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cDNA "Complementary DNA", dt. Komplementäre DNA  
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cps "Counts per second", dt. Anzahl pro Sekunde 

CS Chitinsynthase 

CTP Cytidin-Triphosphat 
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DNA "Desoxyribonucleic acid", dt. Desoxyribonukleinsäure 

dNTP Desoxyribose-Nucleosid-Tri-Phosphat 

DO "Dissolved oxygen", dt. Gelöstsauerstoff 

D-PDMP D-Threo-1-phenyl-2-decanoylamino-3-morpholino-1-propanol 
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Protein 

FPLC "Fast protein liquid chromatography ", dt. Schnelle 
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GluCer Glucosylceramid 

GlyCer Glycosylceramid 

GTP Guanosin-Tri-Phosphat 

HPLC "High performance liquid chromatography", dt. 
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hyg Hygromycin 

kb Kilobasen 

LB Lysogeny Broth/Luria Bertani Broth 

MES 4-Morpholinethansulfonsäure 

MIC "Minimal inhibitory concentration", dt. minimale Hemmkonzentration 

MM Minimal Medium 

MS Massenspektrometer 

NAF "N. fischerii antifungal protein", dt. N. fischerii antimykotisches Protein 

NMR "Nuclear magnetic resonance", dt. Kernspinresonanz 

OD optische Dichte 

ORF "Open reading frame", dt. offener Leserahmen 
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PAF "P. chrysogenum antifungal protein", dt. P. chrysogenum antimykotisches 
Protein 

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PCR "Polymerase chain reaction", dt. Polymerase Kettenreaktion 

PEG Polyethylenglykol 

RDB Regenerations-Dextrose-Medium 

RNA Ribonukleinsäure 

SDS "Sodium dodecyl sulfate", dt. Natriumdodecylsulfat 

TAE Tris Acetate EDTA 
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1. Zusammenfassung 

Die sehr variable und große Gruppe der antimikrobiellen Peptide, von der mehr als 10.000 

Vertreter in der Datenbank „Collection of anti-microbial peptids“ CAMPR3 [1] gelistet sind, steht 

schon lange als potenzielle Basis für Wirkstoffe im Fokus der Forschung. Es gibt auf Grund 

steigender Zahlen von Pilzinfektionen und Resistenzen gegen antimykotische Wirkstoffe ein großes 

Bedürfnis diese Quelle zu erschließen. Die Mitglieder der AFP-Familie sind auf Grund ihrer Spezies-

Spezifität, besonders auch für bekannte human- und pflanzenpathogene Pilze mit hohem 

Bedrohungspotential, ohne bekannte Nebenwirkungen von Interesse. In dieser Arbeit wurden 

daher Grundlagen zur Etablierung des antimykotischen Proteins AFP aus A. giganteus 

ausgearbeitet. Dazu gehören (i) verbesserte Methoden zur Herstellung und Charakterisierung, (ii) 

die Charakterisierung des Wirk-Mechanismus und (iii) in silico Analysen zur Identifizierung der 

Mitglieder der AFP-Familie. 

Die Etablierung der Bioreaktorkultivierung, mit standardisierter Ausbeute von 10 mg/L 

Kulturmedium des AFPs, bildet den Anfang der Arbeit. Vom nativen Produzenten A. giganteus 

werden mehrere AFP-Varianten sekretiert, welche schwer voreinander zu trennen sind. Aus NMR 

Versuchen ergab sich, dass durch die sequenzielle Prozession zusätzlich zur längeren AFP Variante 

„lf“-AFP eine kürzere Variante, das „sf“-AFP (-Alanin), gebildet wird. Die heterologe Expression in P. 

pastoris ist daher der geeignetste Ansatz für die AFP Produktion, die homologe Herstellung in A. 

giganteus ermöglicht die Funktion anderer AFP-Varianten aufzuklären. 

Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Einfluss der C3-Sättigung von Glycosylceramiden auf die 

Wirksamkeit des AFPs untersucht. Die für Pilze eigenen Strukturmerkmale dieser 

Membranbestandteile können das spezifische Wirkspektrum des AFPs erklären. Es zeigte sich, dass 

die 2-Hydroxy Fettsäure N-Acyl-Δ3(E)-Desaturase für die Bildung der Doppelbindung zwischen dem 

dritten und vierten Kohlenstoffatom des Fettsäurerestes verantwortlich ist. Die Deletion dieses 

Enzyms führte zur Verringerung der Empfindlichkeit von A. niger oder F. graminearum gegen AFP. 

Die Expression des Enzyms in P. pastoris lässt einen AFP-sensitiven Stamm entstehen. Es konnte 

daher die Interaktion von AFP mit den Glycosylceramiden der pilzlichen Membran gezeigt werden. 

Im dritten Teil der Arbeit wurden Transkriptomdaten von A. niger, der ein anderes Mitglied der 

AFP-Familie, das AnAFP, sekretiert ausgewertet. Die Erstellung eines anafp-Ko-

Expressionsnetzwerks ermöglichte die Zuordnung des AnAFP zu metabolischen Prozessen. Die in 

silico vorhergesagte Beteiligung des anafp wurde in Laborexperimenten überprüft, wodurch sie 

bestätigt werden konnte. Es fanden sich deutliche Hinweise für eine zellinterne Rolle des AnAFPs. 

Im letzten Teil der Arbeit konnten durch in silico Analysen über 50 AnAFP Orthologe in Ascomycota 

identifiziert werden. Hochkonserviert sind die Anzahl und Positionen der Cysteine sowie des „γ-

cores“. Dabei handelt es sich um ein evolutionsbiologisch konserviertes dreidimensionales 

Strukturmotiv, welches Wechselwirkungen mit Membranen eingeht. 
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2. Einleitung 
2.1. Das Bedrohungspotential von Pilzen für Mensch und Umwelt 

Filamentöse Pilze sind ubiquitär [2, 3]. Man findet neben Generalisten, wie zum Beispiel Aspergillus 

spp. und Fusarium spp., auch an extreme Umweltbedingungen angepasste Arten in Wüsten [4], auf 

Bergen [5], in den Polarregionen [6] und in der Tiefsee [7]. Einige Arten könnten sogar unter 

extraterrestrischen Bedingungen überleben [8]. Eine gute Übersicht liefert unter anderem das 

„Special Issue of Fungal Ecology - Fungi in Extreme Environments“ [9]. Durch den Menschen gelang 

ihre globale Verbreitung [2] und darüber hinaus sogar bis in den Weltraum [10]. Pilze erfüllen in 

Ökosystemen eine wichtige Rolle als Destruenten, die durch die Vielzahl an sekretierten Enzymen 

in der Lage sind, auch schwer abbaubare Polymere wie Cellulose, Lignin und Keratin als 

Kohlenstoffquelle zu nutzen [11]. Sie tragen damit zu einem großen Teil des biologischen Kreislaufs 

bei. Filamentöse Pilze werden in einer Vielzahl von Prozessen genutzt. Am ursprünglichsten ist die 

Herstellung von Lebensmitteln mit filamentösen Pilzen, wie z.B. getrocknete Wurst [12], Käse [13], 

oder regionalen Nahrungsmitteln wie Shoyu, eine aus Sojabohnen mit A. oryzae hergestellte 

Sojasoße und Tempeh, mit Rhizopus oligosporus fermentierte gekochte Sojabohnen. Dazu kommen 

in neuere Zeit die Produktion von Enzymen, für z.B. Waschmittel [14], und Zusatzstoffen für die 

Nahrungsmittelindustrie, wie z.B. Farbstoffen [15]. Der Einsatz von gentechnischen Methoden 

ermöglicht außerdem die heterologe Produktion einer Vielzahl von Substanzen [16], die auch im 

medizinischen Bereich genutzt werden können. Außerdem können Pilze zur Schädlingsbekämpfung 

eingesetzt werden [17]. Die Herausforderungen in der weiteren Erforschung und Entwicklung 

filamentöser Pilze zum Nutzen für den Menschen und im Umgang mit der Bedrohung für den 

globalen Wohlstand durch filamentöse Pilze sind sehr gut in dem white paper des EUROFUNG 

Netzwerkes zusammengefasst [18].  
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Abbildung 1 – Verlauf der Anzahl an Publikationen zu den Schlagwörtern „antibiotics“ 
(blaue Punkte), "antifungal peptide" (orange Punkte), "antimicrobial peptide" (graue 
Punkte), „fungal infection“ (dunkelblaue Punkte) in der PubMed –Datenbank, Stand 
21.02.2019 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed/). 

Pilze stellen jedoch auch ein hohes Bedrohungspotential dar [19]. Obwohl die Anzahl der 

Publikationen zu den Themen antimikrobielle und antimykotische Proteine, sowie Antibiotika und 

Pilzinfektionen über die Jahre zunehmen (Abb. 1), kommt die Entwicklung antimikrobieller Peptide 

zur Marktreife nur langsam voran. In Abb. 2 sieht man die Anzahl an Meldungen für Infektionen 

mit pflanzen- und tierpathogenen Pilzen über einen Zeitraum von 20 Jahren (1995 bis 2015) in der 

„Program for Monitoring Emerging Diseases“ (ProMed) Datenbank der Internationalen 

Gemeinschaft für Infektionskrankheiten. Der prozentuale Anteil der Fälle gemeldeter Infektionen 

von Tieren und Pflanzen mit Pilzen versiebenfacht sich in diesem Zeitraum auf bis zu 3,5 % aller 

Meldungen. Es existieren geschätzt zwischen 2,2 bis 3,8 Millionen Pilzarten [20], von denen jedoch 

nur ein kleiner Teil von 20 – 25 Arten, hauptsächlich aus dem Reich der Ascomycota [21], tier- und 

pflanzenpathogen ist [22]. Allerdings sind diese vergleichsweise wenigen Arten für 20 % [23] bis 27 

% [22] der weltweiten Ernteverluste und einer zusätzlichen Reduzierung des Ertrages um ca. 10 % 

während der Lagerung verantwortlich [23]. Der Verlust entspricht einer Menge von 125 Millionen 

Tonnen Reis, Weizen, Mais, Kartoffeln und Sojabohnen jährlich [22]. Die Hauptpathogene bezogen 

auf den ökonomischen Schaden sind die Schimmelpilzarten Magnaporthe oryzae, Botrytis cinerea 

und Puccinia spp. Außerdem Zymoseptoria tritici in Europa [18]. Die Verluste durch Schimmelpilze 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
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bei der weltweiten Ernte würden zur zusätzlichen Ernährung von 8,5 % der Weltbevölkerung (ca. 

600 Mio. Menschen) reichen [24]. Von den geschätzt 300 Pilzarten, die in Menschen bisher 

Krankheiten ausgelöst haben, treten nur 20 – 25 Arten regelmäßig als humanpathogen in 

Erscheinung [25]. Beispielhafte Fallzahlen für die häufigsten Mykosen sind in Tab. 1 aufgelistet. 

Zusammengenommen fordern Pilzinfektionen ähnlich viele Todesopfer wie Tuberkulose und HIV, 

ungefähr 1,5 Millionen jährlich und damit mehr als z.B. Malaria oder Brustkrebs [26]. Diese Zahl 

wird durch die Zunahme von (z.B. durch HIV, Diabetes mellitus und Chemotherapien) 

immunsupprimierten Menschen und von Personen in intensivmedizinischer Betreuung in Zukunft 

noch steigen. Für solche Patienten werden auch opportunistische Pilze zu einer Gefahr. Die 

Vorbelastung der betroffenen Personen erklärt auch die hohe Sterberate bei den meisten 

Pilzinfektionen von über 50 % [27]. 

 

Abbildung 2 - Meldungen in der ProMED Datenbank (http://www.promedmail.org/) für 
pflanzen- und tierpathogene Pilze [28]. Die Zahlen sind weltweit steigend, zum einen auf 
Grund einer besseren Datenerfassung, zum anderen auf Grund der Verbreitung von 
Resistenzen gegen genutzte Antimykotika und Pestizide [28]. 

Darüber hinaus leiden ca. 1 Milliarde Menschen an chronischen Pilzerkrankungen, wie Infektionen 

der Haut, Nägel und (vaginalen) Schleimhäute, was zu einer deutlichen Einschränkung ihrer 

Lebensqualität führt [27, 29]. Es handelt sich hierbei aber auch um einen ökonomischen Faktor, da 

diese Menschen in der Ausübung einer Arbeit und der Versorgung ihrer Familie eingeschränkt sind. 
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Tab. 1 - Daten zu den 10 wichtigsten invasiven Pilzinfektionen weltweit aus dem Jahr 
2012. (Tab. nach Brown et al. , 2012 [27]) 

Krankheit Organismus Geschätzte Zahl 
lebensgefährlicher 
Infektionen jährlich (in 
Tausend) 

Sterberate 
(in % der 
infizierten 
Personen) 

Opportunistische Invasive 
Mykosen 

   

Aspergillose A. fumigatus > 200 30 - 95 
Candidiasis C. albicans > 400 46 - 75 
Kryptokokkose C. neoformans > 1000 20 - 70 
Mukormykose R. oryzae > 10 30 - 90 
Pneumocystis P. jirovecii > 400 20 - 80 

Endemische dimorphe 
Mykosen 

   

Blastomykose B. dermatitis ~ 3 < 2 - 68 
Kokzidioidomykose C. immitis ~ 25 < 1 - 70 
Histoplasmose H. capsulatum ~ 25 28 - 50 
Paracoccidioidomykose P. brasiliensis ~ 4 5 - 27 
Penicilliose P. marneffei > 8 2 - 75 

 

Ein weiteres großes indirektes Problem stellt auch die Eigenschaft von Schimmelpilzen dar, 

Allergien [30] auszulösen und Mykotoxine zu sekretieren [31]. Sie produzieren zum Beispiel 

Aflatoxin, Trichothecen, Fumonisin, Ochratoxin A und Patulin [31], die z. B. Leberkrebs auslösen 

können [32]. Der Verzehr von mit Mykotoxinen stark belasteten Nahrungsmittel löst, vor allem bei 

andauernder Aufnahme, eine Reihe gesundheitlicher Probleme aus [31]. 

Die beschriebenen Verluste an Menschenleben, Lebensqualität und Nahrungsmitteln treten trotz 

des Einsatzes von einer Vielzahl verschiedener Fungizide in der Landwirtschaft (Abb. 3) und 

Antimykotika in der Medizin auf [25, 33]. Es existieren fünf Hauptklassen von antimykotischen 

Substanzen: Polyene, Pyrimidine, Azole, Allylamine und Echinocandine. Alle Substanzen die heute 

im Einsatz sind basieren auf diesen Wirkstoffen [33]. Die möglichen Angriffsziele für Antipilzmittel 

sind, gerade bei der Anwendung im Menschen, beschränkt, da sich die pilzliche und tierische Zelle 

in ihrem Aufbau sehr ähneln. Daher wirken Antimykotika nur an wenigen pilzspezifischen 

Zellbestandteilen, die z.B. in der Zellwand (Aminocandine), Plasmamembran (Azole, Polyene), dem 

endoplasmatischen Retikulum (Sordarine) und den Mitochondrien (Pentamidine) lokalisiert sind 

[25]. Außerdem wirken Antimykotika in Signalwegen der pilzlichen Zelle auf Moleküle, die ebenfalls 

einzigartige Angriffsziele bieten. Dazu zählen z.B. die Hemmung der DNA-Synthese (5-Flucytosin) 

und von metabolischen Prozessen (Pyrimidinanaloga). Die Blockade der Signalkaskade bei 

Stressreaktion (Calcineurin oder HOG- Inhibitoren) wird auch in Kombination mit anderen 
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Substanzstoffen zur Verminderung einer möglicherweise deren Wirkung abschwächenden 

Zellantwort eingesetzt. Eine gute Übersicht findet sich in Perfect JR. et al, 2017 [25]. 

Beim Einsatz von Pestiziden zum Schutz von Pflanzen ist zwar theoretisch ein größeres Spektrum 

an antimykotischen Substanzen nutzbar, er richtet sich letztendlich aber auch nach der Giftigkeit 

für den Menschen und die Umwelt. Es wurden 2017 in Deutschland 13.271 t Fungizide verkauft 

und höchstwahrscheinlich auch eingesetzt (Abb. 3). Diese Masse verdeutlicht den Anteil der 

Landwirtschaft bei der Entstehung und Verbreitung von Resistenzen gegen Fungizide und damit 

auch Antimykotika. 

 

Abbildung 3 – Inlandsabsatz einzelner Wirkstoffgruppen in Pflanzenschutzmitteln. Der 
Anteil an Fungiziden lag 1995 mit 9652 t von 30.467 t Pflanzenschutzmittel insgesamt bei 
31,6 % und stieg bis 2017 mit 13.271 t von 34.583 t insgesamt auf 38,4 % an. (Quelle: UBA) 

Man beobachtet also eine steigende Anzahl von Resistenzen gegen die etablierten Pestizide und 

Antimykotika [23] mit zeitgleichem Nachholbedarf bei der Entwicklung neuer Wirkstoffe [34]. 

Antimykotische Peptide, als Untergruppe der antimikrobiellen Proteine, können eine dringend 

nötige Ergänzung und Erweiterung der Wirkstoffpalette im Kampf gegen Pilzinfektionen sein [35] 

[36]. Dafür ist jedoch die Optimierung ihrer Produktion sowie eine Verbesserung des 

Verständnisses ihrer Wirkweise und die Erforschung ihrer Anwendungsmöglichkeiten nötig [37]. 
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2.2. Antimikrobielle Peptide 

Antimikrobielle Proteine (AMPs) findet man in allen Lebewesen (Abb. 4), beginnend bei Archaeen  

[38] über Prokaryoten (z.B. Iturine, Surfactine, Lichensine aus Bacillus spp., das kommerziell 

angewendete Lantibiotikum Nisin hergestellt von Lactococcus lactis) bis zu den höheren Tieren. Die 

in der APD eingetragenen AMPs stammen zu 75 % aus Tieren (Abb. 4). Danach folgen mit 13 % die 

Pflanzen, mit 8 % die Bakterien und mit nur 0,47 % AMPs aus Pilzen. Ca. 1,5 % der Einträge 

beschreiben synthetisch hergestellte AMPs, die oft auf den Eigenschaften bekannter natürlicher 

Peptide basieren [39, 40]. 

 

Abbildung 4 – Verteilung der AMPs in den Reichen des Lebens. Statistische Auswertung 
der Einträge in der „The antimicrobial peptid database“ APD [41] 
(http://aps.unmc.edu/AP/facts.php) Stand 2012 (abgerufen 22.05.2019). 

