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I. EINLEITUNG 

 

Schätzungen besagen, dass es ca. 1,5 Millionen Pilzspezies auf dieser Erde gibt 

(HAWKSWORTH, 2001). Nur einige wenige davon sind auch als 

Krankheitserreger bekannt. Prinzipiell handelt es sich bei den meisten dieser Pilze 

um opportunistische Erreger. Das heißt der Erreger nutzt eine bereits vorliegende 

Abwehrschwäche des Erkrankten aus und es kommt zu oft schweren Infektionen. 

Bei einem Gesunden werden die Schimmelpilze dagegen schnell vom 

Immunsystem eliminiert.  

Die invasiven Mykosen sind in der Humanmedizin besonders gefürchtet. Sie 

stellen ein großes Gesundheitsrisiko dar und gehen mit hohen Mortalitätsraten 

einher. Die Inzidenz dieser Infektionen nimmt stetig zu, da sich die Risikogruppen 

erweitern. Besonders gefährdet für eine invasive Mykose sind Patienten nach 

Organ- oder Stammzelltransplantationen, Krebspatienten, Patienten die eine 

immunsuppressive Therapie erhalten, AIDS-Patienten, Frühchen oder auch 

Patienten, die sich einer großen Operation unterziehen müssen (NUCCI & 

MARR, 2005).  

Zu den Erregern invasiver Mykosen zählen zum einen Hefen mit den häufigsten 

Vertretern Candida spp. und Cryptococcus spp., zum anderen können auch 

filamentöse Pilze die Ursache sein (ENOCH et al., 2006). Zu den klinisch 

relevanten filamentösen Pilzen gehören Aspergillus spp., Fusarium spp., 

Scedosporium spp., Penicillium spp. und die Zygomyceten (MARR et al., 2002). 

Als häufigster Erreger invasiver Schimmelpilzmykosen gilt Aspergillus, 

insbesondere A. fumigatus (ENOCH et al., 2006). Beim zweithäufigsten Erreger 

handelt es sich um Fusarium, wobei die klinisch relevantesten Fusarium Spezies 

dem F. solani-Komplex, dem F. oxysporum-Komplex und dem Giberella 

fujikuroi-Komplex angehören (DIGNANI & ANAISSIE, 2004; NUCCI & 

ANAISSIE, 2007).  

Die Therapie invasiver Schimmelpilzmykosen stellt die Medizin immer noch vor 

große Herausforderungen. Dem Kliniker stehen für die Behandlung im 

Wesentlichen nur drei Klassen von Antimykotika zur Verfügung: Polyene, Azole 

und Echinocandine. Durch die geringe Vielfalt an Medikamenten kommt es 
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jedoch immer häufiger zur Ausbildung von Resistenzen (ENOCH et al., 2006). 

Zudem weisen die verschiedenen Schimmelpilze teilweise sehr unterschiedliche 

Sensitivitäten gegenüber den vorhandenen Antimykotika auf. Während 

Echinocandine beispielsweise auf Aspergillus spp. fungistatisch wirken, weisen 

sie in klinisch relevanten Konzentrationen keine Aktivität gegenüber Fusarium 

spp. auf (DENNING, 2003). Deshalb ist der Bedarf für neue Therapieansätze 

groß. Aufgrund der unterschiedlichen Sensitivität gegenüber den verschiedenen 

Substanzen, ist aber auch eine genaue Identifizierung des Erregers besonders 

wichtig, doch nicht immer möglich. Im Falle von Aspergillus- und Fusarium-

Infektionen ist die Differenzierung besonders problematisch, obwohl sie einen 

erheblichen Einfluss auf die Wahl des Antimykotikums hat. In histologischen 

Schnitten ist eine Differenzierung unmöglich, da Aspergillus und Fusarium eine 

sehr ähnliche Morphologie aufweisen. Dazu kommt, dass die Aussagekraft einer 

positiven Kultur oft fraglich ist, da sie stark davon abhängig ist, ob die Probe steril 

entnommen werden konnte (OSTROSKY-ZEICHNER, 2012). Darüber hinaus 

gibt es mit dem Galaktomannan-Assay, eine bereits seit einigen Jahren eingesetzte 

serologische Nachweismethode für Aspergillus spp. In letzter Zeit häufen sich 

aber auch da die Berichte, dass auch eine Fusarium-Infektion zu einem positiven 

Testergebnis im Assay führen kann (TORTORANO et al., 2012). Mit den 

bisherigen diagnostischen Mitteln ist eine Unterscheidung zwischen Fusarium- 

und Aspergillus-Infektionen somit oft nicht möglich und die Entwicklung 

spezifischerer Nachweismethoden für diese Schimmelpilze ist daher von großer 

Bedeutung. 

Diese Arbeit hatte zwei Ziele. Zum einen sollten Antikörper gegen Nicht-

Aspergillus-Schimmelpilze hergestellt werden, um mit deren Hilfe neue 

diagnostische Nachweismethoden zu entwickeln. Ein Hauptaugenmerk lag dabei 

auf einer Methode für die Differenzierung von durch Aspergillus und Fusarium 

ausgelösten invasiven Schimmelpilzmykosen mithilfe spezifischer Antikörper. Im 

zweiten Teil lag der Fokus auf der Therapie invasiver Schimmelpilzmykosen. 

Dabei sollte untersucht werden, ob Substanzen, die den Pilz-spezifischen High 

Osmolarity Glycerol (HOG) Signalweg aktivieren, prinzipiell für eine antifungale 

Therapie geeignet sind. 
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II. LITERATURÜBERSICHT 

1. Aspergillus fumigatus 

1.1 Taxonomie und Bedeutung 

A. fumigatus wurde erstmals 1863 vom deutschen Arzt und Botaniker J. B. Georg 

W. Fresenius beschrieben (SCHMIDT, 1998). Der Name „fumigatus“ stammt 

vom lateinischen Wort fumus und bedeutet Rauch. Damit wird sowohl auf die 

durch das enthaltende Melanin rauchgrüne Farbe der Sporen angespielt als auch 

auf die rauchartige Verbreitung der Sporen durch die Luft. A. fumigatus zählt wie 

alle Pilze zu den Eukaryonten. Diese zeichnen sich im Gegensatz zu den 

Prokaryonten durch das Vorhandensein eines Zellkerns aus. A. fumigatus gehörte 

lange zu den sogenannten fungi imperfecti, bei denen keine sexuelle Form 

bekannt ist. Erst 2009 konnten O‘Gorman et al. diese für A. fumigatus 

nachweisen. Die entsprechende teleomorphe Form wurde Neosartorya fumigatus 

genannt (O'GORMAN et al., 2009). Die Gattung Aspergillus, die auch als 

Gießkannenschimmel bezeichnet wird, besteht aus ca. 200 Arten, von denen 

einige auch eine wichtige Rolle in der Lebensmittel- und Pharmaindustrie spielen. 

A. terreus wird beispielsweise für die Produktion des cholesterinsenkenden 

Medikaments Lovastatin verwendet und A. oryzae hilft bei der Fermentation von 

Sojabohnen und Reis zu Sojasauce und Sake. In der Landwirtschaft wiederum gilt 

Aspergillus section flavi als gefürchteter Erntekontaminant. Er produziert das 

hoch toxische Aflatoxin, das sowohl kanzerogene als auch immunsupprimierende 

Eigenschaften besitzt. Die Aufnahme des Toxins durch kontaminiertes Getreide 

kann zu schwerer Krankheit oder sogar zum Tod führen (DAGENAIS & 

KELLER, 2009). 

1.2 Lebenszyklus und Habitat von A. fumigatus 

Der Lebenszyklus von A. fumigatus beginnt mit der Verbreitung von Sporen 

durch die Luft. Die asexuellen Sporen, auch Konidien genannt, sind 2-3µm groß 

und beinhalten große Mengen an Trehalose, die es Ihnen ermöglicht, für lange 

Zeit in der Umwelt zu überdauern (NI & YU, 2007). Die Konidienoberfläche ist 

von einer „Rodlet-Layer“ umgeben, einer Hülle aus hydrophoben Proteinen. 

Diese schützt die Sporen zum einen vor schädlichen Umwelteinflüssen, zum 
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anderen aber auch vor einer Erkennung durch Makrophagen (AIMANIANDA et 

al., 2009). Treffen die Sporen auf eine Oberfläche, lagern sie sich dieser an und 

beginnen abhängig von verschiedenen Umweltbedingungen wie z.B. Temperatur, 

Feuchtigkeit oder pH-Wert mit der Keimung. Zunächst kommt es zur Spaltung 

von Trehalosepolymeren und deren Umwandlung in Glyzerin, wodurch sich der 

osmotische Druck im Inneren der Sporen erhöht, Wasser einströmt und die Sporen 

schließlich auf das 3-4-fache ihrer Größe anschwellen (D'ENFERT, 1997). Nach 

wenigen Stunden bilden sich Keimschläuche, die nach und nach zu einer Hyphe 

heranwachsen (ROHDE et al., 2002). Hyphen haben einen Durchmesser von 2-

4µm und sind durch Septen in einzelne Kompartimente unterteilt. Die Septen 

besitzen Poren durch die ein Austausch von Zytoplasma möglich wird. Die 

Hyphenzellwand besteht größtenteils aus den Polysacchariden ß-1,3-D-Glucan, ß-

1,6-D-Glucan, Galaktomannan und Chitin (BERNARD & LATGÉ, 2001). Die 

Hyphen verzweigen sich anschließend und bilden miteinander ein dichtes Myzel. 

Bei Luftkontakt kommt es zur Sporulation. Dabei wächst aus einer Fußzelle eine 

Art Stiel, auch Konidiophor genannt, empor. Die diesem aufgelagerten 

Flaschenzellen, auch Phialiden genannt, schnüren wiederum die Konidien in 

Ketten ab. Nach Freisetzung dieser Sporen kann der Zyklus von vorne beginnen.  

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Morphologie von A. fumigatus 

 Nach Schwienbacher (SCHWIENBACHER, 2005) 

Aspergillus ernährt sich ausschließlich heterotroph d.h. er bezieht seine Nährstoffe 

aus der Zersetzung organischer Substanz im Erdboden. Deshalb spielt er auch eine 

wichtige Rolle für das Recycling von Kohlenstoff und Stickstoff in der Umwelt. 

A. fumigatus benötigt aerobe Wachstumsbedingungen und bevorzugt 

vergleichsweise hohe Temperaturen. Bei Temperaturen von bis zu 55 °C kann 



II. Literaturübersicht     5 

Wachstum beobachtet werden und er überlebt selbst Temperaturen von bis zu 70 

°C. Seine bevorzugte Wachstumstemperatur liegt aber bei 37 °C (LATGÉ, 1999). 

1.3 Bedeutung in der Humanmedizin 

Jeder Mensch atmet täglich mehrere hundert Sporen ein. Deshalb nehmen 

Infektionen meist in der Lunge ihren Ursprung (LATGÉ, 1999). Bei Gesunden 

werden die eingeatmeten Sporen direkt durch das angeborene Immunsystem 

eliminiert. Ist das Immunsystem allerdings geschwächt, kann es zu einer Infektion 

kommen. Man unterscheidet bei den durch A. fumigatus ausgelösten 

Krankheitsbildern in der Humanmedizin prinzipiell zwischen der rein allergischen 

Form, bei der der Wirt nicht infiziert ist, und der Infektion. Zur rein allergischen 

Form kommt es durch wiederholte Exposition mit Aspergillus-Konidien und -

Antigen und meist führt schon eine Beseitigung der Umweltquelle zu einer 

deutlichen Verbesserung der klinischen Symptomatik. Bei der Infektion 

unterscheidet man invasive und nicht-invasive Formen. Zu den nicht-invasiven 

Formen zählen die allergisch-bronchopulmonale Aspergillose (ABPA) und das 

Aspergillom.  

 

Abbildung 2: Durch A. fumigatus verursachte Krankheitsbilder 

 Modifiziert nach Beck (BECK, 2014) 

Die ABPA stellt eine Hypersensitivitätsreaktion auf Aspergillus-Antigene dar, die 

durch eine oberflächliche Kolonisierung der Lunge mit A. fumigatus ausgelöst 

wird. Die Erkrankung tritt vor allem bei Patienten auf, die unter Asthma oder 

cystischer Fibrose leiden. Die Prävalenz bei vorliegendem Asthma liegt in den 

USA bei 1-2 % (SCHWARTZ & GREENBERGER, 1991). Bei der cystischen 

Fibrose bewegt sie sich laut einer weltweiten Meta-analyse zwischen 3-25 % 

(MATURU & AGARWAL, 2015). Klinisch zeigt sich die ABPA durch 

bronchiales Asthma, Thoraxschmerzen, Myalgien und Hämoptysen 
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(PRZYBILLA & BACHERT, 2000). Für die Diagnose nutzt man die Rosenberg-

Patterson-Kriterien, die unter anderem folgendes beinhalten: Vorhandensein von 

bronchialem Asthma, positive Hautreaktion auf Injektion von Aspergillus-

Antigen, erhöhtes Gesamt-IgE, Eosinophilie, IgE- und IgG-Antikörper gegen 

Aspergillus-Antigene, sowie zentrale Bronchiektasien (CHOTIRMALL et al., 

2013). 

Beim Aspergillom hingegen handelt es sich um einen „Pilzball“, der sich in 

bereits existierenden Kavernen der Lunge bildet. Die pulmonale Höhlenbildung 

entsteht zum Beispiel durch eine Tuberkulose, Sarkoidose oder durch andere 

bullöse Lungenerkrankungen. Bei 10-15 % der Patienten mit höhlenbildenden 

Lungenerkrankungen kommt es zur Ausbildung eines Aspergilloms (LATGÉ, 

1999). Die Veränderungen der Lunge sind in der Computertomographie (CT) oder 

auf einer Röntgen-Thorax-Aufnahme meist gut sichtbar. Die meisten Patienten 

sind asymptomatisch. Es kann aber zu lebensbedrohlichen Hämoptysen, durch 

Invasion von Hyphen in bronchiale Arterien, kommen. Therapeutisch setzt man 

heutzutage neben der operativen Resektion und Behandlung mit Antimykotika 

auch auf die CT-gesteuerte Instillation von beispielsweise Amphotericin B direkt 

in die betroffenen pulmonalen Kavernen. Das führt in manchen Fällen zu einer 

kompletten Rückbildung des Pilzballs (THOMPSON & PATTERSON, 2008; 

CHOTIRMALL et al., 2013).  

Bei der invasiven Aspergillose (IA) unterscheidet man vier Formen (LATGÉ, 

1999): 

- Akute oder chronische invasive pulmonale Aspergillose (IPA) 

- Tracheobronchitis und chronisch obstruktive Lungenerkrankung 

- Akute invasive Rhinusitis 

- Disseminierte IA mit Gehirn- oder anderer Organbeteiligung 

Abhängig von der Art der Immunsuppression kann es zu unterschiedlichen 

Verläufen einer invasiven Aspergillose kommen. Ist durch vorliegende 

Neutropenie die Anzahl der Neutrophilen verringert, kommt es nur zu einer 

geringen Entzündungsreaktion und die Pilze können sich nach Angioinvasion 

über den Blutkreislauf in andere Organe ausbreiten. Bei Patienten, die aufgrund 

von Kortikosteroidtherapie immunsupprimiert sind, wird dagegen das 
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Pilzwachstum durch die Rekrutierung von Neutrophilen begrenzt. Es kommt 

dabei allerdings zu einer starken Entzündungsreaktion, die mit massiven 

Gewebeschäden einhergeht und so auf diesem Wege zum Tod führen kann 

(DAGENAIS & KELLER, 2009). 

