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len vom Typ alveolare Makrophagen und neu-
trophile Granulozyten (kurz: Neutrophile) 
sowie Lungenepithelzellen nehmen wichtige 
Funktionen für die Beseitigung einge atmeter 
Pilz-Konidien ein. Dem intrazellulären Verdau 
im Zuge der Phagozytose, d. h. der Internali-
sierung extrazellulärer Partikel oder Erreger 
in Phagolysosomen, können sich A. fumigatus-
Konidien in Makrophagen und Neutrophilen 
teilweise widersetzen, da sie über eine schüt-
zende, aus DHN (1,8-Dihydroxynaphthalin)-
Melanin bestehende Pigmentschicht in der 
Zellwand verfügen, welche mit der Prozessie-
rung des Pilzes im Phagolysosom interferiert 
[3, 4]. Keimen A. fumigatus-Konidien aus und 
bilden Hyphen, so können diese nicht mehr so 
einfach durch phagozytierende Zellen besei-
tigt werden und extrazelluläre Verteidigungs-
mechanismen wie die Produktion extrazellu-
lärer Vesikel (EVs) kommen zum Einsatz. Das 
Absondern von extrazellulären Vesikeln ist 
ein weitverbreiteter Mechanismus für die 
interzelluläre als auch mikrobielle Kommuni-
kation [5]. Deren Freisetzung aus humanen 
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ó Aspergillus fumigatus ist ein ubiquitär vor-
kommender, fi lamentös wachsender Schim-
melpilz, der einer der weltweit häufi gsten 
Verursacher für lebensbedrohliche invasive 
Mykosen ist [1], an welcher schätzungsweise 
mehr als 300.000 Menschen jährlich weltweit 
erkranken [2]. Da A.  fumigatus praktisch 
überall vorkommt, sind wir dessen Konidien 
(asexuell produzierte Sporen, 2–3 μm groß) 
permanent ausgesetzt, die täglich hundert-
fach in unsere Atemwege gelangen. Gesunde 
Personen verfügen über effektive Strategien 
der angeborenen Immunabwehr, um Pilz-
infektionen abzuwenden und Konidien am 
Auskeimen und folglich am Durchdringen der 
Epithelschutzbarriere der Lunge zu hindern. 
Bei immunsupprimierten Patienten (z. B. Leu-
kämie, nach Transplantation) hingegen kön-
nen sich Pilzhyphen ausbilden.

Seit vielen Jahren forschen wir an der Inter-
aktion des Menschen mit A. fumigatus, um die 
zugrunde liegenden Prozesse der Pathogenität 
des Pilzes und die gegen den Pilz gerichtete 
humane Immunabwehr zu entschlüsseln 
(Abb. 1). Oberfl ächenproteine und Zellwand-
bestandteile von Konidien sind dabei ent-
scheidend für die Infektion; sie vermitteln 
sowohl den ersten Kontakt zwischen Patho-

gen und Wirt und können aber auch als 
Immun evasionsmoleküle die Erkennung 
durch humane Zellen reduzieren. Immunzel-

Proteine an der Wirt-Pathogen-Schnittstelle

Pathoproteomik des human patho-
genen Pilzes Aspergillus fumigatus

˚ Abb. 1: Übersicht über die verschiedenen Morphotypen im Lebenszyklus von Aspergillus 
 fumigatus, den Infektionsweg und die Strategien der humanen Immunabwehr. Illustriert sind 
lediglich Prozesse der humanen Immunantwort, die Schwerpunkte unserer Forschung sind. Der 
intrazelluläre Abbau durch Phagozytose ist für Makrophagen dargestellt, obwohl Neutrophile und 
Lungen epithelzellen diesen Mechanismus ebenfalls nutzen, um Konidien abzuwehren.
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Abb. 2A) wurde von uns durchgeführt, um 
das Konidien-Surfome von A. fumigatus zu 
charakterisieren. Flusssäure ist in der Lage, 
GPI(Glykosylphosphatidylinositol)-veranker-
te Oberfl ächenproteine zu extrahieren. Beim 
Trypsin-shaving-Verfahren werden intakte 
Zellen, hier Konidien, kurz mit Trypsin 
behandelt, um Proteine der Zelloberfl äche 
abzuspalten. Diese Herangehensweise führte 
zur Identifizierung des abundanten 
Konidienproteins CcpA (conidial cell wall 
protein A) [7]. Das in der Zellwand angerei-
cherte CcpA (Abb. 2B) gehört vermutlich zu 
den Immunevasionsproteinen von A. fumiga-
tus und ist für einen „Tarnkappen-Effekt“ 
verantwortlich. Das angeborene Immunsys-
tem kann durch die von CcpA veränderte 
Oberfl äche spezifi sche, pathogenassoziierte 
molekulare Muster (PAMPS) dieser Pilze 
schwerer wahrnehmen und folglich eine 
Infektion nicht effektiv abwehren. Eine Dele-
tion des CcpA-Gens in A. fumigatus führte zu 
einem Stamm mit abgeschwächter Virulenz. 
Das Trypsin-shaving-Verfahren [13] ist unse-
rer Erfahrung nach am besten für Untersu-
chungen von Konidien-Oberfl ächenproteinen 
geeignet, da es nachweislich die Durchlässig-
keit der Konidienzellwand nicht verändert 
[12]. Dies ist vermutlich mit der kurzen Ein-
wirkzeit des Enzyms (5 min) zu erklären, 
was die Trypsin-shaving-Methode zu einer 
selektiven und einfach anzuwendenden 
Methode für den Nachweis von Oberfl ächen-
proteinen (Abgrenzung zu cytosolischen Pro-
teinen) macht.