In Tab. 2 sind ist die Anzahl von AMPs in verschiedenen Datenbanken aufgelistet. Je populärer und 

besser gepflegt diese Datenbanken sind, umso mehr Einträge kommen zu Stande. Der große 

Unterschied in der Anzahl von AMPs zwischen der CAMPR3 und ADP ist in ihrer Reichweite und 

Pflege begründet. Während die CAMPR3 am „Biomedical informatics center“ (BIC) des „National 

institute for research in reproductive Health“ (NIRRH) von einem Team gepflegt wird, ist es bei der 

ADP das „Department of Pathology and Microbiology“ der Universität von Nebraska. Die Einträge 

der PhytAMP werden von der Abteilung „Functional Proteomics & Alimentary Bio-preservation“ am 

Institut „Applied Biological Sciences Tunis“ (ISSBAT) in Kollaboration mit dem „Nutraceuticals and 

Functional Foods Institute“ (INAF) der Laval Universität in Kanada verwaltet. Die unterschiedlichen 

Ressourcen und Ansätze in der Gewinnung und Verwaltung der Daten machen sich im Aufbau, 

Fokus und der Aktualität der Datenbanken bemerkbar. 
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Tab. 2 – Gesamtanzahl der gelisteten antimikrobiellen Peptide und Einteilung je nach der 
beschriebenen Wirkung. Die Angaben sind aus der „Collection of antimicrobial peptids“ 
CAMPR3 [1], der „The antimicrobial peptid database“ APD [41] (beide abgerufen 
22.05.2019) und PhytAMP [42] (http://phytamp.pfba-lab-tun.org/statistics.php) (abgerufen 
22.06.2019) entnommen. Die in der CAMPR3 und PhytAMP zur Gesamtsumme fehlenden 
Peptide haben eine andere Wirkung oder wirken auf mehrere Organismengruppen. In der 
Liste aus der APD sind die Peptide teilweise mehrfach (für jedes ihrer Wirkspektren) 
eingetragen. (abgerufen am 22.05.2019) 

 CAMPR3 [%] APD [%] PhytAMP [%] 

Gesamt 10247  3085  271  
Antibakteriell 2915 28,4 2587 83,85 89 33 
Antimykotisch 1144 11,2 1112 36,0 138 51 
Antiviral 117 1,1 188 6,1 27 10 

 

Die Anzahl an AMPs (Tab. 2) und ihre Komplexität nimmt mit der Höhe der Entwicklungsstufe des 

jeweiligen Organismus zu [43]. Eine Vielzahl von AMPs schützen zum Beispiel Pflanzen (Abb. 5) vor 

bakteriellen, pilzlichen, viralen Infektionen und auch Nematoden [44, 45]. Die 271 in der PhytAMP  

[42] gelisteten pflanzlichen AMPs lassen sich sieben Proteinfamilien zuordnen (Abb. 5). Man findet 

nicht alle der beschriebenen AMPs in einer Pflanze, jedoch eine Vielzahl davon. Das hebt ihre 

Bedeutung für die pflanzliche Entwicklung und Gesundheit hervor. Je nach Entwicklungsstadium 

der Pflanze und der jeweiligen Organelle können andere Peptide aktiv sein [46]. 
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Abbildung 5 – Stammbaum der AMPs aus Pflanzen. Pflanzliche AMPs lassen sich im 
Wesentlichen sieben Proteinfamilien zuordnen, deren Strukturen beispielhaft dargestellt 
sind. Die Daten stammen aus der Datenbank für pflanzliche AMPs, PhytAMP [42] 
(http://phytamp.pfba-lab-tun.org/statistics.php). (abgerufen am 22.06.2019) 

AMPs sind Teil des angeborenen Immunsystems. Neben den Pflanzen haben sie auch eine große 

Bedeutung in der Abwehr von Krankheitserregern bei Tier und Mensch. Mit am besten erforscht 

sind AMPs beim Menschen [47]. Die Peptide haben dabei teilweise eine erstaunlich spezifische 

Wirkung (Anhang, Tab. 45, Seite 143), die sich auch in evolutionsbiologisch jüngeren Organismen 

wiederfindet [48]. Interessant ist die Spezifität mit der sie, wie z.B. bei Hautläsionen das Psoriasin 

[49], aktiv sind. Es wirkt gezielt an Orten mit veränderter Hautoberfläche, z.B. bei Schuppenflechte, 

und ist dort in großen Konzentrationen zu finden. Die Konzentration von Psoriasin steigt im Serum 

abhängig von der Stärke des Krankheitsschubes an und kann als Marker für eine erfolgreiche 

Therapie eingesetzt werden [49]. Das Protein wird also bedarfsgerecht gebildet und wirkt lokal. 
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Die umfangreiche Familie der AMPs beinhaltet Moleküle mit jeder für Peptide bekannten 

Sekundärstruktur [50]. Von 413 der 3085 AMPs (Tab. 2), die in der „The Antimicrobial Peptid 

Database“ [41] (http://aps.unmc.edu/AP/facts.php) (abgerufen am 20.06.2019) gelistet sind, sind 

die Tertiärstrukturen bekannt. Von einer größeren Anzahl gibt es jedoch 

Sekundärstrukturvorhersagen. Einen Überblick über die gefunden Strukturmotive ist in Tab. 3 zu 

sehen. Neben Peptiden, die eine einfache Tertiärstruktur aus einer α-Helix oder einem β-Faltblatt 

haben, können diese Strukturmotive auch kombiniert sein (Tab. 3). Es fällt auf, dass die größte 

Gruppe der antimikrobiellen Peptide eine helikale Struktur hat (Tab. 3). Das gilt insbesondere für 

relativ kurze Peptidketten und für Peptide die keine Disulfidbrücken ausbilden. 

Tab. 3 - Verteilung der möglichen Sekundärstrukturen in der Datenbank „The antimicrobial 
peptid database“ [41] (http://aps.unmc.edu/AP/facts.php) (abgerufen am 28.05.2019). Der 
Farbverlauf folgt der Proteinstruktur von N-Terminus (Rot) zum C-Terminus (blau). 

Struktur Anzahl Anzahl 
(%) 

Ø Länge 
(AS) 

Beispiel 
(Uniprot-
Nr./Name) 

Bändermodell Globuläre 
Struktur 

α-Helix 471 15,33 30,14 P31107/ 
Adenoregulin 

  
β-Faltblatt 82 2,66 35,85 P46170/ 

Beta-
defensin 12 

  
α-Helix 
und β-
Faltblatt 
getrennt 

4 0,13 57,25 P34034/ 
Bacteriocin 
leucocin-A 

  
α-Helix 
und β-
Faltblatt 
kompakt 

108 3,51 59,25 P81544/ 
Heliomicin 

  
 
In den meisten Fällen wirken AMPs antibakteriell [51]. Die Erforschung der AMPs wird vor allem 

durch die Suche nach neuen Wirkstoffen für die Medizin vorangetrieben [52-54]. Auch erhofft man 

http://aps.unmc.edu/AP/facts.php
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sich auch einen Nutzen für die Bekämpfung von Pflanzenerkrankungen und zur Konservierung vor 

allem von Lebensmitteln [55, 56]. Dafür werden natürlicherweise AMPs genutzt. Ihre 

Wirkmechanismen sind sehr unterschiedlich, zielen entweder auf die Zellwand oder 

Plasmamembran (Abb. 6) und verursachen die Veränderung der Permeabilität und/ oder 

behindern metabolische Prozesse [57]. 

 

Abbildung 6 - Wirkweisen von AMPs. Abb. nach [58]. Dargestellt sind die verschiedenen 
Einflüsse der AMPs auf die Zellmembran, die letztendlich zur Permeabilisierung führen. 

Häufig verfügt ein AMP über mehrere Wirkorte, da z.B. eine Inhibition von Ionenpumpen, oder der 

unkontrollierte Ausfluss von Ionen durch Porenbildung, den gesamten Zellmetabolismus 

beeinflusst. Einen ausführlichen Überblick zum Thema AMPs gibt neben anderen das 2019 

erschienene Buch „Antimicrobial Peptids” [59]. 

2.3. Antimykotische Peptide 

Antimykotische Peptide, als Untergruppe der AMPs, werden ebenfalls von Prokaryoten [60] und 

Eukaryoten gebildet [42, 61]. Im Anhang sind alle bis dato bekannten Gruppen der in der APD 

gelisteten antimykotischen Peptide nach ihrer Zuordnung in eines der Reiche (Bakterien, Pilze, 
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Krebstiere, Insekten, Pflanzen, Amphibien, Wirbellose, Säugetiere, Fische) aufgeführt. Es wird 

deutlich, dass die meisten Gruppen im Reich der Insekten (77 Peptide), gefolgt von den Amphibien 

(68 Peptide) und Pflanzen (45 Peptide) zu finden sind (Anhang, Tab. 45, Seite 143). Das liegt auch 

an der willkürlichen Zuordnung und Benennung der Gruppen. Gerade bei den Insekten und 

Amphibien geht man bei der Namensgebung oft vom lateinischen Namen der Art aus, von der das 

Peptid stammt und nimmt wenig Rücksicht auf vorhandene Analogien. Zum anderen liegt die 

Ursache in der Funktion der AMPs als angeborenes Immunsystem den Organismus vor 

mikrobiellen Infektionen zu schützen. Das scheint insbesondere bei den stammesgeschichtlich 

älteren Lebewesen, wie den Insekten [62] und Amphibien [63], die noch dazu in mikrobiologisch 

sehr reichhaltigen Umgebungen leben, weit entwickelt zu sein. Höhere Organismen profitieren 

hingegen von dem Wechselspiel [64] zwischen adaptivem [65, 66] und angeborenem [67] 

Immunsystem. 

Interessant ist, dass die meisten antimykotischen Peptide auch gegen andere Zelltypen wirken. Ihre 

Funktion ist anscheinend nicht von einem arttypischen Angriffspunkt abhängig, sondern eher 

genereller Natur. Nur wenige sind nicht gegen Bakterien oder Viren aktiv (Anhang, Tab. 45, Seite 

143). Zytotoxische Peptide scheiden für eine Anwendung beim Menschen aus. Jedoch kann das 

Verständnis ihrer Wirkweise neue Ansatzpunkte für die Herstellung effizienterer antimykotischer 

Wirkstoffe liefern [53]. 

 Die AFP-Familie 2.3.1.

Es gibt generell verschiedene Möglichkeiten AMPs zu kategorisieren. Anhand ihrer Wirkweise, ihrer 

Größe, anhand von Strukturmerkmalen, oder der Ursprungsorganismen (Anhang, Tab. 45, Seite 

143). Eine besondere Gruppe von antimykotischen Peptiden stellt die AFP-Familie (Tab. 4) [68] da. 

Ihr werden alle Peptide zugeordnet, die eine hohe Ähnlichkeit zum Ursprungspeptid AFP haben 

(Abb. 7) [69]. AFP wurde 1965 erstmals aus A. giganteus isoliert und beschrieben [70, 71]. Es ist ein 

kompaktes kationisches Peptid mit antimykotischen Eigenschaften. Allgemein betrachtet handelt 

es sich bei Mitgliedern der AFP-Familie um Cystein-stabilisierte Peptide, die eine fassförmige 

Faltung, bestehend aus antiparallelen β-Faltblättern, aufweisen. Weitere Mitglieder der AFP-

Familie sind z.B. das „Penicillium chrysogenum antifungal peptid“ PAF [72], oder „Aspergillus niger 

antifungal peptide“ AnAFP von A. niger [73]. 

Tab. 4 – Mitglieder der AFP Familie die bisher in Veröffentlichungen beschrieben wurden. 

Protein Art Referenz 

AFP A. giganteus [69] 
PAF P. chrysogenum [72] 
AnAFP A. niger [73] 
NFAP N. fischeri [74] 
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Ein wichtiges Merkmal der Peptide der AFP-Familie ist das „γ-core“ Motiv [75]. Diese 

Tertiärstruktur wird durch zwei antiparallele β-Stränge, die durch eine Drehung der 

Aminosäurekette verbunden sind, erzeugt. Typisch für das „γ-core“ ist das 

Aminosäuresequenzmotiv GXC(X3–9)C. Peptide werden dadurch als membranaktiv gekennzeichnet 

[76]. Die zunehmende Sequenzierung von Genomen ermöglicht auch bei filamentösen Pilzen 

immer weiterreichende Analysen auf genetischer Ebene. So ist es mittels pBLAST [77] möglich auch 

bisher nicht beschriebene, zu AFP homologe, Peptide in verschiedenen Ascomyceten zu finden. 

2.4. AFP 

Das antimykotische Peptid, sekretiert vom filamentösen Pilz A. giganteus (UniProtKB - P17737 

(AFP_ASPGI)), ist das erste beschriebene Mitglied der AFP-Familie. Es wurde 1965 von Olsen et al. 

im Zusammenhang mit Forschungen zum ebenfalls von A. giganteus sekretierten toxischen Lektin 

alpha-Sarcin beschrieben [70, 71]. Es handelt sich um ein 5,8 kDa großes und 51 Aminosäuren (AS) 

langes Peptid, welches über acht Cysteine verfügt [78] und dadurch eine mit vier Cysteinbrücken 

stabilisierte fassförmige Tertiärstruktur mit amphipathischer Oberfläche aufweist (Abb. 7) [79]. 

Durch die enthaltenen 12 Lysine ergibt sich eine positive Ladung mit einem pI von 8.8. 

 

Abbildung 7 – Struktur des antimykotischen Peptids AFP. Die linke Darstellung zeigt die 
globuläre Peptidstruktur mit positiv geladenen Bereichen in Rot, negativ geladenen 
Bereichen in Blau und hydrophoben Bereichen in Grau. Rechts daneben das Model der 
Tertiärstruktur mit eingezeichneten β-Strängen als blaue Pfeile, dem γ-core in Rot und den 
Cysteinbrücken in Gelb. Erstellt mit PyMOL [80]. 

Die Tertiärstruktur besteht aus fünf antiparallelen Beta Strängen (Abb. 7) [81] und ist sehr 

widerstandsfähig gegenüber hohen Temperaturen [82], Kälte, pH-Werten (2-10) und Proteasen 

[79]. Als weitere Besonderheit findet man im prozessierten Peptid zwei γ-core Motive (Abb. 8) [76], 

die deutlich auf eine Interaktion mit Membranen hinweisen. Der erste γ-core entspricht der 

„dextromeric isoform“ mit dem Sequenzmotif NH2***[X1-3]- [GXC]-[X3-9]-[C]***COOH. Der zweite γ-

core folgt dabei dem beschriebenen Motiv „levomeric isoform 2“ NH2***[C]-[X3-9]-[GXC]-[X1-

3]***COOH (Abb. 8). 
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Abbildung 8 - Primärstruktur von AFP. Signalpeptid blau unterlegt, Propeptid grün 
unterlegt, prozessiertes Peptid gelb unterlegt und γ-core in roten Boxen. 

Nach der ribosomalen Synthese besteht das 94 AS lange Peptid aus einem 21 AS langen 

Signalpeptid, gefolgt von einem 22 AS langem Propeptid, auf dass das eigentliche reife Peptid folgt 

(Abb. 8) [69]. Das Signalpeptid dient dem gerichteten Transport des AFPs durch die 

Sekretionsmaschinerie. Die Funktion des Propeptides ist vermutlich die Steuerung der 

Peptidaktivität. Es wird in einem mehrstufigen Prozess von teilweise noch unbekannten Enzymen 

proteolytisch abgespalten. Dabei entsteht zunächst, durch die N-terminale Abspaltung von 16 AS 

eine schwach aktive Form des AFP, das large form AFP (lf-AFP) [83]. In einem weiteren Schritt 

werden die restlichen sechs AS des Propeptides abgespalten und das aktive AFP entsteht. Bei 

Versuchen zur rekombinanten Herstellung des AFP in P. pastoris konnte ebenfalls die Reduzierung 

der Aktivität durch verbleibende AS vor dem N-terminus des prozessierten Peptids gezeigt werden 

[84]. AFP wurde unter anderem bereits erfolgreich als Pestizid gegen Fusarien spp. getestet [85]. 

Interessanterweise gibt es in verschiedenen A. giganteus Stämmen leicht unterschiedliche AFP 

Varianten mit unterschiedliche starker antimikrobieller Aktivität [86]. Diese hohe Varianz des afp 

Gens zwischen verschiedenen A. giganteus Isolaten lässt auf die Existenz von für die Funktionalität 

konservierten und von weniger wichtigen Bereichen in der Primärstruktur schließen, wie es auch 

für andere AMPs beschrieben ist [87]. Die Ergebnisse früherer Studien ließen die Schlussfolgerung 

zu, dass sich die Disulfidbrücken im AFP zwischen verschiedenen Cysteinen bilden können und 

daher Isomere des Proteins entstehen [79]. 

 Antifungale Aktivität und Regulation der Genexpression von AFP aus A. giganteus 2.4.1.

Es wurde in mehreren Versuchsreihen bestätigt, dass AFP nur gegen filamentöse Pilze wirkt [69, 

82]. Es verursacht keine Schäden bei pflanzlichen, tierischen oder bakteriellen Zellen [69]. Auch 

Hefen sind weitgehend resistent gegen die, je nach Konzentration, fungistatische oder fungizide 

Wirkung [88]. Der Promotor des afp ist im älteren Myzel einer A. giganteus Kolonie aktiv [89] und 

seine Aktivität kann durch die Wahl der Stickstoff- und Kohlenstoffquelle beeinflusst werden [89]. 

Neben anderen wurden Pepton als Stickstoffquelle und Saccharose als Kohlenstoffquelle als stark 

afp-induzierend identifiziert [89]. Medium mit neutralem bis basischen pH (pH 7-8) ist ebenfalls für 

die Bildung des AFPs nötig [89]. Zusätzlich fördert eine Temperaturerhöhung um 37 °C die Aktivität 

des AFP Promotors stark. Hier ist der Zeitpunkt des Temperaturstresses wichtig. Er sollte in der 

eigentliche Produktionsphase des AFPs liegen, nach ca. 46 Stunden Kultivierung bei 28 °C [89]. 

Auch andere Stressbedingungen wie 1 M NaCl, 10 % Ethanol und Kohlenstofflimitierung induzieren 

den AFP-Promotor. Hingegen wirken die Zugabe von Wasserstoffperoxid oder eine 

Stickstofflimitierung unterdrückend auf die Promotoraktivität [89]. Die Anwesenheit von 100 mM 

Natriumphosphat verringert die AFP Ausbeute stark, wobei hier der Grund entweder eine 
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Repression des Promotors oder eine Inhibierung nach der Transkription der DNA sein kann. Auch 

durch die Ko-Kultivierung von A. giganteus mit anderen Organismen kann die Aktivität des AFP-

Promotors beeinflusst werden. Hier ergibt sich jedoch kein eindeutiges Bild, da filamentöse Pilze 

sowohl zur Inhibierung (A. niger), als auch zur Induktion (F. oxysporum) führen können [90]. Das 

gleiche gilt für die getesteten Hefen und Bakterien. Teilweise kann der Effekt durch die von den ko-

kultivierten Pilzen ausgelösten pH-Wert-Veränderungen im Medium erklärt werden. Weiterhin ist 

er vom gewählten Medium, vor allem der Stickstoffquelle, abhängig [86]. 

Trotz theoretisch vorhandener Glycosylierungsstellen handelt es sich beim AFP um ein nicht 

glycolysiertes Peptid [88]. Die antimykotische Wirkung von AFP wird durch Kationen negativ 

beeinflusst und erhöht z.B. die zur Wachstumshemmung von A. niger nötigen Konzentrationen um 

das 40- (100 mM NaCl) bis 400-fache (100 mM MgCl2) [82]. Zweiwertige Kationen wirken hier 

stärker als einwertige. Der Einfluss kann mit der Konkurrenz des kationischen AFPs mit den 

Kationen an seinem Wirkungsort, der Zelloberfläche [69], erklärt werden. AFP wirkt bei sensitiven 

Schimmelpilzen wie A. niger mittels Membranpermeabilisierung [69] und letztendlich durch die 

Zerstörung der Zellstrukturen. Morphologische Änderungen, wie das Anschwellen der 

Hyphenspitzen und Veränderungen der Zellmembran, besonders in der Region der Hyphenspitze, 

[69] sind zu beobachten. Interessanterweise kommt es bei resistenten Pilzen auch zur Anlagerung 

von AFP an die Zellwand und -membran [88]. Es hat dort aber keinen permeabilisierenden Effekt 

und wird später sogar in die Zelle aufgenommen, ohne sich negativ auf das Wachstum 

auszuwirken. Die Bindung von AFP an Phosphatidylserin (DMPS) haltige Vesikel, jedoch nicht an 

zwitterionische Phosphatidylcholin (DMPC) Vesikel, [81] zeigt den Einfluss von elektrostatischen 

Wechselwirkungen für die Bindung an Membranen. 