 

Abbildung 3: Entwicklung einer invasiven Aspergillose abhängig von der 
Art der Immunsuppression 

Nach Beck (BECK, 2014) 

Die IPA ist die häufigste Form der Aspergillose und trat früher meist 10-14 Tage 

nach hämatopoetischer Stammzelltransplantation und bei Vorliegen einer 

Granulozytopenie auf (THOMPSON & PATTERSON, 2008). Neuerdings sind 

allerdings nur ein Drittel der neutropenischen Patienten betroffen, da diese 

Patientengruppe durch den Einbau von HEPA-Filtern in raumlufttechnische 

Anlagen inzwischen besonders gut geschützt ist (OREN et al., 2001). Klinisch 

zeigt sich die IPA durch pleuritischen Brustschmerz, Dyspnoe, Hämoptysis, 

trockenen Husten und Fieber. Die tracheobronchiale Aspergillose ist 

typischerweise eine Komplikation bei AIDS-Patienten oder Patienten nach 

Lungentransplantationen. Die Symptome sind mit Husten, Brustschmerz, Fieber 

und Hämoptysis unspezifisch. Bei der disseminierten Form kommt es über das 

Blut- oder Lymphsystem zur Ausbreitung des Pilzes in andere Organe, oft auch in 

das Gehirn. Auch mit angemessener antifungaler Therapie liegen die 

Mortalitätsraten dann bei über 90 % (THOMPSON & PATTERSON, 2008).  

Aspergillus zählt außerdem zu den Mykotoxinproduzenten. Mykotoxine sind 
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sekundäre Stoffwechselprodukte von Pilzen, die Tieren aber auch dem Menschen 

Schaden zufügen können, wenn sie mit der Nahrung aufgenommen werden 

(NELSON et al., 1994). A. fumigatus produziert unter anderem das 

immunsuppressive Gliotoxin, welches die Immunantwort stört und das Eindringen 

in das Gewebe erleichtert (FOX et al., 2004). Mykotoxine sind aber nicht 

Gegenstand dieser Arbeit und werden deshalb nicht ausführlicher behandelt. 

1.4 Bedeutung in der Tiermedizin 

Aspergillus-Spezies können in allen Haussäugetieren und Vögeln sowie in vielen 

wilden Tieren gefunden werden. Sie verursachen neben Allergien sowohl 

lokalisierte als auch systemische Aspergillosen. Bei Tieren handelt es sich meist 

um eine lokale Infektion des Atmungstraktes, die sich zu einer generalisierten 

Erkrankung weiterentwickeln kann. Aspergillose wird bei Tieren hauptsächlich 

durch A. fumigatus und einige wenige andere Spezies verursacht 

(SEYEDMOUSAVI et al., 2015). Auch im Tierreich gilt eine eingeschränkte 

Immunantwort als ein bedeutender Risikofaktor für die Erkrankung an 

Aspergillose (YAMAUCHI et al., 2011). Gesunde Tiere können aber durch 

widrige Umweltbedingungen auch betroffen sein. Zum Beispiel können sich bei 

Reptilien Defizite in der Haltung wie falsche Temperatur und schlechte Ernährung 

als Stressoren auf das Immunsystem auswirken (MILLER et al., 2004). Bei 

Vögeln zählen eine zu hohe Ammoniakkonzentration, Mykotoxinexposition sowie 

falsche Fütterung zu den umweltbedingten Belastungen (HOERR, 2010). Neben 

Rasse- und Geschlechtsprädispositionen, wie zum Beispiel beim Hund 

(MORTELLARO et al., 1989), kann auch Tuberkulose als zugrundeliegende 

Krankheit eine wichtige Rolle spielen (ZMEILI & SOUBANI, 2007). Zu den 

häufigsten Formen der tierischen Aspergillose zählen (SEYEDMOUSAVI et al., 

2015): 

- Lungeninfektionen beim Geflügel und anderen Vögeln 

- Mykotischer Abort und mykotische Mastitis bei Rindern 

- Luftsackmykose beim Pferd 

- Sinonasale Infektionen bei Hund und Katze 

- Durch Pneumonie ausgelöste disseminierte Infektionen in 

Meeressäugetieren 
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Bei den Vögeln zählt Aspergillus zu den häufigsten respiratorischen Pathogenen. 

Diese Eigenschaft erklärt sich durch bestimmte Charakteristika von Seiten des 

Wirtes aber auch des Pilzes. Die Anatomie des Atmungstraktes der Vögel, 

bestehend aus einem Lungen-Luftsacksystem, das wie ein Blasebalg funktioniert, 

begünstigt durch den erzeugten Luftstrom die Verteilung der Sporen. Auch haben 

Vögel wenig residente Makrophagen und fast keine mukoziliäre Clearance, was 

ihre Immunantwort gegenüber Pilzsporen stark schwächt (BROWN et al., 1997). 

Die Konidien sind wiederum sehr klein, wodurch sie physikalische Barrieren 

besser überwinden können und was ihnen ein tiefes Eindringen in den 

Atmungstrakt ermöglicht (KWON-CHUNG & SUGUI, 2013). Prinzipiell sind 

alle Vögel empfänglich für eine Aspergillose, ob wildlebend oder in 

Gefangenschaft (ARNE et al., 2011). In der Landwirtschaft, beispielsweise in der 

Truthahnproduktion, kann Aspergillose zu enormen ökonomischen Verlusten mit 

einer Sterblichkeit zwischen 4,5 und 90 % führen (SEYEDMOUSAVI et al., 

2015). Man unterscheidet drei Krankheitsformen bei Vögeln: die akute 

Aspergillose, die chronische Aspergillose und die Mykotoxikose. Von der akuten 

Aspergillose als Folge der Inhalation sehr großer Mengen an Sporen sind vor 

allem junge Vögel betroffen und sie geht mit einer hohen Morbidität und 

Mortalität einher. Klinische Veränderungen sind hierbei u.a. Anorexie, Lethargie, 

respiratorische Symptome, Polydipsie/Polyurie und plötzliche Todesfälle. 

Außerdem gibt es die chronische Aspergillose ausgelöst durch 

Immunsuppression. Diese tritt eher sporadisch bei älteren Vögeln auf und die 

vorherrschenden Krankheitsanzeichen sind Aktivitäts- und Gewichtsverlust, 

Dyspnoe nach Anstrengung und manchmal auch Ataxie oder Opisthothonus, falls 

das Nervensystem betroffen ist (SEYEDMOUSAVI et al., 2015). Die dritte 

Krankheitsform ist die Mykotoxikose. Aspergillus produziert verschiedene 

Mykotoxine wie zum Beispiel das Gliotoxin, das das Immunsystem schwächt, 

oder auch Aflatoxin, das als Auslöser der „Turkey-X-disease“ gilt (BRADBURN 

et al., 1994; RICHARD et al., 1996). Im Jahre 1960 hat letzteres zu einer 

tiermedizinischen Krise in Großbritannien geführt, der tausende Truthähne nach 

Infektion durch kontaminiertes Futter zum Opfer fielen (COLE, 1986).  

Bei den Wiederkäuern spielen der mykotische Abort und Euterentzündungen, 

ausgelöst durch A. fumigatus, die größte Rolle (SEYEDMOUSAVI et al., 2015). 

A. fumigatus gilt als häufiger Kontaminant in Heu und Silage, wodurch es auch 
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zur Aufnahme von Sporen durch Wiederkäuer kommen kann (COLE et al., 1977). 

Prinzipiell gelten gesunde Kühe als resistent gegenüber opportunistischen 

Infektionen. In der frühen Laktation sind sie für diese aber empfänglicher 

(PUNTENNEY et al., 2003). Die Inzidenz der durch A. fumigatus ausgelösten 

mykotischen Mastitis bei Kühen steigt insgesamt an, aber ein noch größeres 

Problem stellt sie in der kleinen Wiederkäuerpopulation dar. So wird z.B. bei 

Milchschafen von Fällen von Aspergillus-Mastitis aufgrund von 

Antibiotikabehandlung ante partum berichtet (SEYEDMOUSAVI et al., 2015). 

Zum Abort kommt es meist durch eine Infektion mit A. fumigatus im dritten 

Trimester der Trächtigkeit (KNUDTSON & KIRKBRIDE, 1992). Ihm gehen 

keine klinischen Veränderungen voran, allerdings wird häufig im Nachhinein eine 

Plazentaretention beobachtet. Die Prognose für die nächste Trächtigkeit ist 

allerdings gut.  

In Pferden verursacht Aspergillus in erster Linie Luftsackentzündungen und 

Pneumonien. Es handelt sich dabei um lebensbedrohliche Infektionen mit einer 

Prävalenz zwischen 0,5 und 17 % in Europa (SEYEDMOUSAVI et al., 2015). 

Dabei gelten Enteritis, Antibiotikagabe über einen langen Zeitraum, 

Immunsuppression sowie Endokrinopathien und/oder Neoplasien als 

prädisponierend (HATTEL et al., 1991; CARRASCO et al., 1996). 

Lungenaspergillose zeigt sich klinisch durch eine relativ milde Symptomatik 

bestehend aus Tachypnoe, Lungengeräuschen und Fieber (JOHNSON et al., 

1999). Die Luftsackmykose verläuft dagegen komplett asymptomatisch solange 

keine Gefäße oder Nerven betroffen sind. Sollte aber die Arteria carotis interna 

und/oder externa oder die Arteria maxillaris betroffen sein, kommt es zu 

plötzlicher Epistaxis, an der 34-60 % der Tiere innerhalb von wenigen Tagen 

versterben (LANE, 1989). Dringt der Pilz in Nervengewebe ein, leiden die Pferde 

zudem oft unter Dysphagie einhergehend mit Nasenausfluss, Kehlkopfpfeifen, 

Fazialisparese oder auch Horner-Syndrom. Für die genaue Diagnostik führt man 

eine Endoskopie durch, bei der man deutlich abgesetzte, gelblich-bräunliche, 

nekrotische Beläge erkennen kann, die sich typischerweise am dorsalen Teil der 

medialen Luftsackabteilung befinden. Neben den Luftsackmykosen spielen beim 

Pferd auch die durch Aspergillus spp. ausgelösten Keratomykosen 

(Hornhautentzündung durch Pilzinfektion) eine relativ große Rolle (BLOMME et 

al., 1998). 
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Bei Hund und Katze ist die sinonasale Mykose die häufigste Aspergillus-

Infektion. Beim Hund ist sie sogar die zweithäufigste Ursache für Nasenausfluss 

überhaupt (SEYEDMOUSAVI et al., 2015). Besonders meso- oder doliocephale 

Hunderassen wie der Deutsche Schäferhund oder Rottweiler sind davon betroffen 

(SHARMAN & MANSFIELD, 2012). Die Tiere leiden unter Schmerzen am 

Nasenrücken, Ulzeration am Nasenspiegel und Nasenausfluss 

(SEYEDMOUSAVI et al., 2015). Bei Katzen gibt es noch die Sonderform der 

sinoorbitalen Aspergillose, die sich aus der sinonasalen Infektion 

weiterentwickelt. Diese Form nimmt immer mehr zu, wahrscheinlich aufgrund 

von virusinduzierter Immunschwäche, und wird am häufigsten durch A. felis 

verursacht. Die Prognose für Katzen mit sinoorbitaler Infektion ist schlecht 

(BARRS & TALBOT, 2014). 

In Meeressäugern gilt die Aspergillose als selten. Es wird aber dennoch immer 

häufiger davon berichtet (DAGLEISH et al., 2008). Es kann sich sowohl um eine 

Primärinfektion als auch eine Sekundärinfektion als Folge von chronischen 

Erkrankungen handeln. Prinzipiell ist sie indikativ für eine Immunschwäche. Bei 

Walen wurde bereits von Fällen von Lungenaspergillose berichtet, die am 

häufigsten durch A. fumigatus verursacht wurde (SEYEDMOUSAVI et al., 2015). 

Neben der Lunge können aber auch andere Organe wie das Gehirn oder die 

Muskulatur befallen werden (DAGLEISH et al., 2008; ABDO et al., 2012). 

2. Fusarium Spezies 

2.1 Taxonomie und Bedeutung 

Die Gattung Fusarium zählt wie auch die Gattung Aspergillus zur Abteilung der 

Ascomyceten und wurde erstmals 1809 von Link unter dem Namen Fusisporium 

beschrieben (LINK, 1809). Der Name leitet sich vom lateinischen Wort fusus, auf 

Deutsch Spindel, ab und beschreibt die spindelartige Form der Sporen. Die 

teleomorphen Formen (sexuell reproduktive Formen) werden größtenteils der 

Gattung Gibberella zugeordnet. Alle heute relevanten taxonomischen Systeme 

basieren auf der Arbeit von Wollenweber und Reinking (WOLLENWEBER & 

REINKING, 1935). Diese teilen in ihrem Werk „Die Fusarien“ von 1935 65 

Spezies in 16 Sektionen ein, die wiederum 55 Varietäten und 22 Formen 

enthielten (NELSON et al., 1994). Die Einteilung in Sektionen wird für Gattungen 

mit einer großen Anzahl von Spezies genutzt, um diese anhand ähnlicher 
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morphologischer Charakteristika gruppieren zu können. Die Klassifizierung 

erfolgt auch heute noch größtenteils anhand der Morphologie, wobei dies oft als 

wenig zuverlässig kritisiert wird. Das taxonomische System von Gerlach und 

Nirenberg (1982) hat die Anzahl von Sektionen beibehalten, wohingegen Nelson 

et al. (1983) ein einfacheres Klassifizierungssystem mit nur 12 Sektionen 

vorgeschlagen haben (MORETTI, 2009).  

Die Gattung Fusarium beinhaltet einige der für die Landwirtschaft und den 

Gartenbau ökonomisch wichtigsten Pflanzenpathogene. Durch sie verursachte 

Krankheiten (z. B. Kopf- und Knollenfäule des Weizen, Fusarium-Welke der 

Bananen) verursachen weltweit enorme wirtschaftliche Verluste in der 

Landwirtschaft und haben dadurch eine große ökonomische Bedeutung 

(SUMMERELL et al., 2010). Einige Arten haben außerdem die Fähigkeit 

Mykotoxine zu produzieren und stellen somit eine Gefahr für Mensch und Tier 

dar (NUCCI & ANAISSIE, 2007). Des Weiteren treten immer häufiger pathogene 

Fusarium-Spezies auf, die opportunistische Infektionen beim Menschen 

verursachen (MUHAMMED et al., 2011). 

2.2 Lebenszyklus und Habitat 

Pilze der Gattung Fusarium sind im Boden weit verbreitet und man findet sie auf 

Pflanzenteilen oder anderen organischen Substraten. Sie kommen in tropischen 

und gemäßigten Klimazonen vor, können aber auch in der Wüste oder alpinen 

bzw. arktischen Gegenden überleben. Des Weiteren treten sie gehäuft in 

fruchtbaren Böden und im Weideland auf, allerdings nur selten im Waldboden. 