Zusätzlich zu dem umfangreichen Zell-
wandproteom-Profi l von ruhenden A. fumiga-
tus-Konidien [7], haben wir über viele Jahre 
das „Surfome“ von A. fumigatus aller Ent-
wicklungsstadien (von Konidien bis zum 
ausgewachsenen Pilzmyzel; Abb. 1) syste-
matisch untersucht [7, 8, 12]. Unabhängig 
von der Surfome-Extraktionsmethode und 
dem Entwicklungsstadium von A. fumigatus 
 wurden 39 Proteine (von insgesamt fast 
1.000 Proteinen aus 5 verschiedenen Stu-
dien) überlappend identifiziert [8]. Die 
Kenntnis über ein solches Core-Surfome bie-
tet Potenzial für die Entwicklung antifunga-
ler Therapien.

Der Pilz manipuliert den Wirt
Unter Verwendung einer pigmentfreien, in 
ihrer Virulenz attenuierten Konidien-Mutan-
te, die kein DHN-Melanin in der Zellwand 
produziert (pksP-Mutante) [14], konnten 
dank vergleichender Proteom- und bioinfor-
matischer Analysen regulatorische Module 

Epithel- und Immunzellen ist von besonderer 
infektionsbiologischer Bedeutung, denn es 
wurde gezeigt, dass EVs aus Neutrophilen das 
Pilzwachstum effektiv hemmen [6]. Die Funk-
tion der EVs wird dabei wesentlich vom Pro-
teingehalt bestimmt. Die Entschlüsselung von 
für die Pathogenität von A. fumigatus wichti-
gen Proteinen ist nicht nur für die Grundla-
genforschung interessant, sondern hat direk-
ten Anwendungsbezug, bspw. sind Oberfl ä-
chenproteine vielversprechende Ziele für 
Immuntherapien. Massenspektrometrie-
basierende Proteomics kann dabei als eine 
effektive Methode dienen, um für die Wirt-
Pilz-Interaktion wichtige Proteine zu identifi -
zieren.

Die Identifi kation von Proteinen an der 
Wirt-Pathogen-Schnittstelle stellt die For-
schung vor analytische Herausforderungen, 
da unterschiedliche biologische Systeme 
gleichzeitig untersucht werden, welche die 

Komplexität der Proteomprofi le erhöhen und 
den dynamischen Bereich der Proteinabun-
danzen erweitern. Die Protokolle für die Pro-
benvorbereitung werden daher stetig opti-
miert, um spezifi sch Oberfl ächenproteine 
[7, 8], Phagolysosomen-enthaltende Konidien 
aus Makrophagen [9, 10] oder EVs [11] iso-
lieren zu können.

Das „Surfome“ von A. fumigatus
In Abhängigkeit von der Zielstellung nutzen 
wir verschiedene Methoden für die Extrak-
tion von Konidien-Oberflächenproteinen 
(surfome: surface proteome) [7, 8, 12]. Die 
Schwierigkeit bei der Auswahl und Anwen-
dung der verfügbaren Methoden besteht vor 
allem darin, die Unterscheidung von cytoso-
lischen und Oberflächenproteinen zu 
gewährleisten. Eine vergleichende Untersu-
chung mit Flusssäure/Pyridin (Zellwandpro-
teine) und Trypsin-shaving (Surfome; 