Bei der Untersuchung von verschiedenen AFP Formen [91] wurde gezeigt, dass die acetylierte AFP- 

Variante das Zellwandpolymer Chitin schlechter bindet als die natürliche Form. Die Aktivität des 

AFPs wird jedoch von allen getesteten Varianten am stärksten durch die Acetylierung (120-fach 

erhöht) [91]. Die nitrierte Form (Tyrosine) und die verkürzte Form des AFP (AS 1-33) zeigen eine 

50-fach reduzierte antimykotische Aktivität [92]. Da bekannt ist, dass die Cysteinbrücken für die 

Sekundärstruktur und Stabilität des AFPs wichtig sind, ist bei diesen Ergebnissen eher von einer 

unzureichenden Blockierung der Cysteine, als von einem wirklichen Effekt auszugehen. 

2.5. Die Zellwand und Plasmamembranen von Pilzen als antimykotischer Wirkort 

Die Bildung eines Myzels beginnt bei Aspergillus spp. mit dem Auskeimen der Konidiosporen [3]. 

Diese zu tausenden an Konidiophoren asexuell gebildeten Sporen sind auf Grund ihres Aufbaus und 

ihrer hydrophoben und stark gefärbten Oberfläche perfekt an die Verbreitung in der Luft angepasst 

[93]. Bei geeigneten Umweltbedingungen beginnen die Sporen zu keimen [94]. Das ist ein 

komplexer Vorgang, der die Rückbildung der stabilen Sporenzellwand beinhaltet und den Start 

vieler metabolischer Prozesse. Die aus der Spore sprießende Hyphe verzweigt sich zunehmend und 
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bildet über die Zeit ein komplexes Mycel mit unterschiedlichen Bereichen [95]. Einem 

physiologisch wenig aktiven zentralen Bereich und dem hochaktiven peripheren Bereich. Eines der 

aktivsten und interessantesten Hyphenkompartimente stellt der Spitzenkörper dar [96], ein 

Bereich an der Hyphenspitze, in den ein Großteil des intrazellulären Proteintransportes mittels 

Vesikeln entlang des Zytoskeletts fließt [96], und aus dem die amorphen Struktur die 

hochkomplexe Zellwand und Zellmembran gebildet wird (Abb. 9). Der Innendruck einer Hyphe ist 

hoch (3 - 80 bar [97]) und treibt neben anderen Prozessen das apikale Wachstum voran [98]. Die 

Zellwand filamentöser Pilze ist strukturiert und mehrschichtig aufgebaut (Abb. 9) [99]. Direkt auf 

der Plasmamembran liegt das Exoskelett aus dem Polymer Chitin, β-1,4 verbundenem N-

Acetylglucosamin. Damit verbunden und hauptsächlich darüber liegt ein Bereich bestehend aus β-

1,3-Glucan, das mit α-1,3-Glucan verbunden ist. Die äußere Schicht auf der Zellwand sind die mit 

Glucan verknüpften Mannoproteine (Abb. 9). 

 

Abbildung 9 - Aufbau der pilzlichen Zellwand nach Yoshimi A. et al. ,2017 [100]. Von oben 
nach unten: hellblaue Linien = Extrazelluläre Matrix, Orangene Linien = α-1,3-Glucan; 
dunkelblaue Linien = β-1,3/ β-1,6-Glucan, gelbe Linien =  Chitin, graue Linien = andere 
Polysaccharide wie z.B. Galactosaminogalaktan, Galactomannan. 

Eine mögliche Unterteilung der Zellwandbestandteile ergibt sich durch den Aufschluss mit heißer 

Alkali-Lösung. Man spricht von einer alkali-löslichen Fraktion [101] , die aus linearen α-1,3-Glucan 

Ketten besteht, die alle 100 Einheiten mit α-1-4 verlinkter Glucose verbunden sind, Galaktomannan 

and Galaktosaminogalaktan umfasst und das Verbundmaterial zwischen den Fasern der Zellwand 

bildet [101]. Die alkali-unlösliche Fraktion [102], die aus verzweigtem β-1,3-Glucan besteht, ist mit 

Chitin, β-1,3/ β-1,4-Glucan und β-1,5-Galacto-α-1-2/ α-1-6-Mannan kovalent verbunden und bildet 

den Faserkern der Zellwand [101, 103]. Interessanterweise ist der Aufbau der amorphen alkali-

löslichen Fraktion artspezifisch [101]. Leider ist nur wenig über die Prozesse beim Auf- und Umbau 

der Zellwand bekannt. Die Prozesse zum Aufbau des nötigen Gleichgewichts zwischen 

hydrolytischen und synthetisierenden Prozessen sowie für den Anstieg des osmotischen Drucks, 

nötig für Plastifizierung der Zellwand, sind Großteils noch nicht verstanden [101]. Die Regulation 

von Prozessen, die für die Keimung von Konidien und Hyphenverzweigung nötig sind, ist ebenfalls 

noch Bestandteil der Forschung [101]. Bei genauerer Betrachtung erscheint die Zellwand jedoch 
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wesentlich plastischer als erwartet [99]. Sie kann bei Änderungen der Umweltbedingungen 

spezifisch angepasst werden. So bildet z.B. A. fumigatus unter Glucoselimitierung weniger β-1,3-

Glucan, was ihn auch unempfindlicher gegenüber Echinocandinen macht [104]. Ein anderes 

Beispiel ist die Lokalisierung des α-1,3-Glucans. In Flüssigkultivierungen findet man es vor allem im 

mittleren Bereich der Zellwand, wohingegen es bei Feststoffkultivierungen vor allem im äußeren 

Bereich der Zellwand zu finden ist [105, 106]. Diese Plastizität verursacht auch unterschiedliche 

Empfindlichkeiten gegenüber antimykotischen Medikamenten [101, 107, 108]. Die zugrunde 

liegenden Regulationsmechanismen werden über verschiedene Signaltransduktionswege 

sichergestellt. Dazu gehören der cell wall integrity (CWI)-Weg, der Hog-Weg oder der Calzineurin-

Weg [100]. Als Reaktion auf die Blockade eines Teils der Synthesemaschinerie der Zellwand erfolgt 

entweder i) eine Neuregulation von Enzymen der gleichen Familie (z.B. agsA für die β-1,3-

Glucansynthese) [109], ii) eine Kompensation durch Zellwandpolymersynthasen einer anderen 

Familie (z.B. Hemmung der Glucansynthese durch Steigerung der Chitinsynthese) [104], oder iii) die 

Aktivierung eines komplett anderen metabolischen Weges (z.B. Bildung einer Polysaccharidschicht 

auf der Oberfläche von Konidien nach Deletion von Chitin- und Glucansynthasen) [110, 111]. Es 

kann natürlich auch zur Aktivierung mehrerer kompensatorischer Wege kommen. 

Die Plasmamembran besteht bei filamentösen Pilzen hauptsächlich aus einer Phospholipid-

Doppelschicht, die aus Glycerolphospholipiden mit darin eingebetteten Sphingolipiden, Sterolen 

und Membranproteinen besteht [112]. Eine Besonderheit in pilzlichen Zellen, die auch als 

Angriffsziel von antimykotischen Substanzen (Imidazole, Triazole) genutzt wird, ist das 

Vorhandensein von Ergosterol [113], anstatt von Cholesterol wie bei tierischen Zellen. Bei Pilzen, 

wie auch bei anderen Lebewesen, hat die Plasmamembran keinen statischen Aufbau. Die 

Plastizität der Zellmembran, in der sich Orte verschiedener Konzentration von z.B. 

Glycosylceramiden (GlyCer) bilden können, wird mit der Theorie der lipid rafts [114] beschrieben. 

Dort kommt es zu einer lokalen Konzentration von hauptsächlich Transportproteinen, ATPasen, 

Proteinen für die Signalweiterleitung und die Zellwand- und Zellskelettsynthese [112]. Die lokale 

Struktur der Plasmamembran beeinflusst dabei die Aktivität der enthaltenen Proteine und kann 

sich über die Zeit auch verändern [115]. Die genaue Zusammensetzung der Zellmembran ist, wie 

bei der Zellwand (Abb. 9), je nach Art [116] und Entwicklungsstatus des Mycels unterschiedlich 

[112]. Das filamentöse Wachstum von Schimmelpilzen führt zu unterschiedlich aufgebauten 

Zellwänden und Zellmembranen innerhalb einer Kolonie, die eine höhere Flexibilität und 

Widerstandsfähigkeit gegenüber Umwelteinflüssen bewirken. Die im Zusammenhang mit AFP 

interessanten Chitin- und Glucansynthasen sind als membranständige Enzyme ebenfalls in die 

Plasmamembran der Zelle eingebettet (Abb.9). Es wird vermutet, das auch diese 

Membranproteine in „lipid rafts“ akkumulieren und diese spezifische Membranumgebung für eine 

korrekte Funktion benötigen [117, 118]. 
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 Glycosylceramide 2.5.1.

Ein wichtiger Bestandteil von eukaryotischen Plasmamembranen sind Sphingolipide [119], eine 

Untergruppe der Ceramide [120]. Sie bestehen aus einem ungesättigten Aminoalkohol, dem 

Sphingosin, das über eine Amidbindung mit einer Fettsäure verbunden ist. Sie kommen in allen 

Eukaryoten vor Sphingolipide sind als Rezeptor- und Botenmoleküle in eine Vielzahl 

physiologischer Prozesse eingebunden. Sie sammeln sich in sterolreichen Umgebungen an und 

beeinflussen die Funktion von Membranproteinen [121]. Es wurde gezeigt, dass sie bei der 

Vermittlung von Zell-Zell Interaktionen, der Seneszenz, der Differenzierung von Zellen, der 

Apoptose, dem Zellzyklus und der Proliferation, der Mitogenese, bei Entzündungsreaktionen, der 

Migration von Zellen und der Angiogenese eine Rolle spielen [122]. Sie sind außerdem wichtig für 

das polare Wachstum in Pilzen und Pflanzen [123, 124]. Wenn die der Amidbindung nächste 

Hydroxylgruppe mit einem Zucker durch eine glykosidische Bindung verbunden ist, handelt es sich 

um ein Glycosylceramid (GlyCer) (Abb. 10). 

Abbildung 10 - Grundstruktur der Ceramide. Der Buchstabe R bezeichnet den 
Fettsäurerest, der je nach Organismus eine andere Kettenlänge haben kann [120]. 

Pilzmembranen besitzen GlyCer, die entweder ein Glucose- oder Galaktosemolekül als 

Zuckereinheit haben (Abb. 11) [125]. Weiterhin unterscheiden sie sich von denen in Tieren und 

Pflanzen durch die C9-Methylierung, unterschiedliches Vorkommen von Doppelbindungen und die 

Länge des Fettsäurerestes. Ihre Synthese findet im ER statt [125]. Eine Besonderheit innerhalb der 

filamentösen Pilze ist die C3-Doppelbindung des Fettsäurerestes, ausgelöst durch das Enzym 2-

Hydroxy-Fettsäure-N-Acyl-Δ3(E)-Desaturase. Sie kommt nicht bei allen filamentösen Pilzen vor 

[125]. In Abbildung 11 ist die Struktur eines GlyCer mit rot markierter Doppelbindung am C3-Atom 

Fettsäure dargestellt. 
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Abbildung 11 – Pilzliche Glycosylceramide haben ein Glucose- oder Galaktosemolekül als 
Zuckergruppe, das mittels glykosidischer Bindung an die Sphingobase gekoppelt ist. An 
diese ist auch mittels Amidbindung der Fettsäurerest gekoppelt. Die vom Enzym 2-Hydroxy 

Fettsäure N-Acyl-3(E)-Desaturase katalysierte Doppelbindung ist rot markiert [126]. 

Die GlyCer von Pilzen (Abb. 11) spielen auch in entwicklungsgeschichtlich voreinander entfernten 

Gattungen allgemein eine wichtige Rolle, z.B. bei der Pathogenese von z.B. Candida, Aspergillus 

[127], Cryptococcus, Penicillium [128] und Fusarium [129]. 
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Abbildung 12 - Syntheseweg der Glycosphingolipidstruktur (GSL) nach [124]. Die 
enzymatischen Schritte Nr. 3.x führen häufig zur Synthese von sauren (GIPCs) und neutralen 
(GlyCer) GSL. Die Syntheseschritte danach mit Nummer 4.x ergeben in der Regel neutrale 
GSL und die unter Nummer 5.x. saure GSL. 

 2-Hydroxy Fettsäure N-Acyl-3(E)-Desaturase 2.5.2.

Alle Syntheseschritte von funktionellen Gruppen am Ceramidgerüst (Abb. 12), außer das Binden 

der C9-Methylgruppe, werden von Desaturasen bzw. Hydroxylasen durchgeführt. Dabei handelt es 

sich um membrangebundene Proteine mit vier Transmembrandomänen. Mitglieder dieser 

Enzymfamilie lassen sich durch das Vorhandensein von drei Histidinboxen HX3-4HH, HX2-3HH und 

(H/Q)X2-3HH [130] identifizieren. Sie sind im endoplasmatischen Retikulum (ER) lokalisiert und hier 

findet daher auch die Bildung der Glycosylceramide statt. Ihr aktives Zentrum besteht aus zwei 

Eisenatomen, die während der katalytischen Reaktion mehrere Oxidationsstufen unter Bindung 

von zwei Sauerstoffatomen durchlaufen [131]. Die Bildung von Δ3(E)-ungesättigten Fettsäuren 
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findet durch Fettsäure-Δ3(E)-Desaturasen statt. Sie bilden einen eigenen Ast im phylogenetischen 

Baum der Desaturasen [125] und kommen in vielen Organsimen vor. Obwohl diese Position der 

Doppelbindung in Fettsäuren an sich nicht ungewöhnlich ist und zum Beispiel in 

Phosphatidylglycerol (PG) aus pflanzlichen Plastiden gefunden werden kann, ist sie in 

Sphingolipiden einmalig für die Gruppe der Euascomyceten [126]. Somit lässt sich die Subfamilie 

der Δ3(E)-Desaturasen weiter eingrenzen. Die zugehörigen Enzyme weisen drei hochkonservierte 

Histidinboxen auf. Weiterhin ist der Abstand zwischen den ersten beiden Histidinboxen 33 AS lang 

und es ist keine Cytochromb5-Domäne vorhanden. Der experimentelle Nachweis gelang Zäuner et 

al. 2008 [125]. 

3. Ziele dieser Arbeit 

Diese Arbeit soll Erkenntnisse aus vorherigen Untersuchungen zum AFP vertiefen und erweitern. 

Das Verständnis der Wirkweise des antifungalen Peptides ist grundlegend für dessen Anwendung 

als Fungizid oder auch Antimykotikum. Die zunehmende Anzahl an Resistenzen gegen etablierte 

Wirkstoffe macht die Entwicklung neuer Wirkstoffklassen zur Erhaltung der ausreichenden 

Versorgung einer wachsenden Weltbevölkerung mit Nahrungsmitteln und zur Behandlung von 

Mykosen notwendig. Die antifungalen Peptide mit den an den besten erforschten Mitgliedern der 

AFP-Familie, können hier einen wichtigen Beitrag leisten. Sie sind als natürliche, selektive und 

evolutionsbiologisch entwickelte Wirkstoffe sehr gut umweltverträglich und eine schnelle 

Resistenzentwicklung ist unwahrscheinlich. 

3.1. Optimierung der Herstellung und Reinigung von AFP in homologen und heterologen 
Expressionssystemen 

Eine grundlegende Voraussetzung für das Erreichen dieser Ziele ist die Herstellung und Reinigung, 

sowie das Überprüfen der Reinheit und Trennung möglicher AFP-Varianten. Die Bildung von lf-AFP 

und sf-AFP kann mittels Nutzung heterologer Expressionssysteme verhindert werden. Daher sollte 

die Synthese des AFPs mit der Hefe P. pastoris etabliert werden. Das erhaltene AFP sollte dann 

weiter per Kationenaustauscher gereinigt und dann mittels HPLC und Wirksamkeitsstudien anhand 

geeigneter Teststämme überprüft werden. 

3.2. Charakterisierung der Wirkweise von AFP 

Neuere Erkenntnisse zum Aufbau der Pilzmembranen und der Bedeutung der Glycosylceramide für 

die Wirkung von antimikrobiellen Peptiden legten Versuche nahe, um einen möglichen 

Zusammenhang zwischen AFP-Wirkweise und GlyCer abhängiger Zusammensetzung pilzlicher 

Plasmamembranen zu untersuchen. Daher sollte das für die spezifische Δ3-Desaturierung in 

pilzlichen GlyCer verantwortlichen Enzym in A. niger identifiziert werden. Es wurde die Deletion 

dieses Gens in A. niger und die Expression des Gens in P. pastoris und S. cerevisiae durchgeführt. Es 
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sollte gezeigt werden, dass die C3-C4 Doppelbindung in den GlyCer durch das Enzym und nicht das 

Enzym selbst für die Änderung der AFP-Empfindlichkeit verantwortlich ist. Es sollte auch die 

chemische Inhibierung der GluCer Synthese auf ihren Einfluss auf die Wirkung von AFP überprüft 

werden. 

3.3. Genom- und Transkriptomanalysen für Funktionsanalysen der AFP-Familie 

Durch eine pBLAST-Suche zur Identifizierung von AFP-Orthologen und der Abgleich der Struktur der 

erhaltenen Peptide wurden über 50 Mitglieder der AFP-Familie identifiziert und ein allgemeines 

Schema zum Aufbau der Peptide abgeleitet. Durch die Auswertung der fachgebietseigenen 

Transkriptomdatenbank bezüglich anafp aus A. niger unter 155 verschiedenen Kulturbedingungen 

sollten Erkenntnisse über intrazelluläre Prozesse, in denen AnAFP eine Rolle spielt, generiert 

werden. Für ausgewählte Prozesse sollten die Vorhersagen in vivo überprüft und dafür die 

Auswirkung auf die anafp-Promotor Aktivität mit Reporterstämmen untersucht werden. 
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4. Material und Methoden 
4.1. Chemikalien 

Wenn nicht anders erwähnt wurden die in der Arbeit verwendeten Chemikalien von den Firmen 

Merck KGaA, Fluka, VWR International, Carl Roth GmbH+Co, KG, Sigma Aldrich, Serva, Roche oder 

Biozyme genutzt. Sie entsprachen den gängigen Laborstandards und der für den Versuch nötigen 

Reinheit von über 99 %. In Tabelle sind die Chemikalien aller anderen Hersteller/ Zulieferer 

aufgeführt. 

Chemikalie Hersteller Artikelnr. 