Durch ihre häufige Assoziation mit Wurzeln von Pflanzen bezeichnet man ihre 

Lebensweise auch als saprophytär bzw. parasitär. Fusarien können sich mittels 

ihrer Sporen in der Atmosphäre verbreiten (NELSON et al., 1994) und Wind und 

Regen spielen für die Verbreitung über weite Entfernungen eine wichtige Rolle 

(OOKA & KOMMEDAHL, 1977). Es gibt drei verschiedene Konidienformen bei 

Fusarien, wobei nicht alle Spezies alle drei Formen bilden können: 

Makrokonidien, Mikrokonidien und Chlamydosporen. Die Makrokonidien sind 

septiert und können aus Mono- oder Polyphialiden im Luftmyzel entstehen, aber 

auch aus Sporodochia (MORETTI, 2009). Die Mikrokonidien können in ihrer 

Größe stark variieren. Sie sind meist ellipsoid und haben kein oder nur ein 

Septum. Die Chlamydosporen stellen wiederum die Überdauerungsform dar 

(OHARA et al., 2004). Sie haben eine dickere Zellwand und einen hohen 
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Fettgehalt und können sich in der Mitte oder am Ende einer Hyphe bilden 

(MORETTI, 2009). Wenn die Sporen auf geeignetes Substrat treffen, kann man 

bereits nach 2 h ein Anschwellen beobachten. Nach 8 h entstehen Keimschläuche 

und nach 24 h ist ein dichtes Myzel vorhanden (SEONG et al., 2008). Ein 

wesentlicher Unterschied zu Aspergillus ist die Fähigkeit, auch in infiziertem 

Gewebe Sporen zu bilden. Dies wurde 1955 von Wolf zum ersten Mal beobachtet. 

Dieser nahm damals fälschlicherweise an, dass Fusarium in zwei 

morphologischen Formen vorkommt. Eine myzelartige Form, die sich sowohl in 

festem als auch flüssigem Kulturmedium bildet, und eine hefeartige Form, die 

sich nur in Flüssigmedium zeigt (LOCKWOOD & CRESCENCIO, 2016). Es 

handelte sich bei letzterer aber um Konidien. Fusarium spp. besitzt hyaline, 

septierte Hyphen mit einem Durchmesser von 3-8 µm, die sich in spitzem bis 

rechtem Winkel verzweigen (DIGNANI & ANAISSIE, 2004).  

 

Abbildung 4: Diagramm der Konidienformen von Fusarium spp. 

 Modifiziert nach de Hoog (DE HOOG et al., 2000) 

 

2.3 Bedeutung in der Humanmedizin 

Fusarium-Infektionen des Menschen können in drei große Gruppen eingeteilt 

werden (NELSON et al., 1994): 

- Fremdkörper-assoziierte Fusarium-Infektionen 

- Isolierte Organinfektionen 

- Disseminierte Multiorganinfektionen 
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Der Immunstatus des Patienten spielt dabei eine große Rolle. Bei 

immunkompetenten Patienten kommt es nur zu oberflächlichen oder lokal 

invasiven Infektionen, bei Immunsupprimierten können lokal invasive aber auch 

disseminierte Infektionen auftreten. Bei vorliegender Immunsuppression geht die 

disseminierte Infektion mit einer hohen Mortalitätsrate einher. Beispielsweise 

liegt bei Empfängern von Stammzellspenden die Überlebensrate 90 Tage nach der 

Diagnose einer Fusariosis bei nur 13 % (MUHAMMED et al., 2011). Die 

Infektion erfolgt entweder durch Inhalation der Sporen oder durch Traumata oder 

Verbrennungen der Haut. Auch über eine gastrointestinale Infektion durch den 

Verzehr von infiziertem Getreide wird immer wieder spekuliert, doch bisher 

konnte sie nicht nachgewiesen werden (NELSON et al., 1994).  

 

Abbildung 5: Durch Fusarium spp. verursachte Krankheitsbilder im 
Menschen 

 

Zu den Fremdkörper-assoziierten Infektionen zählen die mykotische Keratitis 

durch mangelnde Kontaktlinsenpflege, die Peritonitis durch Peritonealdialyse oder 

die Katheter-assoziierte Mykose. Alle drei zeichnen sich dadurch aus, dass sie 

nicht invasiv sind, dass bei den Patienten keine Neutropenie vorliegt und dass sehr 

gute Heilungschancen nach Entfernung des infizierten Fremdkörpers und lokaler 

Therapie bestehen.  

Die isolierten Organinfektionen durch Fusarium spp. können vielfältige 

Erscheinungsbilder haben. Sie reichen von Onychomykosen, über Fusarium-

Keratitis bis hin zu Hautinfektionen. Onychomykosen verlaufen meist 

asymptomatisch, sollten aber als Ausgangspunkt disseminierter Infektionen in 
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Betracht gezogen werden (DIGNANI & ANAISSIE, 2004). Zu einer Fusarium-

Keratitis kann es durch korneale Traumata z.B. durch das Eindringen von 

Pflanzenteilen oder Erde kommen. Prädispositionen wie eine allergische 

Konjunktivitis, Gebrauch von hydrophilen Kontaktlinsen oder topische 

Anwendung von Kortikosteroiden oder Antibiotika begünstigen eine Infektion. 

Zudem sind primäre und sekundäre Hautinfektionen möglich, indem Fusarium-

Spezies direkt in Hautstrukturen eindringen oder aber es zur Entstehung eines 

sekundären Infektionsherdes durch eine Verbreitung mit dem Blutkreislauf 

kommt. Auch hier spielen neben einer initialen Kolonisierung prädisponierende 

Faktoren, wie hohe Feuchtigkeit, Traumata, Immunsuppression und 

Verbrennungen, eine wichtige Rolle. Seltenere Organmanifestationen sind Otitis, 

Knochen- oder Gelenksinfektionen, intranasale Infektionen, Pneumonie und 

Gehirnabszess (NELSON et al., 1994).  

Disseminierte Multiorganinfektionen treten hauptsächlich nach intensiver 

Chemotherapie oder nach Knochenmarkstransplantationen auf (NELSON et al., 

1994). Sie zeigen sich oft durch persistierendes Fieber, welches durch Antibiotika 

oder Antimykotika nicht beseitigt werden kann. Man geht davon aus, dass die 

Patienten in den meisten Fällen bereits vor der Einweisung in das Krankenhaus 

vom Pilz kolonisiert waren und es dann durch die darauffolgende 

Immunsuppression und Neutropenie zur disseminierten Infektion kommt. Aber 

auch nosokomiale Übertragungen oder Topfpflanzen als potentielle 

Infektionsquelle werden diskutiert. Prinzipiell kann jedes Organ von der Infektion 

betroffen sein. Am häufigsten handelt es sich aber um Hautinfektionen (70-90 %), 

gefolgt von Infektionen der Lunge und/oder der Nebenhöhlen (70-80 %). Wenn 

die Lunge involviert ist, leiden die Patienten unter pleuritischen Brustschmerzen, 

Fieber, Husten und Hämoptysis, also einer ähnlichen Symptomatik wie auch bei 

der pulmonalen Aspergillose (DIGNANI & ANAISSIE, 2004). Deshalb fällt die 

Unterscheidung zwischen Aspergillose und Fusariose oft schwer. Der Verdacht 

auf Fusariose kann sich durch Hautläsionen sowie durch die Isolation des Pilzes 

aus Blutkulturen erhärten. Für eine Heilung ist es wichtig, die Neutropenie sowie 

die dieser zugrundeliegende Krankheit unter Kontrolle zu bekommen (NELSON 

et al., 1994).  

Auch Fusarium zählt zu den Mykotoxinproduzenten und bei Aufnahme von 

Fusarientoxinen durch kontaminierte Lebensmitteln kann es zum Beispiel zur 
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alimentären toxischen Aleukie (ATA) beim Menschen kommen (NELSON et al., 

1994). Die ATA führt zur Verminderung der Leukozytenanzahl im Blutplasma, 

Schädigung des Knochenmarkes, Nekrosen der Haut und trat u.a. zum Ende des 

zweiten Weltkrieges in Russland wegen des Verzehrs von überwintertem Getreide 

auf (NELSON et al., 1994). 

2.4 Bedeutung in der Tiermedizin 

In der Tiermedizin sind Infektionen durch Fusarium eher die Seltenheit und es 

gibt nur wenige Fallberichte. Man geht davon aus, dass es, wie beim Menschen 

auch, nur bei vorliegender Immundefizienz (SUGAHARA et al., 2014) oder nach 

Trauma (VASCELLARI et al., 2011) zu schweren Infektionen kommen kann.  

Beim Hund wurde von Meningoencephalitis (EVANS et al., 2004), Pyelonephritis 

(DAY & HOLT, 1994), Dermatomykose (KANO et al., 2011), disseminierter 

Infektion mit Haut- und Nierenlokalisation (KANO et al., 2002) und 

Onychomykose (NAMITOME et al., 2011) berichtet. Im Falle der Onychomykose 

und der Pyelonephritis war keine vorliegende Immunschwäche bekannt. Das 

deckt sich auch mit den Erfahrungen bei Onychomykosen des Menschen, bei 

denen auch Gesunde von lokalen Infektionen betroffen sein können. In den 

anderen Fällen gab es eine vorherige immunsuppressive Therapie (KANO et al., 

2002; KANO et al., 2011) oder es handelte sich bei dem Patienten um einen 

deutschen Schäferhund (EVANS et al., 2004). Für diese Rasse ist bekannt, dass 

eine gewisse Prädisposition für die Entwicklung von disseminierten Mykosen 

(z.B. der Aspergillose) besteht, da sie unter einem angeborenen IgA-Antikörper-

Defizit leiden, der sie empfindlicher gegenüber opportunistischen Infektionen 

macht (EVANS et al., 2004).  

Auch bei der Katze sind Fälle invasiver Fusariose beschrieben worden. Sugahara 

et al. berichten von einer Katze, die unter einer durch F. proliferatum ausgelösten 

granulomatösen Pododermatitis der Zehen litt (SUGAHARA et al., 2014) und 

Vascellari et al. von einer Katze mit pyogranulomatöser Rhinosinusitis 

(VASCELLARI et al., 2011). Bei beiden Fällen ist weder eine vorangegangene 

Verabreichung von Glukokortikoiden bekannt, noch konnte eine durch felines 

Leukämievirus (FeLV) oder felines Immundefizienz-Virus (FIV) ausgelöste 

Immunschwäche nachgewiesen werden. Bei der Katze mit Rhinosinusitis könnte 

sich aber eventuell eine vorausgegangene Infektion mit felinem 
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Rhinotracheitisvirus oder felinem Calicivirus prädisponierend ausgewirkt haben, 

da dadurch die lokale Immunität der Mukosa geschwächt wird (VASCELLARI et 

al., 2011).  

Bei Pferden werden vor allem zwei durch Fusarium ausgelöste Krankheiten 

beschrieben: die Keratomykose und die Equine Leukoenzephalomalzie. Die 

Keratomykose wird in den meisten Fällen entweder durch Aspergillus spp. oder 

Fusarium spp. verursacht (ANDREW et al., 1998) und sie entsteht durch 

Inokulation von Pilzmaterial nach Traumata (BRADFORD et al., 2012). Die 

Equine Leukoenzephalomalazie wird im Zusammenhang mit dem Verzehr von 

mit Fusarium, insbesondere F. verticilloides und F. proliferatum, kontaminiertem 

Mais ausgelöst (NELSON et al., 1994). Diese beiden Fusarium Spezies 

produzieren die Mykotoxine Fumonisin B1 and B2. Die Krankheitserscheinungen 

treten plötzlich auf und sind charakteristisch für Großhirn- oder 

Stammhirnläsionen, was sich auch mit den histologischen Befunden deckt (RIET-

CORREA et al., 2013). Die betroffenen Pferde sind u.a. apathisch, ataktisch, 

schläfrig, lassen ihre Zunge hängen, zeigen zielloses Kreisen und Probleme beim 

Rückwärtsrichten (NELSON et al., 1994) und sterben meist innerhalb von 6- 24 h 

(RIET-CORREA et al., 2013).  

Auch Wiederkäuer sind empfänglich für Fusarium-Toxine. Der Verzehr von mit 

F. solani infizierten Süßkartoffelknollen in Brasilien und Uruguay führte 

beispielsweise zum akuten Respiratory-Distress-Syndrome. Es handelt sich dabei 

aber nicht um eine klassische Mykotoxikose, da das Toxin nicht durch den Pilz 

direkt sondern durch die infizierten Knollen produziert wird (RIET-CORREA et 

al., 2013). Die Klinik zeigt sich durch Dyspnoe, Husten, vermehrte 

Speichelproduktion und dilatierte Nasenlöcher. Oft sterben die Tiere nach ca. 3-5 

Tagen. Des Weiteren berichteten Elligott et al. von einem seltenen Fall einer 

durch Fusarium ausgelösten Keratomykose in einer Holstein Kuh (ELLIGOTT et 

al., 2006). 

Beim Schwein sind keine Fallberichte zu Fusarium-Infektionen bekannt. 

Allerdings sind Schweine sehr empfindlich gegenüber dem Toxin Zearalenon, das 

durch F. graminearum gebildet wird und nach Verzehr von kontaminiertem 

Getreide Hyperöstrogenismus verursacht. Dieses Toxin wirkt vor allem auf 

Genitalien und Reproduktionsorgane. Junge Sauen zeigen nach Exposition ein 

Anschwellen der Vulva sowie der Milchdrüsen, was in ernsten Fällen bis hin zum 
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vaginalem oder rektalen Prolaps führen kann. Zuchtsauen haben oft einen 

verlängerten Östrus, männliche Jungtiere leiden unter Feminisierung und 

ausgewachsene Eber haben eine verminderte Libido. Auch sind Unfruchtbarkeit, 

verringerte Wurfgröße und schwache Ferkel weitere Anzeichen des 

Hyperöstrogenismus (NELSON et al., 1994).  

Schon bei Aspergillus wurde auf mögliche Pilzinfektionen von Meeressäugern 

hingewiesen und auch bei Fusarium gibt es Berichte über beispielsweise 

mykotische Dermatitis bei Walen (FRASCA et al., 1996) sowie auch einen 

Bericht über einen Tümmler mit einer durch F. oxysporum ausgelösten ZNS-

Erkrankung. Dieser Delphin verstarb sehr plötzlich und in der pathologischen 

Untersuchung fand man Hämorrhagien im rechten Großhirn, Kleinhirn und im 

rechten Auge. Histopathologisch handelte es sich um eine akute nekrotisierende 

Meningoenzephalitis mit intraläsionalen Pilzhyphen (STAGGS et al., 2010). Wie 

es zur Infektion kam, ist in diesem Fall völlig ungeklärt, während bei den Fällen 

von mykotischer Dermatitis die Tiere zuvor besonderen Stressituationen wie 

Stranden oder Transport ausgesetzt waren (FRASCA et al., 1996). 

