mit ca. 500 um
Durchmesser relativ grofle Strukturen, die
gebildet werden, wenn die Nahrstoffe limi-
tierend sind, das heifit wenn der Pilz hungert.
Um unter diesen Umstdnden aber geniigend
Energie fiir die Bildung der Cleistothecien
bereitstellen zu kénnen, benétigt der Pilz
Reservestofte, die er wihrend des vegetativen
Wachstums angehéuft hat. Als Néhrstoffreserve
verwendet er neben Glycogen die Kohlen-
hydrate der Zellwand. Wihrend des vegetativen
Wachstums wird iiberschiissiger Kohlenstoft in
Form von Zellwandpolymeren abgelagert, die
dann bei der Einleitung des sexuellen Zyklus
unter anderem durch die Induktion einer Glu-
canase und eines Hexose-Transporters, der die
freigesetzte Glucose aufnimmt, zur Verfigung
gestellt werden. Als duferer Parameter spielt
die Kohlendioxydkonzentration eine Rolle.
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4 B Abb. 4.13 Kreuzungsanalyse. a Kolonien zweier Stamme wachsen nebeneinander, bis sich die Hyphen
beriihren. b Kleine Agarblockchen werden aus dem Grenzbereich entnommen und ¢ auf eine neue Agarplatte
Ubertragen. Beide Elternstdmme sind auxotroph (paba p-Aminobenzoesdure und pyro Pyridoxalphosphat),
sodass sie nicht auf Minimalmedium wachsen kdnnen. Wenn die Hyphen allerdings fusioniert sind und ein
Heterokaryon bilden, kénnen sie auf Minimalmedium (ohne p-Aminobenzoesaure und Pyridoxalphosphat)
wachsen. d Nach einer Woche sind neben den griinen und wei3en Konidiophoren auch Kleistothecien ent-
standen. e Ascosporen von einem Kleistothecium wurden ausplattiert. Es entstehen griine und weil3e Kolonien,
aber auch gelbe Stamme. Die gelben Stamme zeigen die Neuverteilung der Chromosomen in der Meiose an.
Wenn ein Stamm die weil3e und die gelbe Mutation tragt, erscheint der Stamm weif3. Das war beim weif3en
Elternstamm der Fall. Wenn er nur die gelbe Mutation tragt, erscheint er gelb. f Griine und weif3e Kolonien wur-
den auf Agarplatten tibertragen, die paba und pyro enthalten (obere Reihe). Hier sollten alle Kolonien wachsen.
Die gleichen Kolonien wurden auch auf Agarplatten nur mit paba Gibertragen (Mitte). Hier kdnnen pyro-auxo-
trophe Mutanten nicht wachsen. Die untere Reihe zeigt das Wachstum der gleichen Kolonien auf Agarplatten
nur mit pyro, sodass hier paba-auxotrophe Stamme nicht wachsen kénnen. Durch Auszédhlen der Kolonien kann
auf die Verteilung der Mutationen geschlossen werden. g Schema der Neuverteilung der Gene. h Schema der
Rekombination und Neuverteilung. Die Haufigkeit der Rekombination kann aus den Phanotypen der Kolonien
(Farbe und Auxotrophie) errechnet werden und ergibt den relativen Abstand von zwei Markern auf einem
Chromosom. Das pyro-Gen liegt auf Chromosom IV und ist hier nicht dargestellt. (Entnommen aus Sievers et al.
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1997)

Der sexuelle Zyklus wird bevorzugt bei einem
etwas erhohten CO,-Partialdruck eingeleitet.
Dem Wechsel zwischen Wachstum im Subs-
trat und Wachstum auf dem Substrat ist A. nidu-
lans in der Natur vermutlich hdufig ausgesetzt,
dieser hat weitreichende Konsequenzen nicht
nur hinsichtlich der Entwicklungsvorginge.
Viele Parameter konnen unter den beiden
Bedingungen stark variieren. So kann das Mycel
auf der Oberfliche im Tagesverlauf starken
Temperaturschwankungen oder Feuchtigkeits-
unterschieden ausgesetzt sein, wiahrend diese
Schwankungen im Boden oder im Substrat oft
weniger drastisch sind (8 Abb.4.14). Asper-
gillus nidulans und andere Pilze konnen sich
an viele Wachstumsbedingungen anpassen,
benétigen aber natiirlich etwas Zeit. Das konnte
der Grund dafiir sein, dass Pilze Lichtrezeptoren
besitzen und damit auf Licht reagieren. In der
Regel besitzen Pilze Blaulichtrezeptoren. Die-
ses System besteht im Wesentlichen aus einem
Transkriptionsfaktor, der Flavin als Chromo-
phor gebunden hat. Durch Lichteinstrahlung
andert der Transkriptionsfaktor seine Aktivitit,
was zur Regulation vieler hundert Gene fiihrt.
Daneben besitzt A. nidulans — und einige weitere
Pilze — auch Phytochrom als Rotlichtrezeptor.
Phytochrom war urspriinglich nur aus Pflanzen

bekannt, wurde aber vor einiger Zeit auch in
Bakterien und Pilzen entdeckt. Aspergillus nidu-
lans kann also blaues und rotes Licht wahr-
nehmen und in differenzielle Genexpression
tibersetzen. Die genaue Signalverarbeitung und
-weiterleitung wird noch untersucht.