6x DNA Ladepuffer Thermo Fisher Scientifc R0611 

Ampicilliun Natriumsalz Applichem A0839.0025 

Bromphenolblau Amersham Biosciences 17-1329-01 

BSA Pharmacia 27-8915-01 

Casaminosäuren BD Biosciences 223050 

Chitin Fluka  

dNTPs Thermo Fisher Scientifc R0181 

Midorigreen Nippon Genetics Europe MG04 

Natriumsulfat Merck-Schuchardt 822286 

Superdex 75 pg GE Healthcare Life Sciences 28989334 

TRIzol Invitrogen 15596026 

Hefeextrakt Ohly 10901006 
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4.2. Enzyme 

Enzym Hersteller Artikelnummer 

DNAse Invitrogen AM2222 

Lyseenzym von Trichoderma Sigma Aldrich L1412-25G 

Phusion DNA Polymerase Thermo Fisher Scientific F530L 

Q5 DNA polymerase NEB M0491S 

Restriktionsenzyme Thermo Fisher Scientific  

RNAse I Carl Roth GmbH+Co. KG 7164,2 

T4 DNA Ligase Thermo Fisher Scientific EL0012 

T5 Exonuklease epicentre T5E4111K 

Taq DNA Ligase NEB M0208L 

 

4.3. Größenmarker 

Marker Hersteller Artikelnr. 

Gene ruler DNA ladder mix Thermo Fisher Scientifc SM0331 

Low range unstained protein marker Fermentas SM0431 

 

4.4. Antikörper 

Tab. 5 - Antikörper 

Name Tier Art Target Firma 

AFP-Antikörper Kaninchen polyklonal natives AFP IPK Gatersleben 

Anti-Kaninchen-
HRP 

Ziege polyklonal Kaninchen-
AK 

Dako 

Anti-DIG Maus monoklonal DIG Invitrogen 
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4.5. Puffer und Lösungen 

Alle Lösungen und Puffer wurden mit Reinstwasser aus einer PURELAB® Classic Anlage der Firma 

ELGA LabWater hergestellt. 

Tab. 6 – DNA-Puffer 

DNA-Extraktionspuffer, 50 ml SOP 17, 1. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil 

0,5 %  SDS 10 % 2,5 ml 

0,2 M Tris HCl, pH 8,0 1 M 10 ml  

0,025 M EDTA, pH 8,0 0,5 M  2,5 ml 

0,25 M NaCl 2 M 6,25 ml 

Auffüllen auf 50 ml  Wasser  28,75 ml 

    

50x TAE-Puffer, 1000 ml SOP 6, 2. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

2 M  Tris 121,14 g/mol 242 g 

100 mM  EDTA 0,5 M pH 8,0 200 ml 

1 M Natriumacetat 82,03 g/mol 82,03g 

Auffüllen auf 700 ml  
Einstellen des pH auf 8,3 mit 
Essigsäure. 

  

Auffüllen auf 1000 
ml  

Wasser   

    

10x Ladepuffer, 100 ml SOP 6, 2. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

50 % (w/v) Glycerin 100 % 50 ml 

50 mM EDTA 0,5 M, pH 8,0 10 ml 

0,1 % Bromphenol blue 100 % 0,1 g 

Auffüllen auf 100 ml  Wasser   

 

Tab. 7 – Gibson-Klonierung 

5x Isopuffer SOP 13, 1. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

 Tris-HCl pH 7,5 1 M 3 ml 

 MgCl2  2 M 150 µl 

 dGTP  100 mM 60 µl 

 dATP  100 mM 60 µl 
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 dTTP  100 mM 60 µl 

 dCTP  100 mM 60 µl 

 DTT  1 M 300 µl 

31,25 mM PEG-8000   1,5 g 

 NAD 100 mM 300 µl 

Auf 6 ml auffüllen Wasser   

    

Ligationsmix SOP 13, 1. Version, des FG AMM, TU Berlin 

 Chemikalie Stammlösung Anteil  

 5x Isopuffer  320 µl 

 T5 Exonuklease 10 U/µl 0,64 µl 

 Phusion DNA Polymerase 2 U/µl 20 µl 

 Taq-Ligase 40 U/µl 160 µl 

Auf 1,2 ml auffüllen Wasser   
 

Tab. 8 – RNA-Isolation 

100mM Natriumphosphatpuffer pH 7, 
1000ml 

SOP 11, 3. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

1 M NaH2PO4 107 g/mol 39 ml 

1 M Na2HPO4 127 g/mol 61 ml 

 Wasser  900 ml 

 Einstellen des pH auf 7,0 mit 
NaH2PO4/Na2HPO4 

  

    
Glyoxalladepuffer, 100 ml SOP 11, 3. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Anteil für 100 ml  

50 % Glycerin 50 ml 

10 mM Natriumphosphatpuffer 
10 ml des 100 mM 
Natriumphosphatpuffers pH 7 

0,25 % Bromphenolblau 0,25 g 

0,25 % Xylencyanol FF 0,25 g 
 

Tab. 9 - Transformation Aspergillus niger 

SMC, 1000 ml SOP 3, 8. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration  Chemikalie Stammlösung Anteil  

1,33 M  Sorbitol 182 g/mol 242,32 g 

50 mM CaCl2 5 M 10 ml 
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20 mM  MES Puffer, pH 5,8 200 mM 100 ml 

Auffüllen auf 1000 
ml  

Wasser   

    
TC, 1000 ml SOP 3, 8. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

50 mM CaCl2 5 M 10 ml 

10 mM  Tris/HCl, pH 7,5 1 M 10 ml 

Auffüllen auf 1000 
ml  

Wasser   

    
STC, 1000 ml SOP 3, 8. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

1,33 M Sorbitol 182,2 g/mol 242,32 g 

Auffüllen auf 1000 
ml  

TC   

    

PEG-6000 Puffer, 30 ml SOP 3, 8. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

25 % PEG-6000 250 g/L 7,5 g 

Auffüllen auf 30 ml TC   

    
Protoplastierungslösung, 10 ml SOP 3, 8. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration 
 

Chemikalie Stammlösung Anteil  

0,2 % Lyseenzym  200 mg 

Auffüllen auf 10 ml SMC   

 
pH auf 5,6 mit 1 M NaOH , 
filtersterilisieren 

  

 

Tab. 10 – Southern-Blot 

Neutralisationspuffer, 2000 ml SOP 10, 5. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

1,5 M NaCl 58,44 g/mol 175,32 g 

0,5 M  Tris 121,14 g/mol 121,14 g  

Auffüllen auf 1700 
ml 

Einstellen des pH auf 7,0 mit 
rauchender HCl 

  

Auffüllen auf 2000 
ml  

Wasser   
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20x SSC, 2000 ml SOP 10, 5. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

3 M NaCl 58,44 g/mol 350,64 g 

300 mM  Trinatriumcitrat 258,06 g/mol 154,83 g  

Auffüllen auf 1700 
ml 

Einstellen des pH auf 7,0 mit 
HCl 

  

Auffüllen auf 2000 
ml  

Wasser   

    

Hybridisierungspuffer, 250 ml SOP 10, 5. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

1 M NaCl 58,44 g/mol 14,66 g 

1 % (w/v) SDS 100 % 2,5 g  

10 % Dextransulfat 100 % 25 g 

Auffüllen auf 250 ml Wasser   

    
Puffer mit hoher Stringenz, 1000 ml SOP 10, 5. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

0,5x SSC 20x 25 ml 

0,1 % (w/v) SDS 10 % 10 ml  

Auffüllen auf 1000 
ml  

Wasser   

    
Puffer mit niedriger Stringenz, 1000 ml SOP 10, 5. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

2x SSC 20x 100 ml 

0,1 % (w/v) SDS 10 % 10 ml  

Auffüllen auf 1000 
ml  

Wasser   

    
Waschpuffer, 1000 ml SOP 10, 5. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

0,3 % Tween 20 100 % 3 ml 

Auffüllen auf 1000 
ml  

Maleinsäurepuffer   

    

Maleinsäurepuffer, 2000 ml SOP 10, 5. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  
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100 mM Maleinsäure 116,07 g/mol 23,2 g 

150 mM NaCl 58,44 g/mol 17,53 g 

Auffüllen auf 1700 
ml 

Wasser und Einstellen des pH 
auf 7,5 mit NaOH 

  

Auffüllen auf 2000 
ml  

Wasser   

    

10x Blockierungspuffer, 100 ml SOP 10, 5. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

10 % Blocking Reagenz (Roche) 100 % 10 g 

Auffüllen auf 80 ml 
Maleinsäurepuffer (vorsichtig 
erhitzen bis gelöst) 

  

Auffüllen auf 100 ml 
Maleinsäurepuffer (vorsichtig 
erhitzen bis zur Lösung) 

  

    
1x Blockierungspuffer, 50 ml SOP 10, 5. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

1x Blockierungspuffer 10x 5 ml 

Auffüllen auf 50 ml Maleinsäurepuffer   

    

Antikörperlösung, 10 ml SOP 10, 5. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

Auffüllen auf 10 ml Blockierungspuffer   

 Anti-DIG-AP 100 % 1 µl 

    

Detektionspuffer, 1000 ml SOP 10, 5. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

100 mM  Tris-HCl, pH 9,5 1 M  100 ml 

100 mM NaCl 5 M 20 ml 

Auffüllen auf 1000 
ml 

Wasser   

    
CDP-star Lösung, 0,5 ml SOP 10, 5. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

 Detektionspuffer  495 µl 

 CDP-star  5 µl 

    

Entfernungslösung, 500 ml SOP 10, 5. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  
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200 mM  NaOH 2 M  

0,1 % SDS   

Auffüllen auf 500 ml Wasser   

 

Tab. 11 - Herstellung chemisch kompetenter E. coli 

Tfb I, 200 ml SOP 4, 2. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

30 mM  Kaliumacetat 98,15 g/mol 0,58 g 

100 mM  RbCl2 120,92 g/mol 2,42 g 

10 mM  CaCl2 147,02 g/mol 0,29 g 

50 mM  MnCl2*4H2O 197,91 g/mol 1,97 g 

15 %  Glycerin 100 % 30 ml 

 
Einstellen des pH auf 5,8 mit 
Essigsäure 

  

    

Auffüllen auf 200 ml Wasser, filtersterilisieren   

Tfb II, 100 ml SOP 4, 2. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

10 mM  MOPS 209,26 g/mol 0,21 g 

10 mM RbCl2 120,92 g/mol 0,12 g 

75 mM  CaCl2 147,02 g/mol 1,1 g 

15 %  Glycerin 100 % 15 ml 

 
Einstellen des pH auf 6,5 mit 
NaOH 

  

Auffüllen auf 100 ml Wasser, filtersterilisieren   

 

Tab. 12 – Luciferase-Messung 

Luciferin, 10 ml SOP 15, 1, Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

25 mM Wasser, filtersterilisieren 318,4 g/mol 
79,6 mg in 
10ml Wasser 

 

Tab. 13 – Glucan-Messung 

Anillinblaulösung, 50 ml SOP 22, 1. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

0,067 % Anillinblau 6,7 mg/ml in MQ 50 µl 

0,98 M  Glycin  3,678 g 
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0,35 M HCl 6 M 2,92 ml 

Erst 3,678 g Glycin in 40 ml Wasser lösen, dann Einstellen des pH 9,8 mit NaOH, HCl 
zugeben, mixen vor Zugabe des Anillinblaus, auffüllen auf 50 ml mit Wasser, 

    

Curdlan Stock, 1 ml SOP 22, 1. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

1 mg/ml Curdlan  1 mg 

Auffüllen auf 1ml  1M NaOH   
 

Tab. 14 – Chitin-Messung 

1M NaCl, 100ml SOP 23, 1. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil 

1 M NaCl  5,884 g 

Auffüllen auf 100 ml Wasser   

    

6M HCl, 100ml SOP 23, 1. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil 

6 M HCl 12,019 mol/L 50 ml 

Auffüllen auf 100 ml Wasser   

    

Zellwandextraktionspuffer, 10ml SOP 23, 1. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil 

0,2 % SDS 10 % 0,2 ml 

5 mM EDTA 0,5 M 0,1 ml 

100 mM β-Mercapthoethanol 1 M 1 ml 

Auffüllen auf 10 ml Wasser  8,7 ml 

    

Lösung A, 1 ml SOP 23, 1. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil 

0,75 M  Na2CO3 3,75 M 0,2 ml 

4 % (v/v) Acetylaceton 100 % 0,04 ml 

Auffüllen auf 1 ml Wasser  0,76 ml 

    

Lösung B, 20 ml SOP 23, 1. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

 p-  0,53 g 
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Dimethylaminobenzaldehyd 

6 M HCl Konz. HCl (12 M) 10 ml 

48 % Ethanol 96 % Ethanol 10 ml 

    
Glucosamin Stock SOP 23, 1, Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

1 mg/ml Glucosamin  1 mg 

Auffüllen auf 1 ml Wasser   
 

Tab. 15 - FPLC Kationenaustauscher 

TE pH7, 1000 ml SOP 23, 1. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

10 mM Tris/HCl 121,14 g/mol 1,2 g 

1 mM EDTA 1 M 1 ml 

Auffüllen auf 800 ml  
Wasser, pH 7einstellen mit 
HCl 

  

Auffüllen auf 1000 
ml 

Reinstwasser   

    

10x PBS pH 7,4 ,1000 ml SOP 1, 1. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

1.37 M  NaCl  58,44 g/mol  80 g 

27 mM  KCl  74,55 g/mol  2 g 

100 mM  Na2HPO4  141,96 g/mol  14,2 g 

20 mM  KH2PO4  136,09 g/mol  2,7 g 

Auffüllen auf 800 ml  
Wasser, pH 7.4 einstellen mit 
HCl/NaOH 

  

Auffüllen auf 1000 
ml  

Wasser   

    

Eluent A ,1000 ml  

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

50 mM  Natriumacetat 82,03 g/mol  4,1 g 

Auffüllen auf 1000 
ml  

Wasser, pH 5   

    

Eluent B ,1000 ml  

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  
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50 mM  Natriumacetat 82,03 g/mol  4,1 g 

1,5 M NaCl 58,44 g/mol 87,66 g 

Auffüllen auf 1000 
ml 

Wasser, pH 5   

 

Tab. 16 - Tris-Tricin-SDS-PAGE 

3x Gelpuffer, 100 ml  

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

3 M  Tris  121,14 g/mol 36,34 g 

1 M  HCl 12 M 8,3 ml 

0,3 %  SDS 10 %  3 ml 

Auffüllen auf 100 ml  Wasser, pH 8,45 einstellen   

    

Coomassiefärbelösung 1000 ml  

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

1 % Coomassie Blue R250   10 g 

25 % Methanol   250 ml 

65 % Wasser  650 ml 

10 %  Essigsäure  100 ml 

    

Entfärbelösung, 1000 ml  

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

25 % Methanol   250 ml 

65 % Destilliertes Wasser  650 ml 

10 %  Essigsäure  100 ml 

    

Kathodenpuffer, 100 ml  

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

1 M  Tris  121,14 g/mol 12,114 g 

1 M  Tricin 179,17 g/mol 17,917 g 

1 %  SDS 10 %  10 ml 

Auffüllen auf 100 ml  Wasser, pH 8,25 einstellen   

    

Anodenpuffer, 100 ml  

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

1 M  Tris  121,14 g/mol 12,114 g 

0,225 M  HCl 1 M 25,5 ml 
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Auffüllen auf 800 ml  Wasser, pH 8,9 einstellen   

    

Ladepuffer, 10 ml  

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

300 mM  Tris/ HCl pH 6,8 5 M 0,6 ml 

50 %  Glycerin 100 % 5 ml 

10 % SDS 288,4 g/mol 1 g 

1 % Bromphenolblau  0,1 g 

25 % Mercaptoethanol  2,5 ml 

Auf 10 ml auffüllen Wasser   

 

Tab. 17 - Proteindetektion mit Antikörpern 

Waschpuffer PBS-T, 1000 ml  

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

10 mM Na2HPO4 100 mM 100 ml 

2 mM KH2PO4 20 mM 100 ml 

137 mM NaCl 1,5 M 91,3 ml 

0,1 % (v/v) Tween 20   

Auf 1000 ml 
auffüllen 

Wasser, pH 7,4 einstellen 
  

    

Blockierungspuffer, 1000 ml  

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

10 mM Na2HPO4 100 mM 100 ml 

2 mM KH2PO4 20 mM 100 ml 

137 mM NaCl 1,5 M 91,3 ml 

0,1 % (v/v) Tween 20  1 ml 

5 % (w/v) Magermilchpulver  50 g 

Auf 1000 ml 
auffüllen 

Wasser, pH 7,4 einstellen 
  

 

Tab. 18 - Test der Lipid strips 

TBS-T, 1000 ml  

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

10 mM Tris-HCl pH 7,4 100 mM 100 ml 

150 mM NaCl 1,5 M 100 ml 

0,1 % (v/v) Tween 20  1 ml 
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Auf 1000 ml 
auffüllen 

Wasser 
  

    

Blockierungspuffer, 1000 ml  

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

10 mM Tris-HCl pH 7,4 100 mM 100 ml 

150 mM NaCl 1,5 M 100 ml 

0,1 % (v/v) Tween 20  1 ml 

3 % (w/v) BSA  30 g 

Auf 1000 ml 
auffüllen 

Wasser 
  

 

4.6. Medien 

Falls nicht anders angegeben, wurde zur Herstellung fester Nährmedien 1,5 % Agar-Agar 

hinzugegeben. Supplemente wurden in der Regel einzeln autoklaviert und danach hinzugegeben. 

Falls sie filtersterilisiert werden müssen, ist es extra angegeben. 

Transformationsplatten (10 Stück) SOP 3, 8. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

0,95 M Saccharose 342,3 g/mol 162,6 g 

1,2 % Agar 12 g/L 6 g 

Auffüllen auf 490 ml Wasser   

1x ASP+N 50x 10 ml 

1x Spurenelemente 1000x 0,5 ml 

2 mM  MgSO4  1 M 1 ml 

    
Top-Agar, 250 ml SOP 3, 8. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

0,95 M Saccharose 342,3 g/mol 81,3 g 

0,6 % Agar 12 g/L 1,5 g 

Auffüllen auf 240 ml Wasser   

1x ASP+N 50x 5 ml 

1x Spurenelemente 1000x 0,25 ml 

2 mM  MgSO4  1 M 0,5 ml 

    
Psi Brühe, 1000 ml SOP 4, 2. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration 
 

Chemikalie Stammlösung Anteil  
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0,5 % Hefeextrakt  5 g 

2 % Pepton  20 g 

0,5 % MgSO4*7H20 246,48 g/mol 5 g 

 Einstellen von pH 7,6 mit 
KOH 

  

Auffüllen auf 1000 
ml 

Wasser, filtersterilisieren   

    

LB, 1000 ml SOP 5, 2. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

0,5 % Hefeextrakt  5 g 

1 % Peptone  10 g 

0,5 % MgSO4*7H20 246,48 g/mol 5 g 

 Einstellen des pH auf 7 mit 
NaOH 

  

Auffüllen auf 1000 
ml 

Wasser, filtersterilisieren   

    

2x YPG, 100ml SOP 19, 1. Version, des FG AMM, TU Berlin 

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

0,6 % Hefeextrakt  0,6 g 

2 % Pepton  2 g 

4 % Glucose  4 g 

Auffüllen auf 100 ml Wasser   

Einstellen des pH 4,5 für filamentöse Pilze und pH 6 für Hefen. 