3. Methoden für die Diagnostik invasiver Aspergillosen und 

Fusariosen in der Humanmedizin 

Eine frühe Diagnose invasiver Schimmelpilzmykosen ist ausschlaggebend für die 

Einleitung der richtigen Therapie und somit für die Verbesserung der 

Überlebenschancen. Eine Verzögerung kann zum Voranschreiten der Erkrankung 

führen, so dass eine antimykotische Therapie erfolglos bleibt oder der Patient 

noch vor Einleitung therapeutische Maßnahmen verstirbt (OSTROSKY-

ZEICHNER, 2012). Die Diagnose invasiver Schimmelpilzmykosen im Menschen 

basiert laut internationaler Richtlinien auf Klinik, Kultur, Histologie und 

Serologie, sowie den Ergebnissen bildgebender und molekularbiologischer 

Methoden (DE PAUW & PICAZO, 2008). All diese Methoden besitzen jedoch 

Vor- und Nachteile.  

Die klinischen Veränderungen sind im Falle der invasiven Aspergillose sehr 

unspezifisch, leidet der Patient unter Neutropenie kann persistierendes Fieber 

sogar der einzige Hinweis auf eine Schimmelpilzinfektion sein (SHERIF & 

SEGAL, 2010). Im Falle der Fusariose sind Hautläsionen ein typisches klinisches 

Merkmal (NUCCI & ANAISSIE, 2007). Ansonsten lässt sich die klinische 
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Symptomatik der invasiven Fusariose aber kaum von der der Aspergillose 

abgrenzen.  

Die Kultur ist eine sehr wichtige Methode zur Speziesidentifizierung und auch 

ausschlagegebend für einen darauffolgenden Resistenztest (HOPE et al., 2005). 

Allerdings ist ihre diagnostische Aussagekraft stark davon abhängig, ob die Probe 

steril entnommen wurde. Eine positive Kultur von einer nicht-steril entnommenen 

Probe ist kein Beweis, da es sich um eine normale Kolonisierung bzw. um eine 

Kontamination handeln kann (OSTROSKY-ZEICHNER, 2012). Allerdings steigt 

die Aussagekraft einer positiven Kultur mit dem Grad der Immunsuppression des 

Patienten. Im Falle von Aspergillus sind Blutkulturen fast immer negativ 

(OSTROSKY-ZEICHNER, 2012), wohingegen bei Fusarium die Isolation des 

Erregers aus dem Blut häufiger gelingt (NELSON et al., 1994). Auch 

Bronchoalveolarflüssigkeit oder Biopsiematerial kann zur Anzucht des Erregers 

verwendet werden. Insgesamt ist die Kultur aber zeitintensiv und wenig sensitiv 

(HOPE et al., 2005).  

Die Histologie ist eine gute Nachweismethode für Pilzbefall, doch auch sie bringt 

Nachteile mit sich. Schon allein die Biopsie ist für die meisten Patienten sehr 

riskant, da viele von ihnen aufgrund der vorliegenden Neutropenie meist auch 

thrombozytopenisch sind und deshalb das Risiko für Blutungen nach dem Eingriff 

besonders hoch ist. Zudem weisen Aspergillus und Fusarium in der Histologie 

eine sehr ähnliche Morphologie auf. Beide besitzen schmale, septierte Hyphen, 

die sich im 45 °-Winkel verzweigen. Eine genaue Differenzierung zum Beispiel 

anhand der typischen Periodic Acid Schiff Reaktion oder Grocottfärbung ist 

deshalb unmöglich (NUCCI & ANAISSIE, 2007).  

Die serologische Diagnostik spielt im Falle von Aspergillus- Infektionen bereits 

eine große Rolle. Allerdings beschränkt sie sich auf den Antigennachweis, da der 

Nachweis pilzspezifischer Antikörper aufgrund der Immunsuppression der 

meisten Patienten eher ungeeignet ist (THOMPSON & PATTERSON, 2008). Für 

den diagnostischen Antigennachweis werden die Zellwandpolysaccharide β-1,3-

Glucan und Galaktomannan genutzt. Die Myzelzellwand von A. fumigatus besteht 

hauptsächlich aus drei Polysacchariden: β-1,3-Glucan, Chitin und 

Galaktomannan. Wobei sich das Grundgerüst aus β-1,3-Glucan und Chitin 

zusammensetzt, mit welchem Seitenketten bestehend aus Galaktomannan und 

linearem β-1,3/1,4-Glucan verbunden sind (LATGE et al., 2005). Galaktomannan 
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ist wiederum aus linearem α-1,2/1,6-Mannan mit kurzen β-1,5-Galaktofuranose-

Seitenketten aufgebaut (LATGE et al., 1994). 

 

 

Abbildung 6: Polysaccharidgerüst der Zellwand von A. fumigatus 

 Nach Heesemann (HEESEMANN, 2010) 

Galaktomannan und β-1,3-D-Glucan sind nicht nur Bestandteile der Zellwand, 

sondern werden während des Wachstums auch von Aspergillus freigesetzt. Sie 

können schon Tage vor dem Auftreten klinischer Symptome in verschiedenen 

Körperflüssigkeiten des Patienten wie Blut, BAL-Flüssigkeit oder Liquor 

nachgewiesen werden (MARR et al., 2004). Für den Nachweis des 

Galaktomannans steht ein kommerziell erhältlicher Galaktomannan-Assay 

(Platelia™ Aspergillus Galactomannan EIA) zur Verfügung. Dabei handelt es 

sich um einen Sandwich-ELISA, bei dem der monoklonale Rattenantikörper EB-

A2 an die β-1,5-verknüpften Galaktofuranose-Seitenketten des Galaktomannans 

bindet. Generell zeigt er eine hohe Sensitivität und Spezifität für die IA. Zu 

falsch-negativen Ergebnissen kann es jedoch durch vorherige antifungale 

Therapie kommen. Falsch-positive Ergebnisse können z.B. aufgrund einer β-

Lactam-Antibiose oder durch Kreuzreaktivität mit anderen Erregern invasiver 

Mykosen (Penicillium marneffei, Blastomyces dermatitidis, Histoplasma 

capsulatum) auftreten (OSTROSKY-ZEICHNER, 2012). In den letzten Jahren 

wurde zudem mehrfach beobachtet, dass der Galaktomannan-Assay auch bei 

vorliegender invasiver Fusariose ein falsch-positives Ergebnis zeigt, obwohl er 

eigentlich gerade bei der Differenzierung zwischen Aspergillose und Fusariose 

von Vorteil sein sollte (NUCCI et al., 2014). Der zweite in der Diagnostik 
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eingesetzte serologische Test weist β-1,3-Glucan nach. β-1,3-Glucan ist im 

Gegensatz zu Galaktomannan ein Zellwandbestandteil vieler Pilze, allerdings ist 

bekannt, dass Mucor- und Cryptococcus-Spezies kein β-1,3-Glucan bilden. Somit 

weist ein positives Testergebnis nur eine invasive Mykose nach, ohne dass eine 

genauere Spezifizierung vorgenommen werden kann (OSTROSKY-ZEICHNER, 

2012). Allerdings sollte bei nachgewiesener Schimmelpilzinfektion mit positivem 

β-1,3-Glucan-Assay und negativem Galaktomanannachweis eine Fusariose 

definitiv in Betracht gezogen werden (MUHAMMED et al., 2011). 

Die Computertomographie (CT) ist ein wichtiges Instrument zur frühzeitigen 

Diagnose einer pulmonalen Infektion im immunsupprimierten Patienten. Ein 

deutlicher Hinweis auf eine invasive Mykose sind das sogenannte Halo-Zeichen 

bzw. das umgekehrte Halo-Zeichen. Unter dem Halo-Zeichen versteht man die 

milchglasartige Trübung um einen nodulären Herd. Das umgekehrte Halo-

Zeichen wird wiederum als fokale rundliche milchglasartige Struktur umgeben 

von einem konsolidierten sichelförmigen bis vollständigen Ring beschrieben 

(GEORGIADOU et al., 2011). Am häufigsten werden diese Anzeichen im CT-

Scan einer pulmonalen Aspergillose oder Mucormycose zugeschrieben, aber sie 

können auch auf andere Infektionen oder auch z.B. neoplastische Veränderungen 

hinweisen. Insgesamt gilt die Computertomographie als eine sehr sensitive, aber 

nicht sehr spezifische Methode (VAN DIEPENINGEN et al., 2015). Interessant 

ist, dass bei Fusariose dieses Halo-Zeichen bisher nicht beschrieben wurde, 

allerdings sieht man auch hier Veränderungen wie Knoten oder Massen im CT-

Scan (MAROM et al., 2008). 

Molekularmethoden, wie die PCR, zur Detektion von Aspergillus DNA-

Fragmenten sind dank ihrer hohen Sensitivität und ihrer Schnelligkeit ein 

vielversprechendes Werkzeug. Die PCR bietet auch die Möglichkeit zur 

Speziesidentifizierung, wodurch wiederum Hinweise auf Resistenzen möglich 

sind (OSTROSKY-ZEICHNER, 2012). Ein großes Problem stellt aber die 

mangelnde Standardisierung der PCR-Protokolle dar, was zu inhomogenen 

Untersuchungsergebnissen der jeweiligen Labors führt und die Vergleichbarkeit 

von Untersuchungsergebnissen erschwert (TUON, 2007). Durch ihre hohe 

Sensitivität ist auch das Risiko für falsch-positive Ergebnisse sehr hoch, zumal 

man durch die PCR nur schwer zwischen Kolonisierung und Krankheit 

unterscheiden kann (OSTROSKY-ZEICHNER, 2012). Trotzdem kann sie schon 
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jetzt als zusätzlicher Test eine gute Ergänzung des Spektrums diagnostischer 

Methoden bieten. Auch für Fusarium wurde eine PCR entwickelt. Sie nutzt die 

ITS- Sequenz zwischen 18S rDNA und 28S rDNA oder andere gut konservierte 

Sequenzen (MUHAMMED et al., 2011). Wenn verfügbar wird die PCR-Technik 

zur Bestätigung der Diagnose empfohlen (VAN DIEPENINGEN et al., 2015). 

Insgesamt ist es mit den bisherigen diagnostischen Möglichkeiten oft nicht 

möglich zwischen einer Fusarium- und einer Aspergillus-Infektion zu 

unterscheiden. Da dies aber aufgrund von unterschiedlichen Sensitivitäten 

gegenüber den vorhandenen Antimykotika einen erheblichen Einfluss auf die 

Wahl der Therapie hat, herrscht ein großer Bedarf für die Entwicklung neuer 

Fusarium- und Aspergillus-spezifischer Nachweisverfahren. 

4. Antifungale Therapie invasiver Schimmelpilzmykosen 

4.1 Aktueller Stand der antifungalen Therapie 

Bei Verdacht auf Aspergillose oder Fusariose sollte mit der Behandlung sofort 

begonnen werden, um ein Fortschreiten der Krankheit während der teilweise 

langwierigen Diagnostik zu verhindern (SALES MDA, 2009). Lange war 

Amphotericin B das antifungale Medikament der Wahl bei invasiver Aspergillose. 

Es zählt zu den Polyenen und führt durch Bindung an Ergosterol zur Bildung von 

Ionenkanälen in der Zellmembran des Pilzes. Dadurch erhöht sich die 

Permeabilität und es kommt schließlich zum Zelltod (THOMPSON & 

PATTERSON, 2008). Fast alle Aspergillus-Isolate sind empfindlich gegenüber 

Amphotericin B, nur A. terreus, der nach A. fumigatus als zweithäufigster 

Krankheitserreger innerhalb der Gattung Aspergillus gilt, ist resistent (HACHEM 

et al., 2004). Renale Toxizität ist aber als Nebenwirkung bei fast 30% der mit 

Amphotericin B behandelten Patienten beschrieben (THOMPSON & 

PATTERSON, 2008). Deswegen wurden neue auf Lipiden basierende 

Amphotericin-B-Zubereitungen entwickelt, die aber in höheren Dosen verabreicht 

werden müssen als das ursprüngliche Präparat, um denselben Effekt zu erreichen 

(ZMEILI & SOUBANI, 2007). Eine neuere Produktklasse mit Wirkung gegen 

Aspergillose sind die Triazole z.B. Voriconazol, Itraconazol und Posaconazol. Sie 

blockieren die Ergosterolsynthese durch Inhibition des Cytochrom P450 Enzyms, 

wodurch wiederum das Wachstum gehemmt wird und es in der Folge zum Zelltod 

des Pilzes kommt (THOMPSON & PATTERSON, 2008). Azole wirken aber auch 
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auf das humane P450 Enzym und können so zu hepatischen Nebenwirkungen 

führen. Voriconazol gilt heutzutage als empfohlenes Ersttherapeutikum für die 

meisten Patienten mit invasiver Aspergillose, da diese besser darauf ansprechen 

als auf Amphotericin B und somit die Überlebenschancen verbessert werden. Eine 

neue Klasse von Therapeutika stellen die Echinocandine mit Caspofungin, 

Micafungin und Anidulafungin dar. Sie inhibieren die β-1,3-D-Glucan-Synthese 

und wirken auf A. fumigatus fungistatisch (THOMPSON & PATTERSON, 2008). 

β-1,3-D-Glucan ist ein wichtiger Zellwandbestandteil vieler Pilze. Gerade bei 

Patienten mit einer Resistenz gegenüber Standardantimykotika oder beim 

Auftreten von starken Nebenwirkungen, sind Echinocandine eine gute Option. 

Auch wird oft bei refraktorischer IPA über eine Kombinationstherapie von 

Echinocandinen mit anderen Therapeutika nachgedacht, da Echinocandine die 

Zellwand attackieren und nicht wie die anderen Therapeutika die Zellmembran. 

Aufgrund der Kombination von Therapeutika mit unterschiedlichen Zielstrukturen 

ist zu erwarten, dass eine effizientere Bekämpfung des Pilzes stattfindet. Es gibt 

über ein solches Vorgehen allerdings noch nicht genügend prospektive Studien. 

In-vitro-Daten und einzelne Fallberichte sehen aber vielversprechend aus 

(ZMEILI & SOUBANI, 2007). Fusarium Spezies zeigen keine in-vitro-

Sensitivität gegenüber Echinocandinen und zählen zu den Antimykotika-

resistentesten Pilzen überhaupt (DIGNANI & ANAISSIE, 2004). Hochdosiertes 

liposomales Amphotericin B ist eines der Antimykotika, das bei der Therapie der 

Fusariose angewendet werden. Generell hat aber auch Voriconazol sowohl eine 

in-vitro als auch in-vivo-Aktivität gegen Fusarium und ist zusammen mit 

Posaconazol von der Food and Drug Administration (FDA) für die salvage 

therapy der Fusariose zugelassen (MUHAMMED et al., 2011). Da die 

Behandlung der Neutropenie eine zentrale Rolle für das Überleben bei einer 

Fusariose spielt, kann das Immunsystem zum Beispiel auch mit G-CSF 

(granulocyte colony stimulating factor), GM-CSF (granulocyte macrophage 

colony stimulating factor) oder Granulozyten-Transfusionen gestärkt werden 

(ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 2008; MUHAMMED et al., 2011). In einer 

Studie von Horn et al. lag die Überlebensrate bei Fusariose nach 90 Tagen bei 44 

%, was eine deutliche Verbesserung zu vorangegangenen Studien aus dem Jahr 

2003 darstellt (HORN et al., 2014). Die Autoren gehen davon aus, dass dies an 

der Verfügbarkeit der Triazole liegt. Auch bei der Behandlung der Fusariose wird 

teilweise auf eine Kombinationstherapie, zum Beispiel von Voriconazol und 
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Amphotericin B, gesetzt (HORN et al., 2014).  