4.10 Sekundarstoffwechsel
und neue industrielle
Anwendungsmoglichkeiten

Viele Pilze zeichnen sich durch einen aus-
gepragten Sekundirstoffwechsel aus. Als
Sekundarstoffwechsel bezeichnet man Stoft-
wechselwege, die nicht fiir das Uberleben
(unter Laborbedingungen) notwendig sind.
Dazu gehoren so bekannte Substanzen wie
Penicillin, dessen Funktion in der Natur
vermutlich darin besteht, Bakterien in der
Umgebung zu hemmen und damit Konkur-
renten um die vorhandene Nahrung zu kon-
trollieren. Bei Substanzen wie Aflatoxin und
anderen sogenannten Mykotoxinen fillt die
Erklarung schwerer, da fiir den Pilz keine
offensichtlichen Vorteile gegeben sind. Es
konnte sein, dass einige Substanzen einen
Frafischutz darstellen, aber meistens ist die
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O Abb.4.14 Molekulare Analyse der Lichtregulation und der Sterigmatocystinbildung in A. nidulans. a Phyto-
chrom ist ein wichtiger Lichtsensor, der das Signal Gber den HOG-Signalweg in den Zellkern leitet. Licht gilt als
friher Indikator von Stressbedingungen an der Bodenoberflache. b Die Gene fiir die Sekundarmetabolitbildung
sind haufig in Genclustern angeordnet. Ein gut untersuchtes Beispiel ist die Aflatoxin-Biosynthese (A. nidulans
bildet Sterigmatocystin). Im Cluster ist ein Regulator codiert (AfIR), der fiir die Expression aller anderen Gene im
Cluster verantwortlich ist. Dadurch ist eine koordinierte Expression méglich
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natiirliche Funktion unbekannt. Dennoch
sind die Molekiile von groflem Interesse, da
sie antimikrobielle Eigenschaften haben kon-
nen oder pharmakologisch wirksam sind und
gegen Entziindungen oder gegen Krebs ein-
gesetzt werden. Viele Medikamente gehen
auf Naturstoffe zuriick, sodass nach wie vor
versucht wird, neue, hochwirksame Ver-
bindungen zu finden. Die modernen moleku-
largenetischen Methoden erdffnen dabei eine
neue Dimension der Forschung.

Die genetische Analyse des Aflatoxin-
Genclusters in A. nidulans (A. nidulans bildet
kein Aflatoxin sondern eine weniger toxische
Vorstufe, ~ Sterigmatocystin) hat  ergeben,
dass die ca.20 benétigten Gene alle in einem
Gencluster angeordnet sind (B Abb. 4.14b).
In Eukaryoten sind Gencluster ansonsten
eher selten, kommen aber bei Pilzen bei den
Sekunddrmetaboliten haufig vor. Ein zentra-
les Enzym der Aflatoxin-Biosynthese - wie
auch in der Biosynthese vieler anderer Sekun-
darmetabolite - ist eine Polyketid-Synthase,
die aus Acetyl-CoA-Untereinheiten ein Poly-
ketidgrundgeriist synthetisiert. Dieses wird
dann durch viele andere Enzyme modifiziert.
Innerhalb des Genclusters wurde ein Gen ent-
deckt, das als Transkriptionsfaktor alle anderen
Gene des Clusters reguliert. Wenn also dieser
Transkriptionsfaktor induziert wird, werden alle
fur die Biosynthese von Aflatoxin benétigten
Gene synchron induziert (8 Abb. 4.14b). Neben
der transkriptionellen Kontrolle der Gene spielt
die Chromatinstruktur eine wichtige Rolle.