 

BMMY, 1000 ml  

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

1 % Hefeextrakt  10 g 

2 % Pepton  20 g 

100 mM Kaliumphosphat, pH 6 1 M 100 ml 

1,34 % YNB 134 g/L 100 ml 

4*10-5 % Biotin 200 g/L 2 ml 

0,5 %  Methanol   

Auffüllen auf 1000 
ml 

Wasser   

    
BMGY, 1000 ml  

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

1 % Hefeextrakt  10 g 
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2 % Pepton  20 g 

100 mM Kaliumphosphat, pH 6 1 M 100 ml 

1,34 % YNB 134 g/L 100 ml 

4*10-5 % Biotin 200 mg/L 2 ml 

1 % Glycerin 100 ml/L 100 ml 

Auffüllen auf 1000 
ml 

Wasser   

    

CM Agar, 100 ml  

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

 ASP+N 50x 2 ml 

1 % Glucose 50 % 2 ml 

2 mM MgSO4 1 M 0,2 ml 

 Spurenelementelösung 1000x 0,1 ml 

0,1 % Casaminosäuren 10 % 1 ml 

0,5 % Hefeextrakt 10 % 5 ml 

Auffüllen auf 100ml Wasser   

    
MM Agar, 100 ml  

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

 ASP+N 50x 2 ml 

1 % Glucose 50 % 2 ml 

2 mM MgSO4 1 M 0,2 ml 

 Spurenelementelösung 1000x 0,1 ml 

Auffüllen auf 100 ml Wasser   

    
50 x Asp+N, 100 ml  

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

0,35 mM KCl  2,61 g 

550 mM KH2PO4  7,48 g 

3,5 M NaNO3  29,75 g 

Auffüllen auf 100ml, 
pH 5,5 mit KOH 

Wasser   

    
1000x Spurenelementelösung, 1000 ml  

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

 EDTA  10 g 

 ZnSO4 x 7 H2O  4,4 g 

 MnCl2 x 4 H2O  1,0 g 

 CoCl2 x 6 H2O  0,32 g 
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 CuSO4 x 5 H2O  0,32 g 

 (NH4)6Mo7O24 x 4 H20  0,22 g 

 CaCl2 x 2 H2O  1,47 g 

 FeSO4 x 7 H2O  1,0 g 

Auffüllen auf 100 ml, 
pH 5,5 mit KOH 

Wasser   

    
MD (P. pastoris), 1000 ml  

Finale Konzentration Chemikalie Stammlösung Anteil  

1,34 % YNB 134 g/l 100 ml 

4*10-5 % Biotin 200 mg/l 2 ml 

2 %  Dextrose 200 g/l 100 ml 

Auffüllen auf 100 ml, 
pH 5,5 mit KOH 

Wasser   

 

4.7. Antibiotika/ Supplemente 

Die Lösungen wurden steril-filtriert und nach dem Autoklavieren zugegeben. 

Name Stammlösung  Endkonzentration 

Ampicillin  50 mg/ml 50 µg/ml 

Koffein 50 mg/ml  500 µg/ml 

Doxycyclin 100 mg/ml 20 µg/ml 

Hygromycin Trafoagar 100 mg/ml  200 µg/ml 

Hygromycin  100 mg/ml  100 µg/ml, 200 µg/ml 

Uridin 1 M 1 mM 

 

4.8. Geräte, Labormaterialien, Verbrauchsmaterialien 

Geräteart Name Hersteller 

Autoklav Timo  international pbi 
Autoklav VX150 Systec 
Bioreaktor BIOSTAT®Aplus Satorius stedim biotech 
Bioreaktor BioFlo/CelliGen 115  Eppendorf 
Detektionsgerät ChemiDoc MP Imaging System  Biorad GmbH 
Eismaschine SPR-80L  NordCap 
Elektroporationsgerät  BioRAD 
Feinwaage Entris124-1S Sartorius 
Fotometer  BioSpectrometer  Eppendorf 
FPLC  Äkta Explorer  Amersham Pharmacia Biotech 
Gefriertrocknungsanlage Freezone 2.5  Labconco 
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Geldokumentation Gel logic 212pro  Carestream 
Gelelektrophorese DNA Gelelektrophoresekammer 

mit Biorad Power Pac HC  
Biorad GmbH 

HPLC Prominence Shimadzu 
Hybridisierungsofen OV1  Biometra 
Inkubator HERATherm  Thermo Fisher Scientifc 
Inkubator Multitron II  Infors HT 
MALDI-MS  Ultraflex IIITM  Bruker 
Mikroskop  Leica 
Mikroskop DM5000CS  Leica Scientifc 
Multikanalpipette  Eppendorf 
Multiplattenlesegerät VictorX PerkinElmer 
Multiplattenlesegerät Glomax  Promega 
Multiplattenlesegerät SpektraMax Molecular Devices 
Nanodrop  Thermo Fisher Scientifc 
O2-Sonde InPro 6860 Mettler Toledo 

PCR Gerät T-1 Thermoblock  Biometra 
pH-Meter  Hi3220  Hanna Instruments 
pH-Sonde EasyFerm K8 325 Hamilton 
Pipetten  G10, G20, G200, G1000 Gilson 
Pipettierhilfe Pipetus Hirschmann 
Reinstwasseranlage PURELAB Classic  Elga LabWater 
RNA 
Gelelektrophoresesystem  

SEA2000 with GEPS 200/2000 
power supply  

Elchrom Scientifc 

SDS-PAGE System  Mini-PROTEAN Tetra handcast 
systems 

Biorad GmbH 

Sterilbank LaminAir- HBB2448  Heraeus instruments 
Sterilbank LaminAir- LB-72 C  Heraeus instruments 
Thermoblock ThermoMixcer C  Eppendorf 
Thomakammer  Carl Roth GmbH + Co. KG 
Ultraschallbad 142-6045  VWR 
UV-Crosslinker  Stratalinker  Stratagene 
Vortexer VV3  VWR 
Waage Entris3202-1S  Satorius 
Zentrifunge Biofuge primo R  Heraeus instruments 
Zentrifunge 5427R  Eppendorf 
Zentrifunge RC5C  Sorvall Instruments 
Zentrifunge Rotina 38 R Hettich-Zentrifugen 

 

Tab. 19 - Labormaterialien 

Name Hersteller 

1 l Erlenmeyerkolben VWR 
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1 l Laborflasche Schott Duran 

100 ml Erlenmeyerkolben VWR 

20 l Medienflasche Carl Roth GmbH & Co. KG 

250 ml Erlenmeyerkolben VWR 

250 ml Laborflasche Schott Duran 

300 ml Erlenmeyerkolben VWR 

5 l Erlenmeyerkolben VWR 

50 ml Erlenmeyerkolben VWR 

50 ml Laborflasche Schott Duran 

500 ml Erlenmeyerkolben VWR 

500 ml Laborflasche Schott Duran 

Büchnertrichter  VWR 

diverse Stopfen Carl Roth GmbH & Co. KG 

Filtrationsanlage VWR 

Keramiksieb VWR 

Löffel VWR 

Rührfische VWR 

Spatel VWR 

Trichter VWR 

 

Tab. 20 - Verbrauchsmaterialien 

Name Hersteller 

Handschuhe  Ansell® GmbH 

1 ml Filterspitzen Sarstedt 

1 ml Pipettenspitzen Sarstedt 

1,5 ml Versuchsgefäß Sarstedt 

10 µl Filterspitzen Sarstedt 

10 µl Pipettenspitzen Sarstedt 

15 ml Röhrchen Greiner Bio-One 

2 ml Versuchsgefäß Sarstedt 

20 µl Filterspitzen Sarstedt 

200 µl Filterspitzen Sarstedt 

20-200 µl Pipettenspitzen Sarstedt 

50 ml Röhrchen Greiner Bio-One 

95 Loch Platte klar aus PS VWR 

96 Loch Platte klar Perkin Elmer 

96 Loch Platte weiß Greiner Bio-One 

Aluminiumfolie Carl Roth GmbH+Co. KG 

Amicon Ultra-15, 3 kDa Porengöße UFC 

Cellophanmembran BioRad 
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Deckglas Carl Roth GmbH+Co. KG 

Elektroporationsküvetten BioRad 

Filterpapier (3hw)  VWR 

Filterpapier 24cm Machery-Nagel 

Frischhaltefolie Carl Roth GmbH+Co. KG 

Glasperlen (0.75 mm - 1 mm) Carl Roth GmbH+Co. KG 

Kationentauschersäule Sulfate 650F ToyoScreen 

Kryoröhrchen Greiner Bio-One 

Luftfilter 0,2µm PTFE Satorius 

Luftfilter Acro 50, 0,2µm PTFE PALL Corporation 

Membrane Lipid strips Echelon Biosience 

Miracloth VWR 

Nylonmembrane  Carl Roth GmbH+Co. KG 

Objektträger Carl Roth GmbH+Co. KG 

PCR Streifen Biozym 

Petrischalen (150x20mm)  Sarstedt 

Petrischalen (92x16mm)  Sarstedt 

PVDF Membran Carl Roth GmbH+Co. KG 

Röntgenfilm RF12 A. Hartenstein GmbH 

Schläuche Masterflex 

Schläuche VWR 

Serologische Pipetten (10 ml) Sarstedt 

Serologische Pipetten (2 ml) Sarstedt 

Serologische Pipetten (25 ml) Sarstedt 

Serologische Pipetten (5 ml)  Sarstedt 

Sphingo Strips Echelon Biosience 

Sterilfilter (0.2 µm)  Sarstedt 

visking Dialysekassette, MWCO 12-14 kDa  Medicell Membranes Ltd 

Wattestäbchen Carl Roth GmbH+Co. KG 

Whatman Papier  VWR 
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4.9. Stämme, Primer, Sonden 

Tab. 21 - Stämme 

Art Stammname Beschreibung Quelle 

A. fumigatus ATCC 9197 Wt  [132] 

A. giganteus IfGB 0902 Wt  [133] 

A. nidulans  DSM 969  Wt DSMZ 

A. niger AB4.1 cspA1, pyrG-  [134] 

A. niger BN26.1  cspA1, ΔflbA::hygB, N402 derivative   [135] 

A. niger BN34.2  cspA1, ΔbrlA::hygB, N402 derivative  [135] 

A. niger MA169.4  cspA1, kusA::DR-amdS-DR, pyrG-   [136] 

A. niger MA70.15  cspA1, ΔkusA, pyrG-, AB4.1 derivative   [137] 

A. niger MA78.6  cspA1,ΔkusA, pyrG+, MA70.15 derivative    

A. niger N402 cspA1  [134] 

A. niger NP1.15 
cspA1, ΔAn01g09800::AopyrG , N402 
derivative 

 This work 

A. niger NP2.8  
cspA1, Panafp::eyfp, Δanafp, ΔcreA, pyrG+, 
hygR, AB4.1 derivative  

 [68] 

A. niger NP3.2  
cspA1, Panafp::eyfp, Δanafp, ΔflbA, pyrG+, 
hygR, AB4.1 derivative  

  [68] 

A. niger NP4.1  
cspA1, Panafp::eyfp, Δanafp, ΔbrlA, pyrG+, 
hygR, AB4.1 derivative  

  [68] 

A. niger NP6.4  
cspA1, Panafp::mluc, Δanafp, ΔcreA, pyrG+, 
hygR, AB4.1 derivative  

 [68] 

A. niger PK2.9  
cspA1, Panafp::mluc, Δanafp, pyrG+, AB4.1 
derivative  

 [68] 

A. niger 
PK1.22 

Panafp::eyfp, delta-anafp, delta-stuA, 
hygB+  

 [68] 

A. niger 
PK2.9  

cspA1, Panafp::mluc, Δanafp, pyrG+, ΔstuA, 
hygB+ 

 [68] 

A. niger PK1.22 Panafp::eyfp, delta-anafp, delta-velC, hygB+  [68] 

A. niger 
PK2.9 

cspA1, Panafp::mluc, Δanafp, pyrG+, ΔvelC, 
hygB 

 [68] 

E. coli Top10 

 F- mcrA Δ( mrr-hsdRMS-mcrBC) 
Φ80lacZΔM15 Δ lacX74 recA1 araD139 Δ( 
araleu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 
nupG  

F. 
graminearum 

8/1 Wt  [138] 

F. 
graminearum 

Δ3FgKO ΔFJ176923  [125] 

P. pastoris BBA21.3 GS115 transformiert mit pNP1.13 This work 
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P. pastoris GS115 his4-  [139] 
P. pastoris NP7.1 GS115 transformiert mit pPIC3.5 This work 
P. pastoris SZ51 pGAPZ/C+ FJ176923  [125] 
S. cerevisiae BBA20.2 BY4741 transformiert mit pBBA 5.1 This work 

S. cerevisiae BY4741 MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0  

V. dahliae  JR2  Wt  [140] 
 

Tab. Primer 

Datenbank
-Nr. Name Richtung Sequenz 

459 5`end pyrG region fw aagccgctgctggaattgTGTAAAACGACGGCCAGT 

460 3`end pyrG region rev CGATGGATAATTGTGCCGTGT 

461 5`end pyrG fw ATTGACCTACAGCGCACGC 

462 In pyrG rev CCGGTAGCCAAAGATCCCTT  

678 
Upstream 
An01g09800 with 
AopyrG start  

rev tcactggccgtcgttttacaCATGTTATCCGACCCATCCC 

679 
Downstream 
An01g09800 with 
AopyrG end 

fw acacggcacaattatccatcgTCTCACTAGCAGACGAGGTT 

936 pYip5 with 5` site tef fw gctgatgagctttaccgcagCAAAATGTTTCTACTCCTTT    

937 

3`site tef with 5`site 
Kozak sequence 
Yeast and 
An01g09800 

  gggtccatggtggcggcgggCTTAGATTAGATTGCTATGC 

938 
An01g09800 with 
3`end tef Kozak 
sequence yeast 

fw 
aatctaagcccgccgccaccATGGACCCTTCCACCTTTATexo
n 

939 
3`site An01g09800 
with 5`end cyc 

rev tgacataactaattacatgaCTAAACTTCCGCTTGATTTC 

940 
5`end cyc with 3`end 
An01g09800 

fw gaaatcaagcggaagtttagTCATGTAATTAGTTATGTCA  

941 
3` end cyc with 
pYIp5  

rev caccgaaacgcgcgaggcagAGCGTCCCAAAACCTTCTCA 

1436  
5`end An01g09800 
with BamHI site   

fw gatccacataATGGACCCTTCCACCTTTAT  

1439  5`An01g09800 fw ATGGACCCTTCCACCTTTAT  

1440  3`An01g09800 rev TCAGCTAAACTTCCGCTTGA  

1443  
3`An01g09800 with 
EcoRI site   

rev aattcTCAGCTAAACTTCCGCTTG  
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1529  
3`An01g09800 with 
NotI site   

rev gcgaattaattcgcggccgcTCAGCTAAACTTCCGCTTGA  

1530  
5`An01g09800 with 
EcoRI 

fw gatcctacgtagaattcattATGGACCCTTCCACCTTTAT  

1716  Pp_act_fw  fw AGTGTTCCCATCGGTCGTAG  

1717  Pp_act_rev  rev TCTCTTGGATTGAGCCTCGT  

1718  Sc_act_fw  fw GCCTTCTACGTTTCCATCCA  

1719  Sc_act_rev  rev ATTCTCAAAATGGCGTGAGG  

1720  Desa_qPCR_fw  fw GTCACTGCTGGCTCTTTGAC  

1721  Desa_qPCR_rev  rev AGACAAATCATCCGGTCCGT  

677  
Upstream 
An01g09800  

fw ACACATGGGAGGGGTAATGA 

680  
Downstream 
An01g09800   

rev ACCCATCGATTAGGGAGAGG  

716  Downstream 680 rev TCACCACCACAATCTACCCC  

793  pJet+hygP9r  rev ttgtaggagatcttctagaaagatGGCGTCGGTTTCCACTATC  

794  pJetflbAupfw  fw ctcgagtttttcagcaagatCAACGAGAAGGGAAGCATGG  

795  pJetflbAdorv  rev 
ttgtaggagatcttctagaaagatACACTCGCTGTACCCTGAAA
  

796  pJetcreAupfw  fw ctcgagtttttcagcaagatGAGACACCCGTTTGCCATTT  

797  pJetcreAdorv  rev 
ttgtaggagatcttctagaaagatACACAGTGGGAGAGGAAGT
G  

798  pJetbrlAupfw  fw ctcgagtttttcagcaagatGTCCCCAATTATCGCCATCG  

799  pJetbrlAdorv  rev 
ttgtaggagatcttctagaaagatCGTGCGAGGAAACATCAAC
T  

 

Tab. Southern-Blot Sonden 

Gen  Sequenz 

flbA 

u
p
s
t
r
e
a
m 

AGCGCGATCTGATTGAAACCCTCCCCAGGCGTAGATTTCGCTGATCATCCGACGCCAGCGGTTTTGGAAACCGGCCCA
CTTTGGAGGTGGTTGAGACGGAGCAAGCAATGTATCTCTGAGAACGATACGGTATGTGACACAGGTTACCATACACA
GGGATACGGACCGGGAAAGTAAGATGGCCCTGGTTAAGTTACCTTCACCGTTCGGGGATCTCCTTGCATCAAACCATG
ACAGGGAAGGGATAAATTCTGGCAGGAAGAGGGAGAATTAACTCATAACTCAATTCTACATATTATATATGGCCCCTT
TCTTAATGTCAGACGCGGAGAAGGGCCCCCATCCCGCTTAAAGGACAAAAAGAAAGTAATCAACGAGAAGGGAAGC
ATGGCTAAGAAAAGGCCTGCAGGTTCGGGCGGTCGCCTGTAGGAACCTTACCTTACCCAAGGTAGCCTTTCCGGAGG
GCAATACCCGTACCATCCCATCCTATCCCACCCATCCCACCCTGCCGGACTCTGCAGGGAAGCCGACCTCTGATCGCCC
CAAAGGACGATCCGTCCACCTTTGCCCTTGGCCCACGTTGTCTGGTGCATGAAACCGTCCGCGTGCACAGTGGGTCAA
GAATGACAGGCCTGATTCTTCACGCCCCTGGAGACCCTCTTGAGCAGCCGCTGCTCACTTGGCTTTCTGCTCATCTTTTC
CCTCTTTTCCCTTCCCTTCCCTTCTCATTCTTTCCGCTACCTCTGCTCCTCTCTCTCTATCTCTCGCTCTCTCTCGCTCGCTC
GCTCGCTCGCTGTAAGGGATCCATCCGGTAGCATCCACCCTGTACCAAAAAGCCACTTCAGATCGTACTCCAACTTCTG
GGAAGTAAAACAGTTTGTTAAGTCACTTACTGTTTGTATAAATACCTGACTAACACTCTACCCAAATTCCCCGCTTGCTC
TTTTCGTCATTGAGTTTGAATTTATTCCATTTTCCATTTTCTTACAATTTTTTTTTCCCTGAATTTTTTTTTCTTCCCATTTTC
TGCCGTTGCCCTTTCCCAATCTTTCCTGGGTCTGTTTCCAAACCGACTTTGAATTTTGGGTCAAGACTTTCCTTCACTCAA
AGTGGAATTTTACCTCGTGTTTTATTTCATTATTATTTTATTTTCCCTTCTCTGCTTTCCCTTATCCATACATACACCCACC
CCTCCACCTTTTTTTTTTTTTTTCTTTTCTTTTTTTTTTTTTTTTTCCCTTGACCCTCTTTCTCCCTTTTGGAAATATTTTTTTTT
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TACCCATTTTTTTTTCTGCCCATACCCATACCCATA 