Zusammenfassend lässt sich aber sagen, dass die Möglichkeiten einer 

antifungalen Therapie durch die geringe Anzahl an Therapeutika stark 

eingeschränkt sind. Des Weiteren traten in den letzten Jahren vermehrt 

Resistenzen auf. Es ist bekannt, dass der lang anhaltende Gebrauch 

antimikrobieller Substanzen zur Selektion resistenter Klone führen kann. Im Falle 

der Azole kann sowohl der extensive Gebrauch dieser Substanzklasse in der 

Landwirtschaft als auch die prophylaktische Behandlung von Hochrisikopatienten 

zur Resistenzbildung beitragen (AZEVEDO et al., 2015). Außerdem führt der 

prophylatktische Einsatz auch zu einer Zunahme von Infektionen durch Nicht-

Aspergillus-Schimmelpilze (NUCCI & MARR, 2005). Der Bedarf für neue 

Strategien bezüglich antifungaler Therapie steigt deshalb dramatisch an. 

 

 

Abbildung 7: Übersicht klinisch relevanter Antimykotika und ihre Wirkung 
auf Aspergillus und Fusarium spp. 

 

4.2 Der HOG-Signalweg als mögliches Ziel für neue Therapieansätze  

Um sich im Körper des Menschen verbreiten zu können, muss der Pilz sich den 

verschiedensten Umweltbedingungen anpassen können. Dafür muss er in der Lage 

sein, Signale aus seiner Umwelt zu registrieren und vor allem auch darauf zu 

reagieren. Es gibt dabei verschiedene Signalkaskaden, die der Stresswahrnehmung 
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dienen (BAHN et al., 2007). Eine davon ist der sogenannte High Osmolarity 

Glycerol- (HOG) Signalweg. Der HOG-Signalweg wurde durch seine zentrale 

Rolle im Wasserhaushalt von Saccharomyces cerevisiae entdeckt und ist für die 

Aufrechterhaltung des Wassergleichgewichts unter hyper- und hypoosmotischen 

Bedingungen verantwortlich (BAHN, 2008). Er besteht mit dem 

Zweikomponentensystem und dem MAPK (mitogen-activated protein kinase)-

Modul aus zwei Stufen.  

 

Abbildung 8: Der HOG-Signalweg von A. fumigatus 

Modifiziert nach Bahn (BAHN et al., 2007), HPt Protein= histidine-containing phosphotransfer 

protein, MAPK= Mitogen-aktivierte Protein Kinase, MAPKK= Mitogen-aktivierte Protein Kinase 

Kinase, MAPKKK= Mitogen-aktivierte Protein Kinase Kinase Kinase 
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Stresssignale werden zunächst durch die Sensor Kinase, eine Histidin Kinase 

(HK) namens TcsC, wahrgenommen, welche daraufhin autophosphoryliert wird 

und danach wiederum das Ypd1 Phosphotransfer-Protein (HPt) phosphoryliert. 

Dieses transferiert den Phosphatrest anschließend auf zwei Response Regulatoren. 

Ssk1 aktiviert daraufhin über das MAPK-Modul die MAPK SakA, welche in den 

Zellkern transloziert und dort zur Expression von Genen zur Stressbekämpfung 

führt (BAHN, 2008). Der zweite response regulator namens Skn7 kann als 

Transkriptionsfaktor bei Aktivierung direkt auf die Genexpression einwirken 

(VARGAS-PEREZ et al., 2007). Zu den möglichen Auslösern bzw. Stressoren 

zählen zum Beispiel hohe Temperaturen, oxidativer Stress, UV-Licht und 

osmotische Druckveränderungen, die auch namensgebend sind (BAHN et al., 

2007). Es gibt Substanzen, die den HOG-Signalweg aktivieren können und den 

Pilz durch die Verschiebung des osmotischen Gleichgewichts schädigen. Unter 

ihrem Einfluss kommt es in einem feuchten Milieu zum Einstrom von Wasser, 

weshalb der Pilz anschwillt und am Ende sogar platzen kann (OKADA et al., 

2005). In der Landwirtschaft werden Substanzen mit diesem Wirkmechanismus 

bereits gegen verschiedene Pflanzenpathogene erfolgreich eingesetzt (OKADA et 

al., 2005). Zweikomponentensignalwege existieren nur in Prokaryonten, Pflanzen 

und niederen Eukaryonten, aber nicht in Säugetierzellen, weshalb bei Inhibition 

des Signalweges das Risiko für eine Toxizität im Menschen geringer ist. Auch 

spielen sie eine wichtige Rolle für die Virulenz vieler Pilze  (SHOR & 

CHAUHAN, 2015). Zusammengefasst lässt sich sagen, dass Zwei-Komponenten-

Signalübertragungswege eine ideale Zielstruktur für die Entwicklung neuer 

antifungaler Therapien darstellen.  

Fludioxonil und Iprodione zählen unter den HOG-aktivierenden Substanzen zu 

den besonders interessanten Kandidaten. Bei Fludioxonil handelt es sich um ein 

Phenylpyroll-Fungizid, das chemisch vom durch Pseudomonas-Spezies 

produzierten Antibiotikum Pyrrolnitrin abgeleitet wurde (OKADA et al., 2005). 

Iprodione zählt dagegen zu den Dicarboximiden besitzt aber ein ähnliches 

antifungales Spektrum und induziert dieselben morphologischen Veränderungen 

wie die Phenylpyrrolderivate. Beide werden in der Landwirtschaft bereits 

großflächig angewendet und zum Beispiel bei der Bekämpfung von Botrytis 

cinerea, dem Verursacher der Grauschimmelfäule im Weinbau, von Monilinia 

spp., dem Verursacher der Fruchtfäule bei Steinfrüchten, oder von Sclerotinia spp. 
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im Rapsanbau eingesetzt (FUJIMURA et al., 2000).  

Mit ihrem breiten Wirkspektrum bei Pflanzenpathogenen und dem HOG-

Signalweg als Zielstruktur sind sie auch vielversprechende Kandidaten für die 

Entwicklung neuer humanmedizinischer Antimykotika. 

  

 Pyrrolnitrin  Fludioxonil   Iprodione 

Abbildung 9: Strukturformeln von Pyrrolnitrin, Fludioxonil und Iprodione 

Nach Okada (OKADA et al., 2005) und Ochiai (OCHIAI et al., 2002) 
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III. PUBLIKATIONEN 

1. Publikation 1 

Wiedemann, A., et al. 

Distinct galactofuranose antigens in the cell wall and culture supernatants as a 

means to differentiate Fusarium from Aspergillus species.  

Int. J. Med. Microbiol. (2016) 

Zusammenfassung: 

Aspergillus spp. und Fusarium spp. sind die zwei häufigsten Erreger invasiver 

Schimmelpilzinfektionen. Da sie unterschiedliche Sensitivitäten gegenüber den 

verschiedenen Antimykotika aufweisen, ist eine Unterscheidung zwischen diesen beiden 

Erregern von hohem therapeutischem Nutzen. Dies ist aber mit den momentan zur 

Verfügung stehenden diagnostischen Mitteln nicht möglich. Für die Diagnose invasiver 

Pilzinfektionen spielt der Nachweis von Kohlenhydratantigenen eine große Rolle. 

Galaktomannan ist ein wichtiger Zellwandbestandteil von Aspergillus spp. und besteht 

zum großen Teil aus Galaktofuranose-Einheiten. Dieses Kohlenhydratantigen wird bei 

Aspergillus-Infektionen bereits zum diagnostischen Nachweis genutzt. Wir konnten 

zeigen, dass auch Fusarium spp. dieses Antigen auf der Oberfläche tragen, wenn auch in 

deutlich geringeren Mengen als Aspergillus spp.. Durch den AB135-8-Antikörper 

konnten wir außerdem ein zweites Galaktofuranose-haltiges Fusarium-Antigen 

identifizieren, welches in großen Mengen auf der Oberfläche der Hyphen und im 

Kulturüberstand von Fusarium spp. vorkommt, in Aspergillus spp. dagegen wiederum 

nur in sehr geringen Mengen vorhanden ist. Mit dem AB135-8-Antikörper sowie einem 

Aspergillus-Galaktomannan-Antikörper konnten wir eine Methode zur 

immunhistologischen Differenzierung einer Fusarium- und Aspergillus-Infektion 

entwickeln. Des Weiteren stellt das Antigen eine vielversprechende Zielstruktur für die 

Entwicklung eines Fusarium-spezifischen serologischen Tests dar. 



III. Publikationen     29 

 

 



III. Publikationen     30 

 

 



III. Publikationen     31 

 

 



III. Publikationen     32 

 

 



III. Publikationen     33 

 

 



III. Publikationen     34 

 

 



III. Publikationen     35 

 

 



III. Publikationen     36 

 

 



III. Publikationen     37 

 

 



III. Publikationen     38 

 

 



III. Publikationen     39 

 

2. Publikation 2 

Wiedemann, A., et al. 

Agents activating the High Osmolarity Glycerol pathway as a means to combat 

human pathogenic molds.  

Int. J. Med. Microbiol. (2016) 

Zusammenfassung: 

Für die Therapie invasiver Mykosen stehen mit den Polyenen, Azolen und 

Echinocandinen nur drei Klassen von Antimykotika zur Verfügung. Die verschiedenen 

Schimmelpilze weisen sehr unterschiedliche Sensitivitäten gegenüber den verschiedenen 

Substanzen auf, außerdem kommt es in den letzten Jahren vermehrt zum Auftreten von 

Resistenzen. Deswegen haben wir untersucht, ob Substanzen, die die TcsC Sensorkinase 

des Pilz-spezifischen High Osmolarity Glycerol (HOG) Signalwegs aktivieren, für eine 

antifungale Therapie geeignet sind. Fludioxonil und Iprodione aktivieren diesen 

Signalweg und zeigten in unseren Tests eine klare antifungale Wirkung nicht nur auf 

Aspergillus, sondern auch auf die klinisch relevanten Genera Lichtheimia spp., Rhizopus 

spp. und Scedosporium spp.. Nur A. terreus zeigte sich resistent gegenüber Fludioxonil 

obwohl dieser Stamm sensitiv gegenüber Iprodione war und auch die Fähigkeit besitzt 

sich hyperosmotischen Bedingungen anzupassen. Außerdem war das A. terreus tcsC Gen 

dazu in der Lage eine A. fumigatus ΔtcsC Mutante wieder zu komplementieren und so 

auch die Sensitivität gegenüber Fludioxonil wieder herzustellen. Dies deutet daraufhin, 

dass die Resistenz von A. terreus gegenüber Fludioxonil unabhängig von der TcsC 

Kinase ist. Die genaue Wirkung von Fludioxonil und Iprodione haben wir beispielhaft für 

A. fumigatus untersucht und herausgefunden, dass diese Substanzen auf vielfältigen 

zellbiologischen Wegen dem Pilz Schaden zufügen. Durch diesen Stress reagiert der Pilz 

u.a. mit einer Umstrukturierung der Zellwand, die mit einer massiven Galaktomannan-

Freisetzung einhergeht. Diese induzierte Freisetzung des Galaktomannan-Antigens 

könnte die Diagnostik im frühen Infektionsstadium deutlich verbessern. HOG-

aktivierende Substanzen mit ihrem Zielprotein, das in Säugetieren nicht existiert, zeigten 

sich als vielversprechende Kandidaten für die Entwicklung neuer Antimykotika zur 

Bekämpfung von Schimmelpilzinfektionen. 
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IV. DISKUSSION 

Im Jahr 1953 wurde das erste Mal von einem immunsupprimierten Patienten mit 

invasiver Aspergillose berichtet (RANKIN, 1953). Dies traf zusammen mit der 

Einführung von Kortikosteroiden und cytotoxischen Chemotherapeutika in die 

medizinische Praxis und auch heute gilt der medizinische Fortschritt und das sich 

durch ihn erweiternde Spektrum an Patienten mit geschwächtem Immunsystem 

als ein wesentlicher Grund für die Zunahme invasiver Mykosen (LIN et al., 2001). 

Schimmelpilze werden deshalb zu den emerging pathogens gezählt (NUCCI & 

MARR, 2005). Die Mortalität ist weiterhin sehr hoch und liegt in Bereichen 

zwischen 50-90 % (KOUSHA et al., 2011). Zu dieser hohen Todesrate kommt es 

durch Defizite sowohl in der Diagnostik als auch in der Therapie. Zum einen 

fehlen sichere Tests für die schnelle und genaue Differenzierung von 

Schimmelpilzen. Zum anderen sind nur wenige Antimykotika auf dem Markt, die 

noch dazu z.T. eine sehr unterschiedliche und eingeschränkte Wirksamkeit 

gegenüber den verschiedenen Schimmelpilzen aufweisen.  

Die vorliegende Arbeit gliedert sich in zwei Teile. Im ersten Teil wurden 

monoklonale Antikörper gegen Nicht-Aspergillus-Schimmelpilze hergestellt. 

Dadurch konnte der AB135-8 Antikörper generiert werden, dessen Antigen eine 

vielversprechende Zielstruktur für die Entwicklung eines Fusarium spezifischen 

serologischen Assays darstellt. Im zweiten Teil wurden Substanzen, wie 

Fludioxonil und Iprodione, die den HOG Signalweg aktivieren, dahingehend 

untersucht, ob sie der Entwicklung neuer therapeutischer Strategien gegen 

Schimmelpilzinfektionen dienen können. 

1. Der AB135-8-Antikörper und sein Antigen 

1.1 β-Galaktofuranose und seine Bedeutung als Antigenbestandteil 

Die pilzliche Zellwand stellt ca. 20 % der Trockenmasse des Pilzes dar 

(FRANCOIS, 2006). Sie spielt eine wichtige Rolle beim Wachstum und der 

Zellteilung und schützt vor mechanischen oder physikalisch-chemischen 

Einflüssen (FRANCOIS, 2006). Bei Pilzen sind drei Polysaccharide in der 

Zellwand vorherrschend: Mannose (Mannan/Mannoproteine), Glukose (β-1,3/1,6-

Glukan) und N-Acetlygalactosamine (Chitin) (FRANCOIS, 2006). Bei 
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Aspergillus spielt noch ein viertes Polysaccharid eine wichtige Rolle, das 

Galaktomannan, das sich aus α-1,2/1,6-Mannan und kurzen β-1,5-

Galaktofuranose-Seitenketten zusammensetzt (LATGÉ et al., 1994).  

Als Galaktofuranose (Galf) bezeichnet man die Furanoseform der Galaktose und 

mit α oder β wird die Stellung der Hydroxygruppe an C1 bezeichnet. Sie 

unterscheidet sich von der Pyranoseform der Galaktose (Galp), die im Gegensatz 

zum Fünfring der Furanose einen Sechsring enthält (TEFSEN et al., 2012). 