Die Genomanalyse hat ergeben, dass es
viele potenzielle Gencluster gibt, die eine
Polyketid-Synthase (ca.30 im Genom von
A. nidulans) enthalten und damit fiir einen
Sekunddrmetaboliten  codieren.  Allerdings
werden die meisten Gencluster unter Labor-
bedingungen nicht induziert. Man spricht von
schlafenden Genclustern. Solche schlafenden
Gencluster findet man in vielen Pilzen sehr
haufig, sodass die Pilze in der Lage sind, noch
viele bislang unbekannte Sekundirmetabolite
zu bilden. Da offensichtlich - zumindest im
Falle des Aflatoxin-Genclusters — die Induktion
des Transkriptionsfaktors das Schliisselereignis
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zur Aktivierung des gesamten Clusters dar-
stellt, wurde die gleiche Strategie angewendet,
um schlafende Gencluster zu aktivieren. Der
Transkriptionsfaktor wurde unter die Kont-
rolle eines induzierbaren Promotors gestellt
und dann das Sekundirmetabolitprofil des
Pilzes unter induzierenden Bedingungen
analysiert. Dadurch konnte zum Beispiel Aspy-
ridon als neuer Sekunddrmetabolit entdeckt
werden. Als weitere Strategie wurden bereits
einzelne Polyketid-Synthase-Gene oder sogar
ganze Gencluster aus unterschiedlichen Pilzen
amplifiziert und in A. nidulans zur Expression
gebracht. Dadurch wurden ebenfalls neue
Metabolite gewonnen. Obwohl A. nidulans
keine grofie Bedeutung in der industriellen Pro-
duktion hat, zeigen die Beispiele die Bedeutung
des Pilzes in der Grundlagenforschung zur Ent-
deckung neuer Substanzen oder zur Analyse
der genetischen Regulation. In der Produktion
spielen heute vor allem Penicillium chrysoge-
num, A. niger und A. oryzae wichtige Rollen.
Alle drei sind aber genetisch nicht so gut hand-
habbar wie A. nidulans, sodass die Prozesse oft
zunéchst in A. nidulans untersucht werden.
Neben der Produktion von nieder-
molekularen Substanzen und der Analyse
von Stoffwechselwegen wurde eine neue
Anwendungsmoglichkeit etabliert. Hierbei
handelt es sich um kleine amphiphile Proteine,
die auf der Sporenoberfliche von A. nidulans,
aber auch auf den Hyphen und Sporen ande-
rer Pilze, zu finden sind. Sie werden als Hydro-
phobin bezeichnet und wurde urspriinglich in
dem Basidiomyceten Schizophyllum commune
entdeckt. Diese Proteine bilden mono-
molekulare Schichten und sind im Falle von
A. nidulans als regelmiflige Stabchen auf der
Oberfliche zu erkennen (B Abb.4.15). Es ist
gelungen, eines der Proteine heterolog in E.
coli zu produzieren und zur Beschichtung
von Oberflichen zu benutzen. Dadurch
kann die Polaritit von Oberflichen ver-
andert werden. Interessanterweise verbessert
das Protein offensichtlich die Klebewirkung
herkémmlicher Leime, sodass Hydropho-
bin in der Buchbindung eingesetzt werden
kann (B Abb.4.15d, e). Dadurch wurde ein
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b1
Wildtyp

NEW TECHNOLOGY PERFECT BINDING

O Abb. 4.15 Anwendung von pilzlichem Hydrophobin. a Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines
Konidiophors von A. nidulans; b rasterkraftmikroskopische Aufnahme von der Sporenoberflache. Die Rodlets

aus Hydrophobin sind erkennbar; ¢ In der rodA-Deletionsmutante fehlt der Hydrophobinbelag. RodA stellt also
das wesentliche Hydrophobin auf der Sporenoberflache dar; d, e Hydrophobin wurde in der Buchbinderei ein-
gesetzt. Durch die Behandlung des Papiers mit Hydrophobin werden feine Cellulosefasern benetzt und sind fir
den Kleber besser zuganglich. d Hier wurden zwei verklebte Blattkanten auseinander gezogen. Da der Kleber
durch die Hydrophobine so stark am Papier haftet, werden Klebstofffasern gebildet. Die Technik ermdéglicht eine
energiesparende Kaltleimung, die auflerdem duf3erst robust ist und die Lay-flat-Technologie (e) erlaubt. (a ent-
nommen aus Kriiger et al. 1997; b, c entnommen aus Grlinbacher et al. 2014; d, e freundlicherweise von Franz
Landen, Ribler AG Stuttgart und Erfinder der Lay-flat-Bindetechnolgoie auf Basis von Protein, zur Verfligung

gestellt)

Kaltklebeverfahren moglich, sodass sehr viel
Energie eingespart wird. Durch die erhéhte
Wirksamkeit des Klebers ist es moglich, nur
den Buchriicken zur Verklebung zu ver-
wenden. Die Technik wird als Lay-flat-Tech-
nologie bezeichnet, weil derartig gebundene
Zeitschriften oder Biicher keinen Falz haben
und deshalb komplett aufgeschlagen werden
konnen. Die Proteine kdnnen aber auch weiter
funktionalisiert werden. Eine der Hoffnungen
besteht darin, dadurch antibakterielle Ober-
flichen zu generieren und Biofilmwachstum
zu kontrollieren oder zu hemmen.
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