brlA 

u
p
s
t
r
e
a
m 

GTCCCCAATTATCGCCATCGCCTTGATCTCGAACCGCACACGCCCTCCTCCCCCCCTCCCCTTCTCTCGAACTATCCTACA
ACGAACCACAAGGCACCGCGTCTTGTCTTGTAATCCAGAGACAGTCGCGCCTCCTAGGAAACGCTTTTCTTGAGGCCC
CAGTCCAACCAGAACTCTCCATCCCGGACAATTGCCCCCCCTCTCCGTTTCTTCGCCCAACGGGGATTCGCCGCGGTTA
CTCTAGGAACTCTATAGTCTACATTCCTGGCCTTGCGTACTAGACCATCAAAGGAACGCGACGCGCCTCTCTCTTTCTG
CTTGACTCGGTCCTTTGCTCGCCTCTCTCCTTTGGGGAACTACTAGGTAATGGCTTCTGGCTGTAAGTGTGATCGACCC
TTTCCTGCCTTCCCTGATATATGGCCGGGAGATTTGTTTATTTCACCTCGTCCGTCCCTCCTCCATTCCCCAACCTCGACT
TCCACTTCACACTCCCATCCTTCCCTCACTCTTTTTTTCTTTGGCTTGCTTCCCCTCTGCAGAGGCGACTTTCCCTTCATTC
TTTCTCTGTCTTGTATGCTACATCACCGTCTGTCGTTCGCATTCTTACCTTCACTGTCCCTCAGTGCCTCTCTCTTGTCATC
ACTGGTCCCTCGCTGCACCCGCATTGCTCCACCGTCTCTCACTTGTATATCGCCGCCGTTGCGCCTTGCCACATTCCCTC
ATATACTAATAATACACTGCACCCTCCTTGTGTCATACATCATTTCGTGCACCCGCATACCACCTTCCAAACTTTCTTTAA
GCTCATCCCCCTTCAGAAGACCGAAGTCGTTGCACCTGCACAGCACCCCTACATATTGCATTCAATACTACCCACAGAC
ACTAAACTATACCCTGCACAGGTGGAAGAGTCGAAGTA 

creA 

u
p
s
t
r
e
a
m 

GAGACACCCGTTTGCCATTTGGCAATTCAAGGACTTTGAAGAGATCATATTCATCAGAGAACACAAGATCTGAGAGAG
TGTGTAAGAGCGGTAGATACCCAAGATTGTAAAATCATCTATCAAGTCAAGAAAATTATAAAAAGAATAAGAAGAGC
ATGAAATAACTACAAAGCACTGGGTTCCATCTGACTGGGAAAGCTGACTGACCGGTTTGAAGCCCCAAGAAGCAAAG
CAGCCGATCTGGTTCAAGCACGTTCTTTTTCCCTTTCCTGCTTTTTTTGCCCCCCCGATATTTATCCCCACACAAAGTACA
TAGTCTTTTCTTTTTTCGATTTTTTTTTTAAATCCCTTTTTTTTTATTCTTATTTCCCTTTTCGTAATTTTTTTTATCCATCTTT
TTTTCGATTTTTTCAATTTTCTTTTTCCTTTTTTTTTTCTTTTTTTTTTTTTTTTTTCTTCGCGTTCCCATTCTGCTCTCCGATT
CCGATAACCCACCCCCTCTACGACTCGCCCTCTTTTCCCTCCCCTCCCCCGAATTCCGTTTCCTTCTTCTTCCCCTCCATTC
CTCATCTTTTCGCCCTTTCCGATTTCTTCTCTTCTTATATCTTCGTCTCCCCAGATCATCTTCTCCAGGTTTTCTTCCTCCCT
CCCTCTTTTCGAGACCATTTGCTCAACATCACCCTTGCCCGACTCGCTACTTATTACCCCGGGGTCCATTTCCGATTCCG
GCTCACCCAACACTTATCATAACTACCACATTCCGTATCCCTTCAATAATTGAAAGGGAATTCGTCGTTATCAGCCCTTG
GTTGAATTCACAATTGAATACCGCCTCGCCTTGGTTCGTCATCAGGGCCCTGTGATCCTCACTACCCTTGCGGTCTTCCT
CCTATCATCTCTCCTTGCCAAGGTTAGGTCTGGGGTGCTAG 

flbA 

d
o
w
n
s
t
r
e
a
m 

TGTGTGTCATGCAGGGATCCCAATCCTGTCCGAACAGGCCTTCACCTTGGTGATTACTAAAAGATCTGACGGCACGTG
GCTTGCTCTCGGACTTCGCCGATCCAAGATGAAACACACTCTTACTGCACAGCGCGGTGTTAATTGACGGAACGACTT
GAACATGATTTTTCTTTTTTGGCTTGATCTGAGTTGCCTGCCCCATGTCGACAAGGCACCGGTCTAGCCAACATGCCCT
CCCCACCAAAAGTTTGGGAGCACGCCCAAACCTCCTGACACGACATGATACACGTTATGCGTCTCCGATACGAACGCT
CCTCCGTTTCTATAATCTCTTTCTCTTCAAATGCCACTTGGTCCCCGCCACGCCGCTTGCCATTGACGACAGGGCATTCC
ATGGGGCTTCCAAGTCCGCACGACCAATGACAGACGTTACGATCTATGGATCATGTGATAGAGATGCCGGAACTGAA
CCATTTTAATACACCGATTCCTTTTTCACCCCCTGTTTCCTTTTTTCTTTTCTTTTTTTCCTAATTTCCTTTTATACATCTGTG
AACTGTGACGCATGGACGGAGACTGAAGAGGAGAAAGGCTGAAACACGAGAAGTATTCCAGCATTAGAGAGGCGTT
TTAGTTCTCGGTTCTTTGTCCCTTTCTTGTTTGCATCATATTCGCATGAATTTTCCTCTCTCAAGATCTCCTTTTCTATATCT
CTCTTTCTTCCGGATTTATTTCCCTTTTCCTATATATGTTATTTCCTTTGTTCCGAGTTGATGTGTATGTTGTCATACGTCC
CCTGCATCGAGCATGGATACGCGCATTTTGATTTGCATTTTCAGGGTACAGCGAGTGT 

brlA 

d
o
w
n
s
t
r
e
a
m 

GAGTTGCCCGTTCCCTTTTGGGTCATTAGATGGGCACAGACACAGGGCCCGACAGACCCCGGTCGGCGCTTCACGGC
GTTCTTTGTAAAACATTTTCTGGCTATATACACCGGACGATTTCCTTTGTTAATTTGAATGTTGCATACCTTTCCTTTGTG
TTTTCCTTCATGATCTTATATTCTCCCCACCCATCTGGGCCCAAAATCTCTTATGCTTTGGAGAGGCACTTCTCATTCCAT
TTCTTTCTCTTTCTTCTTTCATTTTTTTTTCTTCTTTCAAAAAGAAAACCTACCATTGGATAATAATGCGTTGAGACGGATT
GGCTAAAACGGCATGGAAAGGAATGGTTTGTACACGATGGGAGTGATCTGACTGCGTTCTTTTCAATCTGATTGGTCT
CATCCACTACTGAACACTATACGAGATACCTAACAAGTAATAAGAATTCAAAACAATTGCATGACTTGAACCATTCTGG
AATAAACTGGGAATTGGAAAGAAGAAACAAGGAAGCCGTTGACTAGTCTTCTGTTGGGCCTACCGGGATTCCGCTCT
CTGGTCTTTGGGTCTTCCACCGCGACCTATTTTTGTCGGGTATCTGATGGGTCAGGTTTACGGAGGGGAGGCAGATGG
TGCTACGAGGCCTAGCGTGGCTTTGGAGATCCAGCTAAGTGCGATGGAGCTGGAACGTATCACACCCTCCCGGGGAG
GCCGTCTCATCCCATGGATGGGTTGGGGCCGTGGGAAAGGGAAGAAGCGGGAGAGCTTACTCATCTACCATCACGA
ACGAACTAGTTAACCAACTAGCTAACTAACTTACTTTTTACTGTAATTAGAAGTTGATGTTTCCTCGCACG 

creA 
d
o
w

ACATTCTTCAGCCACACGTTGGTTTGTGTAAAAATTGGGTTCAAAAAATCAGCAGTTCTTTTATGCGCGCTACGACCGA
ATAGACTTGTGCATTTACAATGGTTCATGGGCATCATTGGTGTCGGGTGATTGGGTGGTTTTTCTTCCTCAGCTCTTCT
GTTGGATTTATCTTTCACATTTATTTTCCCTTTTACTCTTTTTTTATTGCAAGGCGTCTCTACTGATAGATGGACGGGATA
TCCTGTGAATTTGTTATTTTTGTCCCCTCTTCTGATCCTCCTTGCTCTTCTCTCCAAATACTTTTTTTTTTTACTCTCCCCAC
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n
s
t
r
e
a
m 

AGACTTCCTCTGGAACATCTCCTTCTCTTCCCTAAACCTATACCAAGCGAAATTGCTCATCAGCTCTCTTGTTTCTTATTT
CTCTCTCTTCTCTTCTGAGGCATCAGACCTTTATATCAAATTCATGTGTAGAAACACCACACTGGTTCCATATATACTCTT
TTCTTTCCTCCACACTTAAGAAGACATTCCATTCAAACATGTGATCATAGACCTCGAGCAGGATGAGAGGAATCACCAT
CTATAAATCAAATAAAGCCTTAAATTGGAACATAACTACTACCATCTTGGACGAACTACTATGTAATAAATTCCATTCA
GAAACCAATCAGATTCAAATCACATGGTACTCCTACTATGGAACGAGTCCACCCCCCGATGCACTACTGTAGATAAATA
AATTAAAAATGACGGAGACCAGACCATTCCCCCCCCGGGGTCGGAGTCGGCACGCAGTCGGGGTACTTTACTTACGT
ACTGAGTAATGTGAATCAAAAACTGGATCCCACCGACCCTCTCCCACTTCCTCTCCCACTGTGT 

pyrG   

CCGTGATCAAAACCCACATCGATATCCTCTCTGATTTCAGCAACGAGACCATTGAGGGACTTAAGGCTCTCGCGCAGA
AGCACAACTTTCTCATCTTCGAGGACCGCAAGTTCATTGACATCGGCAACACGGTCCAGAAGCAATACCACGGCGGTA
CCCTCCGTATCTCGGAATGGGCCCACATCATCAACTGCAGCATTCTCCCTGGTGAGGGTATCGTCGAGGCTCTCGCTCA
GACGGCGTCTGCACCGGACTTCGCCTACGGCCCCGAACGCGGTCTGTTGATCTTGGCAGAGATGACCTCTAAGGGCTC
CTTGGCTACCGGCCAGTACACTACTTCCTCGGTCGATTATGCCCGGAAATACAAGAACTTCGTTATGGGATTCGTGTCG
ACGCGCGCGTTGGGTGAGGTGCAGTCGGAAGTCAGCTCTCCTTCGGATGAGGAGGACTTTGTGGTCTTCACGACTGG
TGTGAACATTTCTTCCAAGGGAGATAAGCTTGGTCAGCAGTACCAGACGCCCGGATCGGCTATCGGCCGGGGTGCTG
ACTTCATTATCGCGGGTCGCGGTATCTACGCCGCGCCGGATCCGGTGCAGGCTGC 

Desa
tura
se 

d
o
w
n
s
t
r
e
a
m 

TCTCACTAGCAGACGAGGTTGTATATATAGAGTTGCATGGGCTAACAGATGTAATATATAATATATTGCATAAACATA
CACATCTTACCAACACACCTTCACTCTACTACGTATAAACAGCGGCAGCAGAAGTACTCCGACCAACCCACCTTCCCAA
CAGCGGCACCCTCCGCACCATCCTGGGCACAATTCTCGACCCATGCACAATCAACGGCACAACAGCCACCATCCACAT
CACATACACCACCGCAACAGCAACCCCCAACCTGACCCTCTCTCCAAACGACACCTCCCCTCTATTCCCACCCAACAACG
CCCTCTCCTCGTCCCCTTCCCCATTTCCCCTCTCCACAATCGCATCCGCCATCCTCCCCACCACCCTCCGATTAATCTTCTC
CCAGGTCATATCCTCCGCAAACAACCTCGCCCCTTTCCCCAAACGCCCCCTCAACCTCCCATCCCTCAACATCTCCCCCA
CAAGCCCACTAAACACGCCCACTTCCCCCTCCGCCACCGAAACCAAGTACCCCGTCTCCTGATTCCTCACAATATCCGAC
GGACCACCTTGATCCCTTGCGATGACTGGCAACCCGCTCGCCATAGCCTCCAGCACGACCAGCCCGAACGTCTCTGTG
ATAGAGCAGTGCAGGAATATGTCCGCTGAGGCGTAGATGCTCGCTAACTCTTCGCCGGTTCTGAAGCCAAGGAAGAT
GACGTGTGAGGAGATGTGGTGGAAGAGGGACTGAATGCGTGATGTCACGGCGGGGTTGGCGTTCCCGCCGACTATT
ACCAGCTTGAAGGGGATTTTAGTACTAGAGAGAAGGTGTGTGACAGCCTCAGCGAGGAACTCAAACCCCTTCTCAGG
CGCGATCCGACAAACTGTTAGCAGGATAGCTTCGCCGTTTGGAGCTAACGTATCCCGTAAGGACTGAGACCGGCGGG
ATGGATTAAAGAGAGACGTATCGACTCCTCTCCCTAATCGATGGGT 

 

4.10. Kits 

Tab. 22 - Kits 

Anwendung Name Firma 

cDNA MEGAscript T7 Kit  Thermo Fisher Scientifc 

Isolation PCR Produkte innuPREP PCRpure Kit  analytikjena 

Isolation PCR Produkte innuPREP Gel Extraction Kit  analytikjena 

Plasmidisolation Midi Pure Yield Plasmid Midiprep System  Promega 

Plasmidisolation Mini Accu Prep plasmid mini extraction kit  BioNEER 

qPCR Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (2X) Thermo Fisher Scientifc 
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4.11. Plasmide 

Tabelle Plasmide 

Datenbank-Nr. Name Beschreibung 

4 pAB4.1 A. niger pyrG 

62 pDG1.1 A. niger Tet-on 6xHIS-AFP 

176 pNP1.13 P. pastoris dtdA 

202 pPIC9 P. pastoris Sekretion 

203 pLH2.1 P. pastoris AFP 

305 pPIC3.5 P. pastoris intrazellulär 

  pDG2.4 A. niger Tet-on AFP-6xHIS 

 

4.12. Verwendete Software 

Tab. 23 - Software 

Software Hersteller Verwendung 

MFCS/win 3.0 SartoriusStedim Parameter-Profile BR 
MIC90ro DCU Rev. 
0.7 

SartoriusStedim Steuerung BR 

Unicorn 5.11 (Build 407) GE Healthcare Software fur FPLC 
LasX Leica Mikroskopie 
Unicorn GE Healtcare FPLC 
LabSolutions Shimadzu HPLC 

 

4.13. Kultivierungen 

Alle filamentösen Pilze wurden in der Regel bei 28 °C in CM inkubiert. Flüssigkulturen wurden bei 

200 UpM für 48 h geschüttelt. Zur Gewinnung von Sporen wurde ein Gitterausstrich auf CM 

durchgeführt. Für V. dahliae war eine Kultivierung in YPG Medium zur Sporengewinnung nötig. Zur 

Überprüfung von Auxotrophien, oder zur Selektion, wurde MM genutzt. Die nötigen Zusätze sind 

im Materialteil aufgeführt. E. coli wurde in LB-Medium kultiviert, wenn nötig in Gegenwart von 

Ampicillin. Hefen wuchsen in der Regel im YPG-Medium. P. pastoris wurde zur Proteinproduktion 

in BMMY kultiviert. Wenn nicht anders nötig, bei 30 °C, 200 UpM und für 48 h. 

4.14. Gentechnische Methoden 
 DNA-Extraktion (SOP 17, 1. Version, des FG AMM, TU Berlin) 4.14.1.

Die Methode folgt der Beschreibung in [141]. Gefriergetrocknete Biomasse wurde zu feinem Pulver 

zerstoßen. Dann wurden ca. 0,5 ml davon mit 0,5 ml DNA-Extraktionspuffer vermischt, für 15 min 
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bei 65 °C erhitzt. Danach wurde das Gemisch auf Eis für 5 min abgekühlt, 0,1 ml 8 M Kaliumacetat 

zugegeben und durch mehrmaliges Schwenken des Eppis gemischt. Folgend wurden die festen 

Bestandteile durch Zentrifugation (19090 g, 15 min) abgetrennt, der Überstand in ein neues Eppis 

überführt, mit 0,3 ml Isopropanol gemischt und wieder zentrifugiert (19090 g, 15 min). Folgend 

wurde der Überstand abgekippt das Pellet mit 1 ml 70 % Ethanol vermengt. Die Zentrifugation 

wurde wiederholt, das Ethanol abgegossen und das DNA-Pellet bei bis zu 65 °C getrocknet. Nach 

dem Lösen der DNA in 50 µl Reinstwasser und Zugabe von 2 µl 10 mg/ml RNAse A wurde bei 65 °C, 

30 min inkubiert. Es folgte ein Agarosegel (1 % Agarose in 0,5x TAE Puffer, 120 V, 40 min) mit 2-3 µl 

der DNA-Lösung zur Kontrolle der Reinigung und des Verdaus der RNA. 

 Gibson Klonierung (SOP 13, 1. Version, des FG AMM, TU Berlin) 4.14.2.

PCR-Produkte mit mindestens 20 bp komplementären Enden können mit dieser Methode 

enzymatisch ligiert werden. Dafür werden 5 µl der zu ligierenden DNA (12 ng je 1 kb 

Plasmidrückgrat) und in einem molaren Verhältnis von 4:1 Fragmente mit minimal ¼ der Größe des 

längsten Fragmentes und 8:1 für Fragmente mit weniger als ¼ der Größe des längsten Fragmentes 

mit 15 µl des Ligationsmixes gemischt und bei 50 °C für 60 min inkubiert. Nach 3 min bei RT wird 

der Mix 3 min auf Eis gekühlt, bevor 5 µl mit 25 µl chemisch kompetenten E. coli Zellen vermischt 

werden. 

Formel zur Berechnung der nötigen DNA-Mengen: 

Größe Plasmidrückgrat [kbp] x 12 = Masse Plasmidrückgrat [ng] 

Masse Plasmidrückgrat [ng] x Größe des Inserts [kbp] / Größe Plasmidrückgrat [kbp] x (8 oder 4)= 

Masse des Inserts [ng] 

 RNA-Isolation (SOP 11, 3. Version, des FG AMM, TU Berlin) 4.14.3.

Frische Biomasse wird mit flüssigem Stickstoff schockgefroren, gefriergetrocknet und gefroren zu 

feinem Pulver zerstoßen. Zu 200 µl des Pulvers wird mit 800 µl Trizol auf dem Vortex gemischt. 

Nach 5 min Inkubation bei RT wurden 150 µl Chloroform hinzugefügt und alles für 3 min bei RT 

stehen gelassen. Nach der Zentrifugation (19090 g, 5 min, 4 °C) wurde die farblose obere Phase in 

ein neues Reaktionsgefäß pipettiert, 500 µl Isopropanol zugegeben und für 10 min bei RT inkubiert. 

Nach erneutem Mischen (Vortex) und Zentrifugation (19090 g, 10 min, 4 °C) nahm man den 

Überstand mit einer Pipette ab, gab 150 µl 75 % Ethanol dazu, zentrifugierte erneut (19090 g, 5 

min, 4 °C), verwarf den Überstand und ließ das Pellet bei RT trocknen. Folgend löste man die RNA 

in 100 µl Reinstwasser bei 60 °C für 10 min und maß die Konzentration im Fotometer bei 260 nm. 

Die extrahierte RNA wurde bei -80 °C gelagert. 
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 Split-Marker-Ansatz zur Gendeletion 4.14.4.