 

Abbildung 10: Strukturformel von Galf und Galp 

In wässrigen Lösungen besteht ein Gleichgewicht zwischen den cyclischen Formen der Galaktose 

sowie der linearen Form der Galaktose. Anhand der Pfeile sieht man, dass die Galp-Form 

vorherrschend ist. Die C-Atome sind mit Nummern markiert. Modifiziert nach (TEFSEN et al., 

2012) 

 

In Säugetieren kommt Galaktose ausschließlich als Galp vor, wohingegen sie in 

Mikroorganismen wie z.B. bestimmten Protozoen, Bakterien und Pilzen in beiden 

Formen vorliegen kann (CHLUBNOVÁ et al., 2010). Galf hat in den letzten 

Jahren viel Aufmerksamkeit auf sich gezogen, da es bei mehreren pathogenen 

Erregern eine wichtige Rolle spielt. In Mycobacterium tuberculosis ist Galf 

Bestandteil der Zellwand und dessen Synthese ist essentiell für das Überleben der 

Mykobakterien (RICHARDS & LOWARY, 2009). Bei Escherichia coli und 

Klebsiella pneumoniae enthalten Lipopolysaccharide β-Galf-Antigene. Außerdem 

findet sich Galf in den Glykokonjugaten des Erregers der Chagas Krankheit, 

Trypanosoma cruzi (RICHARDS & LOWARY, 2009). Bei Leishmania major ist 

zudem bekannt, dass Stämme, die Galf enthalten, weniger virulent sind als andere, 

da Galf als immunogenes Antigen die Immunantwort verstärkt (RICHARDS & 

LOWARY, 2009). Galf ist nicht nur ein wichtiger Bestandteil der Zellwand von 

Aspergillus spp. sondern vieler Pilze und auch in von diesen sekretierten bzw. 

freigesetzten Molekülen vorhanden (TEFSEN et al., 2012). Prinzipiell ähneln sich 
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die Polysaccharidstrukturen unter den Pilzen, sie zeigen aber auch Spezies-

spezifische Unterschiede. Alle Pilze, die der Gruppe der Pezizomycotina aus dem 

Stamm der Ascomyceten angehören, besitzen prinzipiell die für die Galf-Synthese 

und den Transport wichtigen Gene. In vielen Pilzen konnte man Galf aber auch 

direkt nachweisen, darunter auch in Basidiomyceten wie Cryptococcus 

neoformans (TEFSEN et al., 2012).  

 

 

  

Abbildung 11: Vorkommen von Galf-synthetisierenden Genen im Reich der 
Pilze 

Die Galf-synthetisierenden Gene, glfA und glfB, sind in den verschiedenen Pilzen entweder 

benachbart (rot), liegen nahe beieinander (blau) oder sind auf den Chromosomen deutlich 

voneinander entfernt (schwarz), modifiziert nach Tefsen (TEFSEN et al., 2012) 

 

Dass Galf nicht nur Bestandteil der Zellwand von Aspergillus ist, sondern auch 

während der Infektion freigesetzt wird, macht man sich diagnostisch zu Nutze. 

Mithilfe des Rattenantikörpers EB-A2 aus dem kommerziell erhältlichen Platelia-

EIA kann man die β-1,5-verknüpften Galaktofuranose-Seitenketten des 

Galaktomannans in Patienten mit IA nachweisen (MARR et al., 2004). Galf spielt 
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somit bereits eine wichtige Rolle als Antigen in der serologischen Aspergillus-

Diagnostik.  

Galf ist nach unseren Ergebnissen auch ein Teil des AB135-8-Antigens von 

Fusarium. Den ersten Hinweis in diese Richtung gab uns die IgM-Subklasse des 

AB135-8-Antikörpers, denn diese Immunglobulinklasse erkennt vorzugsweise 

Zuckerantigene. Zudem ist das AB135-8-Antigen resistent gegenüber einem 

Proteinase-K-Verdau, weshalb ein Protein als zugrundeliegendes Antigen 

ausgeschlossen werden konnte. Um zu untersuchen, ob es sich bei dem Antigen 

um eine Polysaccharidstruktur handelt, wurden die Hyphen einer 

Perjodatbehandlung unterzogen, welche die Oxidation von Zuckerstrukturen 

bewirkt. Die Perjodatbehandlung konnte das AB135-8-Antigen zerstören, was 

stark in Richtung eines Kohlenhydratantigens wies. Kohlenhydratantigene 

bestehen meist aus mehreren Zuckern und der essentielle Teil der Antigenstruktur 

entsteht durch die unterschiedliche Zusammensetzung und die verschiedenen 

Bindungstypen der Zucker miteinander. Der AB135-8 zeigt neben Fusarium auch 

eine schwache Reaktivität mit A. fumigatus sowohl in der Immunfluoreszenz als 

auch im ELISA, diese fehlt aber bei einer A. fumigatus Mutante, die kein Galf 

enthält. Galf muss somit ein wichtiger Bestandteil des AB135-8-Antigens sein. 

Eine Analyse mit BLASTp zeigte zudem, dass Fusarium auch die für die 

Synthese und den Transport von Galf benötigten Gene besitzt (WIEDEMANN et 

al., 2016). Bisher gibt es nur wenige Informationen über extrazelluläre 

Polysaccharide von Fusarium, die Galf enthalten. Die bisher identifizierten 

Strukturen enthielten 1,6- oder 1,2,6-verbundene Galf-Reste (SIDDIQUI & 

ADAMS, 1961; MIYAZAKI & NAOI, 1975; AHRAZEM et al., 2000) und 

unterscheiden sich somit vom Galaktomannan aus Aspergillus, dass sich aus 1,5-

Galf-Ketten zusammensetzt (LATGE et al., 1994). Da Galf aber auch Bestandteil 

der Zellwand vieler Pilze ist, bestand das Risiko, dass der AB135-8-Antikörper 

neben Aspergillus auch Reaktionen mit anderen Pilzen zeigt. Wir haben diesen 

Antikörper deshalb auf verschiedenen Pilzen getestet. Pilze der Ordnung 

Mucorales und der Gattung Scedosporium treten in den letzten Jahren vermehrt 

als Erreger invasiver Mykosen auf. Wir konnten zeigen, dass sie weder die Gene 

für die Synthese und den Transport von Galf besitzen, noch dass es zu einer 

Kreuzreaktion mit unserem Antikörper kommt (WIEDEMANN et al., 2016). 

Allerdings konnten wir eine Kreuzreaktion des AB135-8 mit dem Dermatophyt 
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T. mentagrophytes feststellen. Bei diesem Dermatophyt beschränkte sich das 

Färbemuster aber vor allem auf die Sporenoberfläche und unterscheidet sich damit 

von dem für Fusarium gefundenen, bei dem die gesamte Hyphe und die 

Mikrokonidien gefärbt werden (WIEDEMANN et al., 2016). Prinzipiell decken 

sich unsere Ergebnisse der Kreuzreaktivität mit denen von Tefsen et al. über das 

Vorkommen von Genen für die Synthese und den Transport von Galf in anderen 

Pilzen (TEFSEN et al., 2012). Wir konnten zeigen, dass Aspergillus und 

Fusarium, aber auch Dermatophyten, wie Trichophyton spp., Galf auf ihrer 

Oberfläche tragen. Die Verbreitung von Galf und die Verknüpfung der Galf-

Monomere scheinen allerdings doch bei unterschiedlichen Pilzen verschieden zu 

sein. Ein solcher Unterschied kann sich auch wie im Falle von Aspergillus und 

Fusarium nur in einer quantitativen Verteilung der verschiedenen Galf-Formen 

wiederspiegeln, denn die von uns gezeigten Kreuzreaktionen mit Fusarium im 

Aspergillus EIA und von Aspergillus mit dem AB135-8 zeigen, dass beide Galf-

Formen bei beiden Pilzen vorkommen und auch freigesetzt werden. Eine Galf-

Form scheint aber jeweils charakteristisch und vorherrschend zu sein 

(WIEDEMANN et al., 2016). Deshalb eignen sich Galf-haltige Antigene bzw. die 

diese erkennenden Antikörper als Werkzeug für die Diagnostik. 

1.2 Der AB135-8-Antikörper und sein möglicher Nutzen für die 

Diagnostik 

Fusarium verursacht ein breites Spektrum von Infektionen in 

immunsupprimierten Patienten und bleibt aufgrund von Resistenzen oft schwer zu 

behandeln ((NUCCI & ANAISSIE, 2007). Des Weiteren ist die Differenzierung 

zwischen Aspergillus und Fusarium aufgrund ähnlicher morphologischer 

Eigenschaften und möglicher Kreuzreaktionen von Fusarium im eigentlich 

Aspergillus spezifischen Platelia-EIA erschwert. Die genaue Identifizierung des 

Pilzes kann aber auf die Wahl eines geeigneten Therapeutikums einen erheblichen 

Einfluss haben, da sie teils sehr unterschiedliche Empfindlichkeiten gegenüber 

Antimykotika aufweisen (BOUTATI & ANAISSIE, 1997; TINTELNOT, 2013; 

KEBABCI et al., 2014). Für Fusarium sind bislang keine spezifischen Antikörper 

oder serologische Nachweismethoden verfügbar. Wir konnten zeigen, dass der 

von uns hergestellte monoklonale Antikörper AB135-8 eine schwache Reaktivität 

mit Aspergillus-Hyphen besitzt, aber eine wesentlich stärkere Bindung an 

Fusarium besteht. Mithilfe dieses Antikörpers und des bereits früher generierten 
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L10-1-Antikörpers, der Aspergillus-Galaktomannan erkennt, besteht dadurch die 

Möglichkeit in histopathologischen Schnitten zwischen einer Fusarium- oder 

einer Aspergillus-Infektion zu unterscheiden (WIEDEMANN et al., 2016). Da die 

Gewinnung von histopathologischem Material durch Biopsie bei den meist 

schwerkranken Patienten mit einigen Risiken verbunden ist, wäre es 

wünschenswert zusätzlich einen serologischen Assay zum Nachweis einer 

Fusariose zur Hand zu haben (NUCCI & ANAISSIE, 2007). Dies scheint auch 

prinzipiell möglich, da das AB135-8-Antigen in Kulturüberständen von Fusarium 

nachgewiesen werden konnte und somit davon ausgegangen werden kann, dass es 

beim Wachstum des Pilzes abgegeben wird (WIEDEMANN et al., 2016). Es ist 

prinzipiell von Vorteil für einen serologischen Assay, dass es sich bei dem 

Antigen um einen Zucker und nicht um ein Protein handelt, da diese länger stabil 

bleiben und auch thermotoleranter sind (HEESEMANN, 2010). Damit der 

AB135-8 im Capture-ELISA sowohl als Fänger- als auch als Detektionsantikörper 

eingesetzt werden kann, muss es sich um ein repetitives Antigen handeln. Wir 

konnten durch verschiedene Filtrationsschritte nachweisen, dass sich das AB135-

8-Antigen in den Molekulargewichtbereichen von 10-100 kDa befindet (eigene 

bisher unpublizierte Daten), was bei einem Zucker für ein repetitives Antigen 

spricht. Wir haben deshalb den AB135-8-Antikörper mit horseradish-peroxidase 

(HRP) markiert und anschließend erste Tests im Capture-ELISA-Format 

durchgeführt. Mit dem AB135-8 sowohl als Capture- als auch als 

Detektionsantikörper gelang es, das Antigen im Kulturüberstand von Fusarium 

nachzuweisen (eigene unpublizierte Daten). Weitere Untersuchungen vor allem 

mit Blutproben von Fusarium-Patienten müssen für eine endgültige Einschätzung 

der diagnostischen Anwendbarkeit aber noch folgen. Zudem konnten wir 

inzwischen noch einen weiteren Antikörper mit ähnlicher Spezifität wie der des 

AB135-8 generieren. Dies gibt uns die Möglichkeit, unterschiedliche Antikörper 

als Fänger- und Detektionsantikörper einzusetzen, was zu einer 

Signalverbesserung führen könnte. Für Aspergillus ist bereits ein serologischer 

Assay (Platelia-Aspergillus-EIA von Bio-Rad) kommerziell erhältlich 

(THORNTON, 2008). Dieser kann das Galaktomannan von Aspergillus spp. im 

Blut, Liquor oder auch BAL-Flüssigkeit von Patienten nachweisen. Er zeigt eine 

relativ hohe Spezifität und Sensitivität (OSTROSKY-ZEICHNER, 2012). Leider 

wurde trotzdem in den letzten Jahren immer wieder festgestellt, dass es im Falle 

einer Fusariose zu falsch-positiven Ergebnissen kommen kann (TORTORANO et 
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al., 2012). Da nicht alle Fusariosen Galaktomannan positiv sind, könnte ein 

Fusarium-spezifischer ELISA eine wichtige Lücke in der Diagnostik schließen, 

da mithilfe dieser beiden ELISA zwischen einer Fusariose und einer Aspergillose 

unterschieden werden könnte. Das Problem der mangelnden Differenzierbarkeit 

könnte damit gelöst werden. Zudem würde ein serologischer Assay viel schneller 

zu einem Ergebnis führen als zum Beispiel die Kultur oder die histologische 

Untersuchung. Durch eine schnellere Diagnostik könnte auch die Therapie früher 

eingeleitet werden, wodurch sich die Heilungschancen verbessern würden. 

1.3 Impfstoffentwicklung mithilfe des AB135-8-Antikörpers 

Heutzutage ist man sich der medizinischen Bedrohung durch Pilze sehr bewusst. 

Da die Therapiemöglichkeiten begrenzt sind und sie die Inzidenz und Letalität der 

Infektion bisher nicht in ausreichendem Maße verringern können, wurde das 

Interesse an der Suche nach Impfungen für humanpathogene Pilze wiederbelebt 

(CASSONE, 2008). Prinzipiell wird bei Impfungen zwischen einer passiven und 

einer aktiven Immunisierung unterschieden. Bei der aktiven Immunisierung wird 

dem Körper ein Antigen präsentiert, woraufhin es zu einer aktiven Immunantwort 

kommt, die Tage bis Wochen benötigt, um sich zu entwickeln, dann aber lange 

anhält (BAXTER, 2007). Bei der passiven Immunisierung werden dem Körper 

Antikörper gegen einen Erreger zugeführt. Sie wirkt sofort, hält aber nur wenige 

Wochen bis Monate an (BAXTER, 2007). Lange Zeit herrschte die Meinung, dass 

bei den typischerweise stark immunsupprimierten Patienten, die an einer 

invasiven Mykose leiden, eine protektive Antikörperreaktion durch Impfung nicht 

zu erreichen ist. Dromer et al. konnten aber schon 1987 mit ihrem in 

Mausexperimenten protektivem monoklonalem Antikörper gegen ein 

Cryptococcus-neoformans-Polysaccharid den Grundstein für die Suche nach 

Vakzinen gegen Pilzinfektionen legen (CASADEVALL & PIROFSKI, 2007). 