˚ Abb. 2: Strategien zur Identifi zierung von Proteinen, die bei der Vermittlung der Wirt-Pathogen-
Interaktion von Relevanz sind. A, Das Trypsin-shaving-Verfahren wird auf Konidien angewandt, um 
Oberfl ächenproteine wie bspw. den Virulenzfaktor CcpA (lila) mittels Bottom-up-Proteomics 
(nanoUHPLC-MS/MS) zu identifi zieren und lokalisieren. Illustration angelehnt an [12]. B, Die 
Anreicherung von CcpA in der Zellwand von Konidien wurde mittels eines modifi zierten A. fumiga-
tus-Stammes (CcpA gekoppelt an grün fl uoreszierendes Protein) bestätigt. Adaptiert nach [7] 
© 2018 Voltersen et al. C, Anzahl und Vergleich der Protein-Identifi kationen von extrazellulären 
Vesikeln aus Neutrophilen [6] und neutrophilartigen Zellen [11]. Identifi zierte Proteine von spon-
tan freigesetzten EVs (sEVs) und pilzinduzierten EVs (iEVs), jeweils durch differenzielle Zentrifuga-
tion (DC) als auch mittels Größenausschlusschromatographie (SEC) gewonnen, sind überlappend 
dargestellt. Proteine, die in allen 6 Probenarten identifi ziert wurden, sind als Core-Proteom defi -
niert (rot). Adaptiert nach [11]. © 2022 Rafi q et al. [7] und [11] sind Open-Access-Artikel und ihre 
Urheberrechte unterliegen den Bestimmungen der Creative Commons Attribution 4.0 Internatio-
nal License.
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über der zentrifugationsbasierten Methode 
[18], da in EV-Präparationen mit ersterer 
Methode größere Mengen von EV-Markern 
(u. a. CD63 und CD81) gefunden wurden. Im 
nächsten Schritt wurden die Proteinprofi le 
von EVs aus primären Zellen mit denen der 
Zelllinie verglichen (Abb. 2C). Insgesamt 
konnte eine signifi kant höhere Anzahl an EV-
Proteinen aus der Modellzelllinie [11] als aus 
primären Neutrophilen [6] detektiert wer-
den. Obwohl nicht alle der antimikrobiellen 
Enzyme aus „primären EVs“ in der neutro-
philartigen Zelllinie nachweisbar waren, eig-
nen sich PLB-985-Zellen aufgrund der hohen 
Zahl an identifi zierten Proteinen dennoch 
hervorragend, um Veränderungen im Pro-
teinprofi l zu detektieren. Aus dem direkten 
Vergleich von EVs zweier neutrophiler Zell-
arten (primär und Zelllinie), jeweils spontan 
als auch pilz in du ziert und jeweils aus zwei 
verschiedenen EV-Isolationsstrategien 
gewonnen, zeigt sich, dass 84 Proteine in 
allen sechs Probenarten zu fi nden sind. Die 
Defi nition eines solchen Core-Proteoms kann 
wertvolle Hinweise liefern, essenzielle Funk-
tionen von EVs bei der Pilzabwehr und Kom-
munikation von Zellen während der Infekti-
on zu identifi zieren.
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tionsinduzierte EVs (iEVs) im Gegensatz zu 
Vergleichsgruppen (spontan freigesetzte: 
sEVs; durch Melanin-freie Konidien indu-
ziert: pksP-EVs) einen hemmenden Effekt auf 
das Pilzwachstum ausüben. Diese Erkennt-
nis beschreibt einen neuartigen Mechanis-
mus des Wirts in der antifungalen Abwehr. 
Für die Proteomanalysen solcher EVs wur-
den alle Peptidextrakte sowohl mit TMT (tan-
dem mass tag) markiert als auch unmarkiert 
für die labelfreie Quantifi zierung (LFQ) ver-
messen. Die Auswertung ergab u. a., dass 
iEVs größere Mengen antimikro bieller Prote-
ine im Vergleich zu Kontroll-EVs enthalten. 
Dazu zählen beispielsweise neutrophile Ela-
stase, Cathepsin G, Azurocidin, Defensin 1 
und der S100-A8/A9-Komplex (Calprotectin).