Zur Deletion der Gene wurden die jeweiligen offenen Leserahmen gegen eine 

Selektionsmarkerkassette ausgetauscht [142]. Die Linkersequenz zwischen dem Gen und den 

Selektionsmarker waren immer gleich, um den Austausch der Selektionsmarker zu erleichtern. Die 

nötigen Primer, die ca. 1000 Basen oberhalb bzw. unterhalb des ORF amplifizieren, wurden unter 

Verwendung von Primer3 [143] konstruiert, unter folgenden Einstellungen: Produktlänge 800-1000 

bp, 20-60 % GC, Schmelztemperatur 55- 60 °C. Zusätzlich wurde ein Primer außerhalb der 

amplifizierten Teile erstellt, um die Deletion durch eine PCR zu verifizieren. Es wurden die Gene 

AopyrG (A. oryzae Orotidin-5'-Phosphat-Decarboxylase, Uridin-Auxotrophie) [144] und hph (E. coli 

Hygromycin-phosphotransferase, Hygromycin-Resistenz) [145] als Selektionsmarker verwendet. 

 Transformation von Aspergillus niger (SOP 3, 9. Version, des FG AMM, TU Berlin) 4.14.5.

Die Veränderung der DNA von Aspergillus niger erfolgte mittels PEG-vermittelter 

Protoplastentransformation [141]. Zur Herstellung der Protoplasten wurden 2,5*108 Sporen des 

Ausgangsstammes in 250 ml CM in einem 1 l Erlenmeyerkolben für 16 Stunden bei 28 °C und 75 

UpM inkubiert. Die Ernte und darauffolgend das Waschen des gewachsenen Mycels mit SMC 

erfolgte mittels Filtration durch einen Miracloth-filter (Miracloth eingeschlagen in Aluminiumfolie). 

Danach hat man einen Teil des Mycels zur sterilfiltrierten Protoplastierungslösung gegeben und 

danach bei 37 °C, 75 UpM für 2 Stunden inkubiert. Zur Isolation der Protoplasten wurden 10 ml STC 

zur Protoplastierungslösung zugegeben, alles mit der Pipette gemischt und die Suspension über 

einen Miracloth-filter gegeben. Durch Zentrifugation (2000 g, 10 min, 10 °C) sedimentierten die 

Protoplasten, der Überstand konnte abgekippt und 1 ml STC hinzugegeben werden. Die 

Protoplastensuspension konnte nun in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt werden und wurde 

wiederholt zentrifugiert (3000 g, 5 min, 10 °C) Der Waschschritt mit STC wurde zweimal wiederholt 

und die Protoplasten dann auf Eis gelagert. Für die Transformation wurde zu 100 µl Protoplasten 

10 µl DNA (ca. 500 ng je Split-marker oder 5 µg Plasmid) und 25 µl PEG-Puffer pipettiert. Folgend 

wurde 1 ml PEG-Puffer zu jedem Ansatz gegeben, alles durch antippen des 50 ml 

Reaktionsröhrchens gemischt und dann nach 5 min Inkubation bei RT 30 ml handwarmer Top-Agar 

auf den Transformationsansatz gegeben und alles vermischt, bevor es auf eine vorbereitete Trafo-

Agarplatte gegossen wurde. Die Platten wurden nach dem Abkühlen und Verfestigen bei 30 °C für 

3 bis 7 Tage bebrütet. Entstandene Kolonien wurden dann auf MM-Agarplatten mit 

Selektionsdruck mittels Wattestäbchen zweimal vereinzelt bevor eine Analyse der DNA 

Veränderung durch PCR und Southern Blot erfolgte. 
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 PCR 4.14.6.

Die Polymerasekettenreaktion erfolgte zur gezielten Vervielfältigung von DNA-Fragmenten. Es 

wurden die für die jeweilige Polymerase nötigen Reagenzien entsprechend der folgenden 

Pipettierschema genutzt. 

Tab. 24 - Pipettierschema Taq-Polymerase 

Reagenz Stammlösung Volumen [µl] / Menge [ng] 

Dream Taq Green buffer 10x 2,5 
dNTP 10 mM je 0,5 
Primer 10 µM 0,5 
DNA  1 (genomische DNA) / 10 (Plasmide) 
Taq Polymerase Ca. 5 U/µl  
Reinstwasser  Auffüllen auf 25  

 

Tab. 25 - Pipettierschema Q5-Polymerase 

Reagenz Stammlösung Volumen [µl] / Menge [ng] 

Q5 Puffer 5x 5 
dNTP 10 mM je 0,5 
Primer 10 µM 1,25 
DNA  1 (genomische DNA) / 10 (Plasmide) 
Q5 2 U/µl 0,25 
GC enhancer 5x 5 
Reinstwasser  Auffüllen auf 25 

 

Tab. 26 - Pipettierschema Phusion-Polymerase 

Reagenz Stammlösung Volumen [µl] / Menge [ng] 

Phusion HF Puffer 5x 4 
dNTP 10 mM je 0,4 
Primer 10 µM 1 
DNA  1 (genomische DNA) / 10 (Plasmide) 
Phusion Polymerase 2 U/µl 0,2 
DMSO optional 100 % 0,6 
Reinstwasser  Auffüllen auf 20 
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Tab. 27 - Programm Taq-Polymerase 

Schritt Temperatur Dauer 

Denaturierung 94 °C 3 min 

25–35 Zyklen 
94 °C 20 sek. 
50 °C – 72 °C 20 sek. 
72 °C 60 sek./kb 

Final Verlängerung 72 °C 5 min 
Lagerung 4 °C  

 

Tab. 28 - Programm Q5-Polymerase / Phusion-Polymerase 

Schritt Temperatur Dauer 

Denaturierung 98 °C 30 sek. 
25–35 Zyklen 98 °C 

50–72 °C 
72 °C 

10 sek. 
20 sek. 
20–30 sek./kb 

Final Verlängerung 72 °C 2 min. 
Lagerung 4 °C  

 

Southern-Blot-Sonden wurden unter Verwendung von DIG-markierten dNTPs hergestellt. 

 qRT-PCR (SOP 11, 3. Version, des FG AMM, TU Berlin) 4.14.7.

Die Messung der Transkriptionsraten von Genen erfolgte mit der quantitativen Echtzeit-PCR. Dafür 

wurde die RNA der Organsimen aus Kultivierungen und Zeitpunkten der zu bestimmenden 

Transkriptmenge gereinigt und mit dem Oligo(dt)18 Primer des Thermo Fisher RevertAid First 

Strand cDNA Synthesis Kits in cDNA transkribiert. Dafür wurden je Probe mit 3,5 µg der RNA 

genutzt und gemäß den Vorgaben des Herstellers vorgegangen. Es folgte die qRT-PRC mit dem 

Maxima Sybr Green Kit und Primern, die für die Vervielfältigung eines Abschnittes der 

entsprechenden cDNA geeignet sind. Ihre Konzentration wurde im Verhältnis zur Aktin-Referenz 

bestimmt. Die qRT-PCR erfolgte gemäß den Vorgaben des Herstellers. 

 Southern-Blot (SOP 10, 5. Version, des FG AMM, TU Berlin) 4.14.8.

Die Bindung von DNA an eine Nylonmembran mit anschließender Detektion der zu einer DIG- 

markierten Sonde komplementären DNA-Stränge beginnt mit der Isolation und dem Schneiden der 

genomischen DNA der zu untersuchenden Organismen. Im Laufe dieser Arbeit wurde der Southern 

Blot zur Bestätigung der korrekten Integration oder Deletion von Genen im Genom von A. niger, 

N402 und Derivaten davon, genutzt. Dafür wurde die genomische DNA mit Restriktionsenzymen 

geschnitten, so dass der Bereich der komplementären Sonde auf einem DNA-Stück mit für den 
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jeweiligen Genotyp charakteristischer Länge liegt. Die Restriktion erfolgte nach den Vorgaben der 

Hersteller, in der Regel bei 37 °C über Nacht, mindestens 2 Stunden lang. Die geschnittene DNA 

wurde dann auf ein 0,7 prozentiges Agarosegel aufgetragen und in 0,5x TAE Puffer bei 80 V für 3 h 

aufgetrennt. Danach wurde das im Gel enthaltene und in die DNA interkalierende „midori green“ 

unter UV-Licht sichtbar gemacht und das Gel für 5 min belichtet. Vor dem Transfer der DNA auf die 

Nylonmembran hat man das Agarosegel zweimal für 10 min in Denaturierungspuffer gewaschen, 

es danach mit destilliertem Wasser gespült bevor es zweimal für je 10 min in Neutralisationslösung 

geschwenkt wurde. Mit 10x SSC getränktem Whatman Papier als Flüssigkeitsreservoir wurde nun 

auf ein Stück Frischhaltefolie auf den Tisch gelegt, darauf dann das Gel und darauf die 

Nylonmembran. Über der Membran dann wieder nasses Whatman Papier und darauf trockene 

Papiertücher. Der Sandwichaufbau wurde oben mit einer vollen 0,5 l Laborflasche beschwert. Der 

Transfer der DNA mittels Kapillarkräften lief 16 Stunden, danach wurde die DNA mit der Membran 

mittels UV-Licht kovalent verbunden. Es folgte die Hybridisierung und Detektion der DNA-Sonde im 

Hybridisierungsofen. Die Membran inkubierte mit 25 ml 65 °C warmen Hybridisierungspuffer 1,5 

Stunden bei 65 °C und danach mit 200 ng der in 20 ml Hybridisierungspuffer gelösten Sonde bei 65 

°C über Nacht. Für die Detektion wurde die Membran mit 20 ml 65 °C warmen Puffer mit hoher 

Stringenz kurz abgespült bevor in frischen 20 ml des Puffers für 20 min bei 65 °C gewaschen wurde. 

Es folgte das Gleiche mit 20 ml 65 °C warmen Puffer mit niedriger Stringenz bevor 2 min mit 

Waschpuffer bei RT inkubiert wurde. Nachdem 1 Stunde mit 10 ml Blockierungslösung inkubiert 

wurde, wurde diese gegen 10 ml Antikörperlösung getauscht und inkubierte weitere 30 min bei RT. 

Überschüssiger Antikörper wurde durch zweimaliges Waschen für 15 min mit Waschpuffer 

entfernt, gefolgt von Detektionspuffer (3 min, RT) und der Detektion durch die Aufnahme der 

Lichtreaktion der auf der Membran verteilten CDP-star Lösung im ChemiDoc je nach 

Signalintensität für bis zu 5 min. 

 Transformation von Pichia pastoris 4.14.9.

Linearisierte Plasmid-DNA wurde in kompetente, für Histidin auxotrophe, P. pastoris Zellen des 

Stammes GS115 mittels Elektroporation eingebracht. Mit 0,5 ml einer GS115 Vorkultur wurden 500 

ml YPG in einem 2 l Erlenmeyerkolben angeimpft und bei 30 °C und 150 UpM bis zum Erreichen 

einer OD600nm von 1,35 inkubiert. Die Zellen wurden dann geerntet (1500 g, 5 min, 4 °C) und in 500 

ml eiskaltem sterilem Reinstwasser aufgenommen. Bei der Wiederholung des Wachschrittes 

erfolgt die Aufnahme in 250 ml eiskaltem Wasser und dann in 20 ml eiskalter 1 M Sorbitollösung 

und zuletzt in 1 ml eiskalter Sorbitollösung. 80 µl der kompetenten Zellen wurden mit 10 µg 

linearisiertem Plasmid in 10 µl TE Puffer für 5 min in einer 0,2 ml Elektroporationsküvette auf Eis 

inkubiert. Danach erfolgte der Puls von 1,5 kV, 200 Ω, 25 µF und die anschließende Zugabe von 1 

ml eiskalter 1 M Sorbitollösung, und das ausplattieren von 600 µl der Zellen auf MD-Agar die bei 30 

°C für 3 bis 7 Tage inkubiert wurden. 
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Tab. 29 - Durchgeführte P. pastoris Transformationen 

Transformation Plasmid Enzym Stamm 

afp pLH1.1 StuI LH6.6 
 pPIC9 StuI  
dtdA pNP1.13 SacI BBA20.3 
 pPIC3.5 SacI NP7.1 

 

4.15. Herstellung chemisch kompetenter E. coli (SOP 4, 2. Version, des FG AMM, TU 
Berlin) 

Aus einer Vorkultur der E. coli Top 10 Zellen wird 100 ml Psi-Brühe in einem 500 ml 

Erlenmeyerkolben 1 %ig angeimpft und bei 37 °C, 250 UpM bis OD600nm 0,48 inkubiert. Die Zellen 

werden nach 15 min ruhen auf Eis geerntet (5000 UpM, 5 min, 4 °C), in 40 ml eiskaltem Tfb I 

aufgenommen und wieder 15 min auf Eis gestellt. Es folgt eine erneute Zentrifugation und die 

Aufnahme in 40 ml eiskaltes Tfb II, bevor 150 µl Aliquots hergestellt und bei -80 °C gelagert 

werden. 

4.16. Luciferase-Messung (SOP 15, 1. Version, des FG AMM, TU Berlin) 

Die Expression und Aktivität des Enzyms Luciferase in der Zelle wurde durch Zugabe des für die 

Lichtreaktion nötigen Substrates Luciferin getestet. In einer weißen 96-Loch Mikrotiterplatte mit 

klarem Boden wurden 200 µl CM mit 2,7 µl Luziferin gemischt und mit 10 µl einer 1*106 

Konidiosporen/ml Suspension beimpft. Die Messung der Lichtsignale (cps = Messungen pro 

Sekunde) und der OD595nm im Multiplattenlesegerät fand während des Wachstums bei RT alle 10 

min statt. 

4.17. Glucan-Messung (SOP 22, 1. Version, des FG AMM, TU Berlin) 

Zur Bestimmung des Glucangehaltes der pilzlichen Zellwand wurden 50 ml Medium (CM oder YPG) 

in einem 250 ml Erlenmeyerkolben bei mit 1*106 Konidiosporen/ml, oder 1%ig mit einer 

Hefekultur, angeimpft und inkubiert (200 UpM, 30 °C, 24 h filamentöse Pilze (mit AFP 48 h), 48 h 

Hefen). Die gewachsene Biomasse wurde abfiltriert, oder für Hefen zentrifugiert (1500 g, 5 min, 4 

°C), und gefriergetrocknet. Folgend wurde die Biomasse zu feinem Pulver zerstoßen, 5 mg im 

Triplikat eingewogen und 1 ml 0,1 M NaOH zu den Proben gegeben. Sie wurden zentrifugiert 

(19090 g, 5 min), das Pellet in 250 µl 1 M NaOH gelöst und im Ultraschallbad für 1 h inkubiert. Nach 

erneuter Zentrifugation (19090 g, 10 min) wurde der Überstand in ein frisches Reaktionsgefäß 

überführt und in einer den Ergebnissen der Curdlan-Kalibriergeraden entsprechenden Verdünnung 

in einer Mischung von 50 µl Überstand mit 185 µl Anillinblaulösung in der Mikrotiterplatte im 
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Triplikat im SpektraMax Multiplattenlesegerät (Emission von 392 nm, Absorption von 502 nm) 

gemessen. 

4.18. MIC90-Messung (SOP 19, 1. Version, des FG AMM, TU Berlin) 

Für den Test der Minimalen Hemmkonzentration einer Substanz, in der Regel AFP [82], gegenüber 

filamentösen Pilzen und Hefen wurde die MIC90-Messung wie folgt durchgeführt. Für einen Ansatz 

in einer klaren 96-well Mikrotiterplatte wurden zu 100 µl zweifachem YPG 10 µl Sporensuspension, 

oder Zellsuspension, in PS, entsprechend 1000 Sporen oder Zellen, gegeben. Dazu 90 µl der 

nötigen Konzentration des AFPs (in 0,01 % TFA). Die Mikrotiterplatte wurde bei 30 °C für 48 h in 

einer Plastikbox mit feuchtem Papiertuch inkubiert, bevor im Multiplattenlesegerät die OD595nm 

gemessen wurde. Zur Auswertung wurde der OD Wert der Kontrolle = 100 % gesetzt und die Werte 

der Versuchsansätze prozentual darauf bezogen. Der erste Wert mit einer OD595nm  ≥ 10 % wurde 

als MIC90 angenommen. 

4.19. Chitin-Messung (SOP 23, 1. Version, des FG AMM, TU Berlin) 

Zur Bestimmung des Chitingehaltes der pilzlichen Zellwand [146] wurden 50 ml Medium (CM oder 

YPG) in einem 250 ml Erlenmeyerkolben bei mit 1*106 Konidiosporen/ml oder 1%ig mit einer 

Hefevorkultur angeimpft und inkubiert (200 UpM, 30 °C, 24 h filamentöse Pilze (mit AFP 48 h), 48 h 

Hefen). Die gewachsene Biomasse wurde filtriert, oder für Hefen zentrifugiert (1500 g, 5 min, 4 °C), 

und gefriergetrocknet. Folgend wurde die Biomasse zu feinem Pulver zerstoßen, 50 mg im Triplikat 

eingewogen und zweimal 1 ml 1 M NaCl zu den Proben gegeben, dann einmal 1 ml Reinstwasser 

gewaschen. Die Flüssigkeiten wurde nach dem Mischen jeweils durch Zentrifugation (19090 g, 5 

min) entfernt. Das Pellet wurde nun in 1 ml Zellwandextraktionspuffer aufgenommen, bei 95 °C für 

5 min inkubiert, zentrifugiert (19090 g, 10 min) und gefriergetrocknet. Nach dem zerstoßen 

wurden 4 mg der extrahierten Zellwand im Triplikat eingewogen, je 1 ml 6 M HCl zugefügt, und die 

Reaktionsgefäße autoklavierte (121 °C, 20 min), bevor die Flüssigkeit unter dem Abzug verdampft 

wurde (75 °C Heizblock, Luftstrom) und der entstandene Niederschlag in 0,5 ml Reinstwasser 

gelöst wurde. Durch die Zugabe von 0,1 ml Glasperlen und Inkubation bei 50°C und 5000 UpM im 

Heizblock wurde das Pellet gelöst. Nach erneuter Zentrifugation (5000 g, 10 min) konnte der 

glucosaminhaltige Überstand abgenommen und davon 20 µl (in Verdünnungen entsprechend den 

Werten der Kalibriergeraden) mit 20 µl Lösung A in einer 96-well Mikrotiterplatte aus Polystyrol 

gemischt werden. Es folgte eine Inkubation bei 100 °C für 20 min, nach der je Ansatz 140 µl 96 % 

Ethanol und 20 µl Lösung B zugegeben wurde und der Ansatz für 1 Stunde bei RT stand. Die 

Messung der OD520nm erfolgte im Multiplattenlesegerät. 
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4.20. eYFP-Messung 

CM-Agarplatten wurden mit sterilen Cellophanmembranen bedeckt, mit 5–10 μl einer Sporen- 

oder Zellsuspension der Stämme PK1.22, NP2.8, NP3.2, NP4.1, N402, BN26.1, BN34.2 bzw. XY1.1 

beimpft und für 72 Stunden bei 30 °C inkubiert. Die gewachsene Biomasse wurde von der 

Membran abgezogen, gefriergetrocknet, gewogen, gemahlen und in 50 mM Natrium-

Phosphatpuffer (pH 7) auf eine Endkonzentration von 50 μg/ml resuspendiert. Nach 10 min 

Ultraschall bei Raumtemperatur wurden die Partikel bei 19100 g für 10 min abgetrennt. Schließlich 

wurden 100 µl Überstand in eine weiße Mikrotiterplatte umgefüllt und die Fluoreszenzintensität 

nach Anregung bei 490 nm bei 510–570 nm gemessen. Die ΔflbA und ΔbrlA Stämme haben ein 

Autofluoreszenzsignal, das es unmöglich machte, die Fluoreszenz zu messen. 