Torsosantucci et al. berichteten, dass die Immunisierung von Nagern mit β-1,3-

Glucan gebunden an einen Proteincarrier die Tiere vor einer Infektion mit 

Candida albicans und A. fumigatus schützen konnte. Weiterhin konnten sie 

zeigen, dass der gegen das β-1,3-Glucan-Konjugat gerichtete monoklonale IgG-

Antikörper 2G8 im Stande ist, eine Infektion mit C. albicans, A. fumigatus und 

Cryptococcus neoformans zu verhindern (TOROSANTUCCI et al., 2005). Es gibt 

allerdings Hinweise, dass die Ig-Subklasse eine wichtige Rolle spielt, denn ein     

β-1,3-Glucan-spezifischer IgM mAB (1E12), der dieselbe Antigenbindungsstelle 
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wie der 2G8 besaß, war nicht protektiv und konnte auch pilzliches Wachstum 

nicht verhindern (TOROSANTUCCI et al., 2009). Heesemann et al. haben diese 

Ergebnisse insofern bestätigt, dass der von ihnen generierte Galaktomannan-IgM-

Antikörper L10, der in dieser Arbeit auch zur Differenzierung zwischen 

Aspergillus spp. und Fusarium spp. genutzt wurde, sich in einem Maus-

Infektionsmodell auch als nicht-protektiv erwiesen hat (HEESEMANN et al., 

2011). Diese Hypothese wird außerdem durch Ergebnisse von Gazendam et al. 

unterstützt, die gezeigt haben, dass die Fcᵧ-Rezeptorbindungsstellen für IgG-

Antikörper eine ausschlaggebende Rolle für die Protektivität spielen. Denn nur 

eine Opsonierung durch IgG-Antikörper scheint Neutrophilen die Möglichkeit zu 

bieten, A. fumigatus-Hyphen zu erkennen und das Abtöten der Hyphe einzuleiten 

(GAZENDAM et al., 2016). Dies bedeutet, dass Oberflächenantigene besonders 

geeignete Zielstrukturen für Antikörper darstellen. Der AB135-8-Antikörper 

erkennt sowohl ein Oberflächenantigen als auch ein sekretiertes Antigen von 

Fusarium und erfüllt somit die Voraussetzung für Versuche in Richtung aktiver 

oder auch passiver Immunisierung (WIEDEMANN et al., 2016). Allerdings 

gehört der AB135-8 der IgM-Subklasse an, weshalb nach derzeitigem 

Wissensstand nicht von einer Protektivität dieses monoklonalen Antikörpers 

ausgegangen werden kann.  

Um aktiv impfen zu können und eine protektive Antikörperreaktion gegen das 

AB135-8-Antigen provozieren zu können, muss das Antigen prinzipiell noch 

genauer charakterisiert und vor allem aufgereinigt werden. Nach bisherigen 

Ergebnissen handelt es sich bei dem Antigen um ein Polysaccharid. 

Polysaccharide eignen sich aber nur begrenzt für eine Immunisierung, da sie nur 

eine B-Zell-Aktivierung stimulieren (JANEWAY et al.). Durch diese werden 

hauptsächlich IgM-Antikörper gebildet, die nur eine geringe Halbwertszeit 

besitzen und somit auch nicht dauerhaft protektiv sind (GOLDBLATT, 2000). 

Dieses Problem lässt sich durch die Entwicklung eines Konjugatimpfstoffes lösen, 

bei dem die Polysaccharide an Proteinträgermoleküle gekoppelt werden 

(TOROSANTUCCI et al., 2005). Im Gegensatz zu Polysacchariden reagiert der 

Körper bei Proteinantigenen mit einer starken T-Zell-Antwort und die T-Zellen 

schütten wichtige Cytokine aus. Mithilfe dieser Cytokine wird u.a. auch der 

Prozess des Klassenswechsels eingeleitet, wodurch IgG-Antikörper gebildet 

werden können, die dieselbe Spezifität wie die ursprünglichen IgM-Antikörper 



IV. Diskussion     58 

besitzen (JANEWAY et al.). Die IgG-Moleküle helfen ein immunologisches 

Gedächtnis auszubilden (GOLDBLATT, 2000). Durch Kombination von 

Polysaccharid mit einem Trägerprotein, könnte das Problem der mangelnden 

Immunogenität bzw. der auf IgM beschränkten Immunantwort gelöst werden.  

Eine zweite Möglichkeit wäre die passive Immunisierung mit dem AB135-8-

Antikörper. Immunsupprimierte Patienten mit dem Risiko der Exposition könnten 

prophylaktisch behandelt werden oder die Antikörper könnten während einer 

Infektion therapeutisch eingesetzt werden. Allerdings handelt es sich beim 

AB135-8-Antikörper um einen IgM-Antikörper, was die Anwendbarkeit bei der 

passiven Immunissierung stark einschränkt. IgM-Antikörper sind zwar bekannt 

dafür, dass sie C1q, den Aktivator des klassischen Weges des 

Komplementssystems, binden und dadurch den Kampf gegen eine Infektion 

unterstützen können (KOJOUHAROVA et al., 2010). Die Komplementantwort 

selbst kann filamentöse Pilze aber nicht schädigen. Die kürzlich publizierten 

Daten von Gazendam et al. zeigen, dass der Fcᵧ- Rezeptor essentiell für die 

Aktivität von Neutrophilen ist (GAZENDAM et al., 2016). Da IgM-Moleküle mit 

diesem Rezeptor nicht interagieren können, ist von einer geringeren Protektivität 

auszugehen. Inzwischen gäbe es die Möglichkeit dieses Problem zu umgehen. Die 

Spezifität eines Antikörpers wird durch die complementary determining region 

(CDR) bestimmt, die sich in der variable region auf dem Fab-Teil befindet 

(IRANI et al., 2015).  

 

Abbildung 12: Struktur eines IgG-Antikörpers 

Fc= Fragment crystallisable, Fab= Fragment antigen-binding, modifiziert nach Isaacs (ISAACS, 

2009) 

Wenn man die Aminosäuresequenz der CDR kennt, kann man rekombinante 

Moleküle herstellen, die neben der gewünschten CDR auch noch eine Fcᵧ-
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Bindungsstelle besitzen. Die Opsonierung des Pilzes mit solchen rekombinanten 

Antikörpermolekülen, könnte dann zu einer Erkennung durch Neutrophile und 

einer effizienten Bekämpfung des Erregers führen. 

2. Der HOG-Signalweg als Zielstruktur für die Entwicklung 

neuer therapeutischer Strategien 

2.1 Der HOG-Signalweg und die antimykotische Wirkungsweise seiner 

 Aktivatoren 

Der HOG-Signalweg dient der Stresswahrnehmung und besteht aus einem 

Zweikomponentensystem und einem MAPK-Modul (BAHN, 2008). Im 

Zweikomponentensystem kommt es zunächst zur Autophosphorylierung eines 

bestimmten Histidinrests der Histidin-Kinase-Domäne (HisKA domain). 

Anschließend wird das Phosphat auf den Aspartatrest in der regulator-receiver-

Domäne (REC domain) der Histidin-Kinase (HK) übertragen (BAHN, 2008). Die 

Histidin-Kinase-Domäne und die REC-Domäne bilden somit die 

charakteristischen Elemente einer Hybrid-Histidin-Kinase (HHK). Eine 

Besonderheit der filamentösen Pilze besteht darin, dass hier im Gegensatz zu den 

Bakterien beide Elemente auf einem Polypeptid vereint sind (SHOR & 

CHAUHAN, 2015). Von der REC-Domäne gelangt das Phosphat anschließend zu 

einem Histidinrest in der histidine-containing phophotransfer receiver Domäne 

(HPt), um schließlich auf einen Aspartat-Rest des response regulators (RR) 

übertragen zu werden (BAHN, 2008).  

 

Abbildung 13: Schematische Darstellung eines Zweikomponentensystems 

Modifiziert nach McCormick (MCCORMICK, 2012) 
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Zweikomponentensysteme spielen eine wichtige Rolle für die pilzliche 

Pathogenität, weshalb sie als Zielstruktur für die Entwicklung neuer 

antimykotischer Therapiekonzepte großes Interesse geweckt haben (SHOR & 

CHAUHAN, 2015). Insbesondere das Histidin-Kinase-Protein steht als mögliche 

Zielstruktur im Mittelpunkt des Interesses, aber auch die HPt-Domäne sowie der 

RR stellen vielversprechende Ansatzpunkte dar, da auch sie in Säugetieren nicht 

vorkommen (FASSLER & WEST, 2013). Zu den HOG-aktivierenden Substanzen 

zählen u.a. Fludioxonil, ein Phenylpyrrolderivat, und Iprodione aus der Gruppe 

der Dicarboximide (FUJIMURA et al., 2000). Diese werden beide bereits als 

Pflanzenschutzmittel in der Landwirtschaft eingesetzt (YANG et al., 2011). 

McCormick et al. konnten zeigen, dass der antifungale Effekt dieser HOG-

aktivierenden Substanzen auf A. fumigatus durch die HHK TcsC vermittelt wird, 

da eine tcsC-Deletionsmutante resistent gegenüber Fludioxonil und Iprodione ist 

(MCCORMICK et al., 2012). Zudem zeigte diese Arbeit, dass beide Substanzen 

das Wachstum von Keimlingen und Hyphen blockieren können, ohne dabei die 

Auskeimung von Konidien zu verhindern (MCCORMICK et al., 2012). Ruhende 

Konidien können sich also nicht der antifungalen Wirkung entziehen, um im 

Anschluss an die Therapie doch noch auszukeimen. Wir konnten zudem zeigen, 

dass der Wachstumsstop nach Fludioxonil-Zugabe sofort eintritt (siehe 

Publikation 2, WIEDEMANN et al.). Fludioxonil hat somit eindeutig 

fungistatische Eigenschaften. Bei der andauernden Inkubation mit Fludioxonil 

kommt es zudem zu dramatischen phänotypischen Veränderungen. Die Hyphen 

schwellen stark an und der Pilz reagiert mit verstärkter Septenbildung und dem 

Verschluss der Septumporen. Zusätzlich werden auch die Mitose steuernden 

Kontrollmechanismen durch Fludioxonil aufgehoben und es kommt zur 

Akkumulation von Zellkernen in der pilzlichen Zelle. Wird allerdings Fludioxonil 

aus der Umgebung des Pilzes entfernt, stellt sich anschließend wieder ein 

normales Wachstum ein (MCCORMICK et al., 2012). Mithilfe eines A.fumigatus-

Stammes, der zytosolisches GFP exprimiert, konnten wir zeigen, dass es nach 

72 h unter Fludioxonil-Einfluss zu einer fast alle Hyphen erfassenden Lyse 

kommt. Auch die wenigen überlebenden Kompartimente haben zu diesem 

Zeitpunkt bereits eindeutig Schaden genommen, was sich in schwachen GFP 

Signalen wiederspiegelt (siehe Publikation 2, WIEDEMANN et al.). Prinzipiell 

kann somit von einer fungiziden Wirkung der HOG-aktivierenden Substanzen 

ausgegangen werden, welche für ein antimykotisches Therapeutikum auch von 
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Vorteil ist. Ob die starke Schädigung der Hyphen zudem eine Bekämpfung durch 

das Immunsystem erleichtert und den Pilz angreifbarer macht, sollte in 

zukünftigen Versuchen noch gezeigt werden. Fludioxonil und Iprodione sind 

biochemisch betrachtet deutlich unterschiedliche Substanzen und doch aktivieren 

sie denselben Signalweg. Deshalb wird vermutet, dass es noch weitere Substanzen 

mit dem gleichen Wirkmechanismus gibt, was nach dem Screening von 

Substanzbibliotheken helfen sollte, eine Verbindung mit möglichst geringen 

Nebenwirkungen zu identifizieren. Diese Screenings können durch zwei neu 

entwickelte Werkzeuge vereinfacht werden. Bei dem einen handelt es sich um 

einen Antikörper der Phosphohistidin erkennt und bei dem anderen um eine 

fluoreszierende Sonde, die Histidinphosphorylierungen durch Histidinkinasen in 

vitro nachweisen kann (SHOR & CHAUHAN, 2015). Damit ist der Grundstein 

für effiziente Screenings nach HOG-aktivierenden Substanzen für den 

antimykotischen Einsatz im Mensch und Tier gelegt. 

2.2 Bedeutung der Entwicklung neuer therapeutischer Strategien für                                                                                     

die Behandlung von Infektionen durch Nicht-Aspergillus-

Schimmelpilze  

Die Inzidenz invasiver Mykosen nimmt weltweit zu und man sagt schon jetzt, 

dass genauso viele Menschen an den zehn wichtigsten invasiven Pilzkrankheiten 

sterben wie an Tuberkulose oder auch Malaria (BROWN et al., 2012). Neben 

Aspergillus treten in den letzten Jahren vermehrt die Nicht-Aspergillus 

Schimmelpilze als Erreger invasiver Mykosen auf, die aufgrund von Resistenzen 

gegenüber den gängigen Antimykotika noch schwerer zu behandeln sind. Zu 

ihnen zählen neben Vetretern der Gattung Fusarium und Mucorales auch 

Scedosporium spp. (DOUGLAS et al., 2016).  

Rhizopus oryzae ist weltweit der häufigste Erreger der Mucormykose aus der 

Gruppe der Mucorales, dicht gefolgt vom Genus Lichtheimia (SCHWARTZE & 

JACOBSEN, 2014). Die Mucormykose schreitet meist sehr schnell voran und die 

Sterblichkeitsrate ist mit 70-100 % extrem hoch (PFALLER & DIEKEMA, 2004). 

Eine Besonderheit bei den Mucorales liegt zudem darin, dass sie nicht nur als 

opportunistische Erreger im Falle einer Immunschwäche auftreten, sondern auch 

zu tödlichen Infektionen bei deutlich immunkompetenteren Personen, wie z.B. 

Diabetes-mellitus-Patienten führen können (RODEN et al., 2005). Die 

therapeutischen Möglichkeiten sind im Falle einer Mucormykose stark 
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eingeschränkt. Da diese Pathogene nur teilweise sensitiv gegenüber Azolen sind, 

ist Amphotericin B das Mittel der Wahl (ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 

2010). Darüber hinaus kann ein chirurgisches Debridement die Heilungschancen 

verbessern, besonders wenn dieses vor der Ausbreitung der Infektion im Körper 

geschieht (RILEY et al., 2016). Des Weiteren sollte natürlich versucht werden, 

die zugrundeliegende Erkrankung in Griff zu bekommen (ALASTRUEY-

IZQUIERDO et al., 2010). Somit wären gerade bei der rapide verlaufenden 

Mucormykose neue Therapeutika mit geringeren Nebenwirkungen und höherer 

Effektivität für eine Verbesserung der Heilungschancen dringend erforderlich. 