Da die Isolierung von „neutrophilen EVs“ 
aus humanem Blut aufwendig ist und 
Immunreaktionen stark spenderabhängig 
sind, haben wir in den letzten Jahren intensiv 
an Alternativen zur Untersuchung des anti-
fungalen Potenzials von EVs aus Neutrophi-
len geforscht. Allein für die Proteomanaly-
sen, mit deren Hilfe der oben beschriebene 
antifungale Wirkmechanismus entschlüsselt 
werden konnte, waren initial zehn Liter fri-
sches Blut notwendig [6]. Permanente Zell-
linien erhöhen die Effi zienz dieser Art der 
Grundlagenforschung wesentlich, waren 
jedoch bislang für Neutrophile als Modell für 
die Pathogenese von A. fumigatus nicht eta-
bliert oder nicht ausreichend vergleichbar 
mit den Eigenschaften von Primärzellen. Die 
menschliche myeloische Zelllinie PLB-985 
differenziert in reife Neutrophile und 
bekämpft bakterielle Infektionen, vergleich-
bar mit primären Neutrophilen, durch NET-
Formation (neutrophil extracellular trap) [16]. 
Unsere Tests ergaben, dass sich PLB-985-Zel-
len sehr ähnlich gegenüber A. fumigatus ver-
halten wie es auch primäre Neutrophile tun: 
Konidien werden internalisiert und in 
Phago(lyso)somen prozessiert. Auch A. fumi-
gatus löst die Bildung von NETs aus und 
induziert die Freisetzung größerer Mengen 
EVs als Antwort auf eine Ko-Inkubation 
(iEVs) [11]. Aufgrund dieser Ergebnisse und 
der Tatsache, dass diese iEVs ebenfalls das 
Wachstum des Pilzes hemmen, konnten PLB-
Zellen erstmal als Neutrophilen-Modell für 
Untersuchungen der Pathogenese von 
A. fumigatus etabliert werden.

Mithilfe von Proteomanalysen konnte 
zunächst eine effi zientere Isolationsmethode 
für EVs entwickelt werden [11]. Die Aufrei-
nigung mittels Größenausschlusschromato-
graphie [17] erhöhte deren Reinheit gegen-

beim Wirt identifi ziert werden, die vom Pilz-
melanin beeinfl usst werden [9]. Die für die 
Beseitigung der Konidien notwendige Sen-
kung des pH-Werts innerhalb von Phagoly-
sosomen wird beispielsweise durch Melanin 
reduziert (Hemmung der vATPase). Eine 
verminderte Induktion der Apoptose, Auto-
phagie und proinflammatorischen Immu-
nantwort durch Wildtyp-Konidien im Ver-
gleich zur pksP-Mutante konnte experimen-
tell nachgewiesen werden. Die Melanin-
schicht erlaubt es den Konidien, einige Zeit 
in Phagolysosomen zu überleben.

Eine alternative Methode zur Charakteri-
sierung von Oberfl ächenproteinen ist deren 
selektive Biotinylierung mit Sulfo-NHS-
LC-Biotin, welches an der Oberfläche 
zu gängliche primäre Amine bindet (z. B die 
ε-Aminogruppe des Lysins). Eine anschlie-
ßende Reinigung der biotinylierten Proteine 
mittels Streptavidin-Affi nitätssäulen oder 
Magnetic Beads ermöglicht dann eine geziel-
te proteomische Analyse von Oberfl ächen-
proteinen, die z. B. für Wirtsproteine zugäng-
lich sein könnten [8]. Diese Methode bietet 
auch die Möglichkeit, solche Oberfl ächenpro-
teine pathogener Pilze nachzuweisen, die an 
Wirtszellen binden. So konnten wir zeigen, 
dass das A. fumigatus-Oberfl ächenprotein 
HscA an das humane Wirtszellenprotein p11 
(auch als S100A10 bezeichnet) bindet und 
somit als Adhäsin fungiert [15]. Gleichzeitig 
wird durch die Bindung die Phagozytose in 
Lungenepithelzellen oder Makrophagen 
induziert. Die Anwesenheit des Wirtproteins 
p11 verhindert die Reifung des Phagosoms 
zum Phagolysosom. Dies führt dazu, dass 
diese den Weg des Endosomen-Recyclings 
einschlagen und somit eingeschlossene Spo-
ren des Pilzes zur Zellmembran zurücktrans-
portiert werden. Dadurch können die Konidi-
en dem Verdau im Phagolysosom entkom-
men. Diese Erkenntis ist auch von klinischer 
Relevanz: In Zusammenarbeit mit Agostinho 
Carvalho (Portugal) konnten wir einen SNP 
im p11-Gen des Menschen entdecken, wel-
cher mit einem geringeren Risiko für die 
Entwicklung einer invasiven Aspergillose bei 
Knochenmarkstransplantationen einhergeht 
und somit eine zukünftige Profi lierung von 
Patienten ermöglichen könnte [15].

Extrazelluläre Vesikel aus 
Neutrophilen besitzen antifungale 
Eigenschaften
Neutrophile produzieren EVs sowohl spontan 
als auch nach Kontakt mit A. fumigatus-Koni-
dien [6]. Wir konnten zeigen, dass pilzinfek-
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