Scedosporium spp. werden auch der Gruppe der emerging pathogens zugerechnet 

und zu den relevantesten klinischen Vetretern zählen S. apiospermum und S. 

prolificans (CORTEZ et al., 2008). Scedosporium verursacht ein breites Spektrum 

an Infektionen. Hierzu zählen das Mycetom, als Folge von Traumata bei denen 

Pilzsporen in die Wunde eingebracht werden, sowie disseminierte Infektionen mit 

Sterblichkeitsraten von über 75 % bei immunsupprimierten Patienten (LOPES et 

al., 2010; THORNTON et al., 2015). Zudem hat sich unter anderem beim 

Tsunami 2004 gezeigt, dass Scedosporium bei Unfällen mit Beinahe-Ertrinken 

auch bei immunkompetenten Opfern fatale ZNS-Infektionen und Pneumonien 

durch Aspiration von kontaminiertem Wasser auslösen kann (THORNTON, 

2009). Scedosporium ist resistent gegenüber traditionellen Antimykotika, wie 

beispielsweise Amphotericin B. Die neueren Triazole scheinen zusammen mit 

einer chirurgischen Intervention der bisher vielversprechendste Ansatz für die 

Therapie zu sein (CORTEZ et al., 2008; LOPES et al., 2010), aber neue 

antifungale Wirkstoffe sind auch hier dringend notwenig. 

Wir konnten mithilfe von Plattendiffusionstests zeigen, dass Lichtheimia und 

Rhizopus als wichtige Vetreter der Mucorales, aber auch Scedosporium spp. 

sensitiv gegenüber Fludioxonil und Iprodione sind (siehe Publikation 2, 

WIEDEMANN et al.). Bei Scedosporium konnten wir sogar einen besonders 

großen Hemmhof für Fludioxonil beobachten, was für eine besonders starke 

Empfindlichkeit spricht. Deshalb vermuteten wir, dass der HOG-Signalweg auch 

in diesen Pilzen vorkommt und konnten durch anschließende Genomanalysen 

mittels BLASTp Proteine identifizieren, die sich zum TcsC in A. fumigatus 

homolog verhalten. Zudem gibt es bereits Berichte, dass sich Fludioxonil und 

Iprodione wirksam gegenüber Fusarium oxysporum (RISPAIL & DI PIETRO, 
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2010), Aspergillus nidulans und Neurospora crassa (OCHIAI et al., 2001; 

HAGIWARA et al., 2007), Candida albicans (OCHIAI et al., 2002) und 

Cryptococcus neoformans (KOJIMA et al., 2006) gezeigt haben. HOG-

aktivierende Substanzen scheinen also ein breites Spektrum von Pilzinfektionen 

therapeutisch abdecken zu können und gerade im Falle der Nicht-Aspergillus-

Schimmelpilze, die oft mit den vorhandenen Antimykotika nur schwer 

behandelbar sind, könnten sie so zu einer deutlichen Verbesserung der Therapie 

führen.  

Der nächste Schritt würde darin bestehen, die Wirksamkeit von Fludioxonil und 

Iprodione in Infektionssystemen zu untersuchen. Wir haben aber bereits 

Hinweise, dass Fludioxonil an Proteine wie z.B. Albumin bindet und dann nicht 

mehr aktiv ist (persönliche Mitteilung Prof. Dr. Frank Ebel). Das limitiert den 

Fludioxonil-Einsatz im Infektionsmodell. Deshalb muss zunächst nach 

Substanzen mit besserer in-vivo-Eignung gesucht werden. 

2.3 Der Einfluss HOG-aktivierender Substanzen auf die Diagnostik 

Bei Aspergillus-Infektionen spielt der Nachweis des Zellwandpolysaccharids 

Galaktomannan eine wichtige Rolle in der serologischen Diagnostik. Der 

Galaktomannanachweis erfolgt mit Hilfe des monoklonalen Rattenantikörpers 

EB-A2, der an die β-1,5-verknüpften Galaktofuranose-Seitenketten des 

Galaktomannans bindet (STYNEN et al., 1992). Galaktomannan wird während 

des Wachstums von Aspergillus freigesetzt und kann in Blut, Liquor und BAL- 

Flüssigkeit nachgewiesen werden (OSTROSKY-ZEICHNER, 2012). Wir konnten 

beobachten, dass es unter Fludioxonileinfluss zu strukturellen Veränderungen in 

der Zellwand von A. fumigatus kommt. Zum einen reagiert der Pilz mit einem 

verstärkten Einbau von Chitin, aber auch die Galaktomannanverteilung ändert 

sich drastisch. Galaktomannan ist normalerweise gleichmäßig über die 

Hyphenoberfläche verteilt, aber nach Co-Inkubation mit Fludioxonil war deutlich 

weniger Galaktomannan auf der Oberfläche detektierbar. Stattdessen zeigte sich 

ein gesprenkeltes Muster auf den Hyphen und rund um die Hyphen gab es 

Galaktomannan-positive Halobereiche (siehe Publikation 2, WIEDEMANN et 

al.). Der Pilz schien das Galaktomannan unter Einwirkung von Fludioxonil 

vermehrt freizusetzten. Diese Hypothese konnte auch bestätigt werden, indem wir 

die Galaktomannanmenge im Kulturüberstand mittels ELISA vor und nach 

Fludioxonil-Einsatz gemessen haben und das Signal nach Fludioxonilbehandlung 
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deutlich stärker war. Dieser Effekt ist nicht auf A. fumigatus beschränkt, sondern 

konnte auch bei anderen Aspergillus-Spezies festgestellt werden. Fludioxonil ist 

somit durch seinen fungiziden Effekt nicht nur therapeutisch interessant, sondern 

könnte auch Vorteile für die Diagnostik mit sich bringen. Sowohl ein 

prophylaktischer Einsatz als auch ein Einsatz bei Verdacht auf eine invasive 

Mykose wäre denkbar. Durch den Einsatz könnten zum Beispiel invasive 

Aspergillosen, die bis zu diesem Zeitpunkt beim Galaktomannan-Assay noch im 

nicht detektierbaren Bereich lagen, durch die plötzliche und massenhafte 

Freisetzung von Galaktomannan diagnostiziert werden. So könnten Aspergillus-

wirksame-Antimykotika gezielter und vor allem früher eingesetzt werden, 

wodurch sich die Überlebenschancen des Patienten deutlich erhöhen würden.  
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V. ZUSAMMENFASSUNG 

Die Inzidenz invasiver Mykosen nimmt weltweit zu und schon jetzt sterben 

genauso viele Menschen an den zehn häufigsten invasiven Pilzkrankheiten wie an 

Tuberkulose oder auch Malaria. Besonders gefährdet für eine invasive Mykose 

sind Patienten nach Organ- und Stammzelltransplantationen sowie Patienten, die 

unter dem Einfluss Chemotherapeutika oder Immunsuppressiva stehen, aber auch 

AIDS-Patienten haben ein erhöhtes Risiko zu erkranken. Als häufigster Erreger 

invasiver Schimmelpilzmykosen gilt immer noch Aspergillus, insbesondere A. 

fumigatus. Die Nicht-Aspergillus-Schimmelpilze, wie Fusarium spp., 

Scedosporium spp., Penicillium spp. und verschiedene Zygomyceten, sind aber 

von zunehmender Bedeutung. Die für invasive Mykosen typischen hohen 

Mortalitätsraten kommen durch Probleme sowohl in der Diagnostik als auch in 

der Therapie zustande. Zum einen fehlen sichere und schnelle Nachweisverfahren 

insbesondere für die Differenzierung von Schimmelpilzen. Zum anderen gibt es 

nur wenige Antimykotika, gegenüber denen die verschiedenen Pilze noch dazu 

sehr unterschiedliche Sensitivitäten aufweisen. Der Bedarf für bessere 

Diagnostika zur genauen Differenzierung sowie neuen therapeutischen Strategien 

ist deshalb sehr hoch. Im ersten Teil dieser Arbeit wurden Antikörper gegen 

Nicht-Aspergillus Schimmelpilze hergestellt, um neue diagnostische 

Nachweismethoden zu entwickeln. Ein Ziel war es, eine Methode zu entwickeln, 

um zwischen einer Aspergillus- und einer Fusarium-Infektion differenzieren zu 

können. Dies ist bisher schwierig, da sich die beiden Pilze u.a. aufgrund ihrer 

ähnlichen Morphologie in histopathologischen Schnitten oft nicht eindeutig 

voneinander abgrenzen lassen. Zudem ist auch die Aussagekraft einer positiven 

Kultur oft fraglich und es kann zu Kreuzreaktionen im Galaktomannan-Assay 

kommen, der ursprünglich als Aspergillus-spezifisch galt. In dieser Arbeit konnte 

der AB135-8-Antikörper generiert werden, bei dem es sich um einen 

monoklonalen IgM-Antikörper handelt, der ein Fusarium-Glykoantigen erkennt, 

das sowohl auf der Oberfläche des Pilzes vorhanden ist als auch in dessen 

Kulturüberstand nachgewiesen werden kann. Da dieser Antikörper in vitro auch 

eine schwache Reaktion mit Aspergillus zeigte, konnten wir mithilfe einer 

A. fumigatus-Mutante, die keine Galaktofuranose bilden kann, zeigen, dass es sich 

bei dem AB135-8-Antigen um ein Galaktofuranose-haltiges-Antigen handelt. 



V. Zusammenfassung     66 

Durch Kombination dieses Antikörpers und eines Aspergillus-spezifischen 

Antikörpers konnten wir eine Methode zur histopathologischen Unterscheidung 

von Aspergillus- und Fusarium-Infektionen etablieren. Des Weiteren konnten wir 

zeigen, dass das AB135-8-Antigen auch im Kulturüberstand vorhanden ist, was 

die Möglichkeit bietet, einen Sandwich-ELISA für den serologischen Nachweis 

zu entwickeln, wodurch eine frühzeitige Diagnostik ermöglicht würde. Um neue 

antifungale Therapiestrategien zu finden, wurde im zweiten Teil dieser Arbeit 

untersucht, ob Substanzen, die den Pilz-spezifischen High-Osmolarity-Glycerol- 

(HOG) Signalweg aktivieren, einen geeigneten Ansatz bieten. Der HOG-

Signalweg dient der Stresswahrnehmung des Pilzes und hilft u.a. bei der 

Aufrechterhaltung des osmotischen Gleichgewichts. Fludioxonil und Iprodione 

aktivieren diesen Signalweg und zeigten in unseren Tests eine klare antifungale 

Wirkung nicht nur auf Aspergillus, sondern auch auf Lichtheimia, Rhizopus und 

Scedosporium. Diese spielen als emerging pathogens eine immer größere Rolle 

bei invasiven Mykosen und sind aufgrund von Resistenzen gegenüber vielen 

Antimykotika noch schwerer zu behandeln als Aspergillus. Die genaue Wirkung 

von Fludioxonil und Iprodione haben wir beispielhaft für A. fumigatus untersucht 

und herausgefunden, dass diese Substanzen zunächst zu einem sofortigen 

Wachstumsstop führen und dass bei andauernder Exposition der größte Teil der 

Hyphen auch abgetötet wird. Es kommt bei Fludioxonilzugabe zum Anschwellen 

der Hyphen, woraufhin der Pilz mit Septenbildung und Verschluss der septalen 

Poren reagiert. Außerdem werden die Kontrollmechanismen der Mitose durch 

Fludioxonil ausgeschaltet und es kommt zur Akkumulation von Zellkernen. Auf 

den durch diese verschiedenen Prozesse ausgelösten Stress reagiert der Pilz u.a. 

mit einer Umstrukturierung der Zellwand, die mit einer massiven Galaktomannan-

Freisetzung einhergeht. Diese induzierte Freisetzung des Galaktomannan-

Antigens könnte die Diagnostik im frühen Infektionsstadium deutlich verbessern. 

HOG-aktivierende Substanzen zeigten sich durch ihre vielfältige zellbiologische 

Wirkungsweise und ein Zielprotein, das in Säugetieren nicht existiert, als 

vielversprechende Kandidaten für die Entwicklung neuer Antimykotika zur 

Bekämpfung von Schimmelpilzinfektionen. 
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VI. SUMMARY 

The incidence of invasive fungal diseases is increasing worldwide and there are 

already as many people dying of the top ten of invasive mycoses as of 

tuberculosis and malaria. Patients undergoing solid-organ or stem cell 

transplantation, patients under the influence of chemo- or immunosuppressive 

therapy and patients with AIDS are at high risk of developing invasive fungal 

diseases. Aspergillus, especially A. fumigatus, is still the most common mold 

causing invasive fungal infections, but infections caused by non-Aspergillus-

molds such as Fusarium spp., Scedosporium spp., Penicillium spp. and different 

Zygomycetes are on the rise. The characteristically high mortality rates of 

invasive mycoses are due to shortcomings in the fields of diagnostics and therapy. 

On the one hand safe and fast methods for the detection and especially for the 

differentiation of molds are missing. On the other hand not many antifungal 

agents exist on the market and they also show variable efficacies against the 

different fungi. Thus, the need for improved diagnostics for differentiation of 

fungal pathogens as well as new antifungal strategies to combat fungal infections 

is high. In the first part of this work antibodies against non-Aspergillus-molds 

were generated to develop new diagnostic methods. We were in particular 

interested to find a method for the differentiation between an Aspergillus and a 

Fusarium infection. This still remains a problem, because both fungi have a 

similar histological morphology, which makes it nearly impossible to discriminate 

between the two in histology. Moreover the value of a posititve culture is 

controversial and cross-reactions in the originally Aspergillus specific thought of 

galactomannan assay have been reported. In this work we generated the AB135-8 

antibody, a monoclonal antibody that recognizes a Fusarium glycoantigen present 

on the hyphal surface but also released in the culture supernatant. This antibody 

showed also a weak reactivity with A. fumigatus in-vitro, but no reactivity with an 

A. fumigatus mutant lacking galactofuranose. This strongly suggests, that 

galactofuranose is an important component of the AB135-8 antigen. By using a 

combination of this antibody and another Aspergillus specific antibody, we 

established a method to differentiate between Aspergillus and Fusarium in 

histopathological samples. Moreover we could show that the AB135-8 antigen is 

present in culture supernatants, and thus could be a promising target for a 
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Fusarium-specific serological assay, which would enable an earlier detection of 

Fusarium infections. The second part of this work concentrated on the 

development of a new antifungal strategy, particularly on the question whether 

substances activating the fungal specific high osmolarity glycerol (HOG) pathway 

are a means to combat invasive mycoses. In fungi, the HOG pathway plays an 

important role for stress sensing and helps amongst others maintaining the 

osmotic balance. Fludioxonil and Iprodione are activating this pathway and 

showed in our tests antifungal effects not just on Aspergillus, but also on 

Lichtheimia, Rhizopus and Scedosporium. These fungi are emerging pathogens 

causing invasive fungal diseases of increasing importance and are due to their 

variable resistance to most antifungal agents even more challenging to treat. We 

have examined the impact of Fludioxonil and Iprodione on A. fumigatus as a 

model organism and found out that they are first of all inducing an immediate 

growth arrest, which was followed by a quantitative killing of hyphae. After 

addition of Fludioxonil, hyphae started to swell and the fungi reacted with an 

enhanced septum formation and closure of septal pores. Furthermore the control 

mechanisms of mitosis were disabled by Fludioxonil and nuclei accumulated in 

the cells. The fungi reacted to the enhanced stress by restructuring their cell wall, 

which provokes a massive release of galactomannan. This induced galactomannan 

release could improve the diagnostics at an early stage of infection. HOG 

activating agents showed a high negative impact on the cell biology and act on a 

target protein that does not exist in mammals. Thus they are promising candidates 

for the development of new antifungals to combat mold infections. 
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