4.21. Tris-Tricine-SDS-PAGE 

Die Tricin-Acrylamidgele eigenen sich zur Trennung von kleinen Proteinen und Peptiden (>30 kDa), 

da durch das langsamere Laufen der SDS-Proteinkomplexe ein Abstand zu den SDS-Micellen 

gehalten wird. Die Gele wurden nach dem Lauf mit destilliertem Wasser gewaschen, mit 

Coomassie Brilliantblau-Färbelösung in der Mikrowelle für 1 min bei 600 W gefärbt und nach dem 

Abkühlen mit Entfärber in der Mikrowelle bei 600 W für 1 min entfärbt. Es wurden in der Regel 20 

µl der Probe aufgetragen und die Gele für ca. 20 min bei 200 V laufen gelassen. 

Tab. 30 - Pipettierschema für vier Tris-Tricin-SDS-Gele 

Reagenz 4 % Sammelgel 16 % Trenngel 

Acrylamid-Bisacrylamid (29:1), 40%-ige 
Lösung 

0,83 ml 6,53 ml 

Tris-Tricine 3x Gel Buffer 2 ml 5,33 ml 
 

Wasser 5,07 ml 0,80 ml 
Glycerol 50 %  3,20 ml 
APS 10 % 80 µl 80 µl 
TEMED 20 µl 40 µl 

4.22. Antikörperbasierte Proteindetektion 

Zur Detektion von Proteinen mittels Antikörper werden die Proteine auf eine 

Polyvinylidenfluoridmembran (PVDF) aufgetragen. Zuerst wird die Membran 5 s in Methanol 

geschwenkt und anschießend jeweils 3 min in Reinstwasser und danach in Blockierungspuffer 

equilibriert. Die zu testenden Proteine werden auf die Membran aufgetragen und nach Zugabe der 

Antikörper in entsprechender Konzentration in Blockierungspuffer und 1 Stunde schwenken bei 

Raumtemperatur wird die Membran dreimal je 5 min mit PBS-T gewaschen. Die folgende Zugabe 

vom Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP) markierten Zweitantikörpern (anti-
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Kaninchen) erfolgte 1:7500 in Blockierungspuffer verdünnt. Die Membran wurde wieder für 1 

Stunde bei RT geschwenkt, in PBS-T gewaschen und mit dem gemischten ECL-Kit überschichtet. 

Das Lichtsignal entstand aus der Reaktion des Luminols mit Wasserstoffperoxid in Anwesenheit 

von HRP zu 3-Aminophthalat und wurde im ChemiDoc detektiert. 

4.23. Kationenaustauschchromatographie 

Mittels „fast protein liquid chromatography“ in Form einer Größenausschlusschromatografie mit 

einer Äkta Explorer 100 auf einer selbstgepackten Hiload 16/600 superdex 75 pg konnte von Chitin 

eluiertes AFP von anderen Proteinen getrennt werden [147]. Die Säule wurde mit einem Mix aus 

BSA (66 kDa), Chymotrypsin (25,8 kDa), RNAse (13,7 kDa) und Aprotinin (6.5 kDa) und PBS pH 7,4 

als Laufpuffer auf ihre Trenneigenschaften getestet. Es wurden bis zu 5 ml des im AMICON Ultra-

15, 3 kDa cutoff ca. 20-fach konzentrierten Chitineluates auf die Säule geladen. Die Trennung nach 

Größe erfolgte bei einer Flussrate von 1 ml/min in PBS pH 7,4. Die Elution wurde mittels UV-

Detektor bei 214 nm, 260 nm und 280 nm und untersucht. Bei 214 nm absorbiert die 

Peptidbindung, bei 280 nm die aromatischen Aminosäurereste Tryptophan, Tyrosin und Histidin, 

und bei 260 nm zusätzlich zu den AS der Proteine die Basen der DNA. Somit ist für bekannte 

Proben eine Zuordnung eines Peaks zur Stoffklasse Proteine möglich und die Reinheit abschätzbar. 

Eine Trennung in 1 ml bis 5 ml Schritten fand mittels Fraktionssammler statt. Ein besseres 

Trennergebnis wurde durch die Verwendung einer säulengepackten Kationentauschermatrix 

erzielt. Die von Chitin eluierte und eingeengte Probe wurde in einer Dialysekassette vom NaCl 

befreit. Dafür füllt man dreimal einen 5 l Messbecher mit Reinstwasser (+0,01 % TFA) und lies die 

Kassette unter leichtem Rühren über Nacht und danach zweimal 2 Stunden schwimmen. Das 

dialysierte Eluat lief nun in der Äkta Explorer über den Kationentauscher (bis zu 25 ml) zum Binden 

der Kationen, die dann mittels Gradienten eluiert wurden. 

4.24. RP-HPLC 

Die Hochleistungsflüssigkeitschromatographie („high performance liquid chromatography“) wurde 

analytisch zur Bestimmung der Reinheit des hergestellten AFPs und präparativ zur Trennung von 

AFP-Varianten genutzt. Die unpolare stationäre Phase (RP) der Säule wurde mit einer AFP-Probe 

beladen und dann mittels Lösemittelgradienten steigender Polarität eluiert. Die polare mobile 

Phase bestand aus HPLC-Wasser mit 0,01 % TFA, die unpolare mobile Phase aus Acetonitril mit 

0,01 % TFA. Der Anteil an Acetonitril stieg von 2 % bei 2,5 min auf 95 % bei 11 min an. Die 

Überwachung erfolgte mit einem Photodiodenarray-Detektor mit thermostatisierter Zelle bei 280 

nm. Die Laufmittel waren Acetonitril und Reinstwasser versetzt mit 0,01 % TFA. 
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4.25. Identifizierung von AFP/AnAFP-Orthologen 

Das prozessierte Peptid des AFP oder AnAFP wurde als Matrize für eine pBLAST [77] gegen alle 

annotierten Genome verwendet. Die erhaltenen Treffer wurden als FASTA-Datei heruntergeladen 

und mit dem „Multiple Sequence Alignment by ClustalW“ (www.genome.jp/tools/clustalw) [148] 

gegeneinander abgeglichen und geordnet. Für die Berechnung wurden die Voreinstellungen für 

Proteine genutzt. 

4.26. Bioprozesstechnik 
 Bioreaktorkultivierung von Aspergillus giganteus 4.26.1.

Der Reaktor wurde mit allen Einbauten (Rührer, Temperaturfühler, Probennahme, Sparger, ph-

Sonde, Sauerstoffsonde, Septum und Port mit vier Öffnungen) autoklaviert, danach das Medium 

zugeführt und alles steril angeschlossen. Für die kontrollierte AFP-Produktion wurden 4 l CM (pH 

5,8) mit 1*106 Konidiosporen/ml A. giganteus IfGB 0902 im Bioreaktor bei 28 °C, 250 UpM, 2 lpm 

Begasung mit Luft im Kopfraum angeimpft. Zur Regulation des pH-Wertes wurden über Pumpen 1 

M HCl und 2 M NaOH-Lösung angeschlossen. Vier Stunden nach dem Animpfen wurden die 

Rührerdrehzahl auf 800 UpM erhöht und die Begasung mit 2 l/min über den Sparger geleitet. Da 

AFP ein Produkt des Sekundärmetabolismus ist, sollte A. giganteus im Wachstum seinem 

ursprünglichen pH-Profil folgen. Dieses wurde in mehreren Läufen gemessen und dann zur 

Vereinheitlichung der Kultivierungen in einem programmierten Profil nachgestellt. Nach 72 

Stunden wurde die Biomasse durch Filtration abgetrennt und ca. 3,5 l Kulturüberstand erhalten. 

Das Biomassetrockengewicht wird mittels Filtration und Gefriertrocknung bestimmt. 

Tab. 31 - Gegenüberstellung der Parameterprofile der Bioreaktorläufe. 

Parameter Altes Profil Neues Profil 

Vorkultur 15 h - 
pH 5,8 (24 h) ; 8 (24 h) Profil (5,8- 8,25) (72 h) 
Begasung 2 lpm 2 lpm 
Temperatur 28 °C (24 h), 37°C (24 h) 28 °C 
Rührerdrehzahl 300 UpM 800 UpM 

 

  

http://www.genome.jp/tools/clustalw
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Tab. 32 -pH-Profil der Bioreaktorkultivierung von A. giganteus 

Zeit [h]  pH  

0 5,8 
14 5,8 
20 5,75 
22 5,7 
24 5,9 
36 6,8 
38 7,0 
42 7,4 
46 7,6 
50 7,8 
60 8,0 
65 8,1 
72 8,25 

 Bioreaktorkultivierung von Pichia pastoris 4.26.2.

Der Reaktor wurde mit allen Einbauten (Rührer, Temperaturfühler, Probennahme, Sparger, ph-

Sonde, Sauerstoffsonde, Septum und Port mit vier Öffnungen) autoklaviert, danach das Medium 

zugeführt und alles steril angeschlossen. Für die kontrollierte AFP-Produktion wurden 4 l BMGY 

medium pH 5,4 mit 39 ml einer mit 100 ml physiologischer Kochsalzlösung gewaschener und durch 

Zentrifugation (2000 g, 15 min, 4 °C) aus 300 ml BMGY auf OD600nm 285 konzentrierten P. pastoris 

Vorkultur im Bioreaktor bei 30 °C, 500 UpM, 2 l/min Begasung mit Luft angeimpft. Die 

Methanolzufuhr für die Induktion des  afp genregulierenden AOX1-Promotors wurde 5 h nach 

Kultivierungsbeginn und kühlen des Mediums auf 20 °C mit einer Flussrate von 13,2 ml/h gestartet. 

Der Bioreaktorlauf dauerte 50 Stunden, danach wurden die Zellen vom Medium mittel 

Zentrifugation (2000 g, 15 min, 4 °C) getrennt. Die Zelldichte wurde mittels OD600nm Messungen 

bestimmt. 

4.27. Präparative Methoden 
 AFP-Reinigung 4.27.1.

Das im Laufe dieser Arbeit verwendete AFP wurde selbst durch Bioreaktorkultivierungen von A. 

giganteus hergestellt. Es wurde in das Medium sekretiert und konnte durch 

Affinitätschromatografie daraus isoliert werden. Nach Ende der Kultivierung wird manuell über die 

Software der pH des Bioreaktorinhaltes auf 7 eingestellt. Die pilzliche Biomasse wird durch 

Filtration mit Membranpumpe über Filterpapier auf einem Büchnertrichter vom Überstand 

abgetrennt. Der Überstand wird danach in den Bioreaktor zurückgegossen und mit 70 g Chitin bei 

RT und 500 UpM eine Stunde gerührt. Folgend wird das Chitin, wie zuvor die Biomasse, abfiltriert 

und das Filtrat entsorgt. Das gebundene AFP wird von der Biomasse durch 1 Stunde rühren in 100 
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ml 1,5 M NaCl in TE-Puffer pH 7 und dem Chitin durch 1 h Rühren in 200 ml 1,5 M NaCl in TE-Puffer 

pH 7 eluiert, nachdem mit 400 ml TE-Puffer pH 7 gewaschen wurde. Die Elution des Chitins wir 

zweimal wiederholt. Aus den erhaltenen Lösungen wird das AFP mittels 

Kationenaustauschchromatografie gewonnen und mit Tris-Tricin-SDS-PAGE und HPLC analysiert. 

Für weitere Anwendungen wurde eine Konzentration von 1 mg/ml mit einem 

Extinktionskoeffizienten von 1,4 bei OD280nm eingestellt. Die Reinigung ist schematisch in Abb. 13 

dargestellt. 

Abbildung 13 - Schema der Reinigung des AFPs aus der Bioreaktorkultivierung (Abb. Nach 
Projektarbeit von Fabian Töppke) 

 Fällung der AFP-Antikörper aus Kaninchenserum 4.27.2.

Die im Serum gelösten Antikörper konnten mittels fraktionierter Fällung mit Ammoniumsulfat 

präzipitiert werden. Durch die zugesetzten Salzionen wird den Proteinen die Hydrathülle entzogen, 

so dass diese ausfallen. Die Fällung der AFP-Antikörper erfolgte unter konstantem Rühren aus 10 

ml auf Eis gekühltem Serum immunisierter Kaninchen. Die erste Fällung (28 % Ammoniumsulfat) 

erfolgte innerhalb von 30 min durch die Zugabe von 3,9 ml einer gesättigten 4,1 M (NH₄)₂SO₄-

Lösung. Nach der anschließenden Zentrifugation (13 000 UpM, 4 °C, 20 min) konnte das Präzipitat 
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verworfen werden und die zweite Fällung (40 % Ammoniumsulfat) mit 2,8 ml der gesättigten 

Lösung fand wie oben beschrieben statt. Das Sediment wurde in insgesamt 2 ml PBS-Puffer pH 7,4 

rekonstituiert. 

5. Ergebnisse 
5.1. Optimierung der AFP-Produktion 

Die Sekretion des AFPs erfolgt im Wesentlichen in der post-exponentiellen Wachstumsphase von 

A. giganteus [82]. Es handelt sich somit um einen Sekundärmetaboliten [149], der nicht für das 

Wachstum und Überleben der Zelle benötigt wird [150]. Je nach Art der Kultivierung und dem 

gewählten Medium erhält man unterschiedliche Ausbeuten an AFP von 3 mg/l bis 10 mg/l 

Kulturvolumen [82]. Ein Problem stellt die Sekretion des lf-AFPs [83], vor der proteolytischen 

Spaltung der N-terminalen Aminosäuren und somit Bildung des prozessierten Peptids, dar. Es kann 

bei der Wahl ungeeigneter Kultivierungsmethoden zu einer Anreicherung des lf-AFPs kommen, 

welches dann auf Grund der sehr ähnlichen Eigenschaften zum AFP nur schwer abgetrennt werden 

kann. Die Produktion in Schüttelkolben [82] erfordert am wenigsten technisches Können, bringt 

aber auch die geringsten Ausbeuten. Die Kultivierung im Bioreaktor geht mit einer wesentlich 

besseren Belüftung des Mediums von statten. Daher werden wesentlich höhere 

Biomassetrockengewichte pro Liter Medium und daraus resultierend wesentlich bessere 

Produktausbeuten an AFP erreicht [151]. Ein weiterer Vorteil in der Nutzung eines Bioreaktors liegt 

in der Steuerung der Prozessführung [152] bezogen auf die Parameter pH, Temperatur im Medium, 

Sauerstoffsättigung, Rührerdrehzahl und in der Möglichkeit der Probennahme zur 

Prozessüberwachung. Es gab in der Vergangenheit einige Optimierungen in der Produktion des 

AFPs im Bioreaktor. Versuche mit verschiedenen Medien und Kultivierungsbedingungen führten zu 

einer finalen Ausbeute von ca. 17 mg/L Medium AFP mit einer Reinheit von 99,9 % nach der 

Reinigung [88]. Es stellte sich jedoch heraus, dass die Konzentrationsabschätzungen ungenau 

waren, da sie an Hand von Proteingelen erfolgten sowie die Reinheit des erhaltenen AFPs 

unzureichend war. Die in alten Arbeiten beschriebenen Methoden und Ausbeuten konnten 

teilweise auch nicht reproduziert werden. Zum Beispiel schlugen alle Versuche AFP mit, der in 

früheren Publikationen beschriebenen, Kationentauschermatrix Cellulosephosphat zu binden, fehl. 

Daher wurden im Zuge der vorliegenden Arbeit zahlreiche Optimierungsversuche zur 

Bioreaktorproduktion und Reinigung des AFPs vorgenommen. Das antimykotische Protein AFP 

sollte aus dem Kulturüberstand von 4 l A. giganteus Batch-Bioreaktorkultivierungen isoliert 

werden, die in 5 l Satorius Stedim Biostat Bioreaktoren durchgeführt wurden (Abb. 13, Seite 68). 

Daher stand die Etablierung eines wiederholbaren Kultivierungs- und Reinigungsprotokolls für das 

AFP am Beginn der Arbeit. Die bisherigen Kultivierungsbedingungen (Tab. 31, Seite 66) wurden in 

der Erwartung besserer Ausbeuten dem Vorgehen bei A. niger Kultivierungen [153] und dem 

natürlichen pH-Wachstumsprofil (Tab. 32, Seite 67) angepasst. In Abb. 14 ist die Biomassezunahme 

von A. giganteus über die Zeit während einer Bioreaktorkultivierung nach dem Protokoll mit 
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konstantem pH-Wert von 5,8 und anschließendem pH-Sprung auf pH 8 und 37 °C, gezeigt. Das 

Kultivierungsprotokoll ergab sich aus Studien zur AFP-Promotoraktivität [89], die einen basischen 

pH-Wert und einen Temperatursprung auf 37 °C als stimulierend für die afp-Expression zeigten. Es 

wurden die Werte von zwei Kultivierungen zusammengelegt, um Proben für die gesamte 

Zeitspanne der Kultivierung zu haben. Die Lag-phase der Kultivierung beträgt fast 10 Stunden (h), 

die exponentielle Phase 15 h, die stationäre Phase 5 h und die Absterbephase hält vom Zeitpunkt 

30 Stunden bis zum Ende der Kultivierung an. 

Abbildung 14 -- Biomasseprofil der A. giganteus Bioreaktorkultivierung mit konstantem 
pH-Wert von 5,8. Es wurden die Daten von 2 Läufen (BSC 3, BSC 4) zusammengefasst, um 
für alle Zeitpunkte im Abstand von 2 Stunden Werte zu erhalten. Das Profil ist repräsentativ 
ausgewählt und entspricht den in anderen Läufen aufgezeichneten Daten. (Abbildung aus 
Bachelorarbeit Samuel Samuleit, 2014) 

Proben des Kulturüberstands wurden auf ihren AFP Gehalt untersucht. Es ergab sich daraus ein 

Verlauf der AFP-Sekretion wie er beispielhaft in Abb. 15 dargestellt ist. Schon nach 24 Stunden 

Kultivierungszeit (Abb. 15, Spur 2) ist AFP mit der SDS-PAGE nachweisbar. Die maximale 

Konzentration wird jedoch nach ungefähr 50 Stunden (Abb. 15, Spur 7) erreicht. Das Signal behält 

bis zum Ende ungefähr die gleiche Intensität. 

  



71 
 

 

Abbildung 15 - 16% Tris-Tricine SDS-PAGE mit dem Zeitverlauf der AFP Produktion 
während der Bioreaktorkultivierung mit konstantem pH-Wert von 5,8. Es wurden 20 ml 
Kulturüberstand mit 3 g Chitin inkubiert und von den 2 ml Elution 20 µl aufgetragen. 
Beladungsschema: M: Page ruler low range unstained Marker. Es wurden jeweils 20 µl der 
mit Mercaptoethanol reduzierten Probe aufgetragen. (Abbildung aus Masterarbeit Jessica 
Elferink, 2014) 

In weiteren Versuchen wurde getestet, ob eine Bioreaktorkultivierung ohne pH-Kontrolle (Tab. 31, 

Seite 66) eine Verbesserung der Biomasseentwicklung und AFP Ausbeute bringen könnte. In Tab. 

33 ist die Messung des Biomassetrockengewichts für eine Bioreaktorkultivierung mit pH- Profil zu 

sehen. Die maximale Biomasse wird beim Zeitpunkt 27,5 Stunden mit 4,6 g erreicht und liegt damit 

unter den Werten die in der pH-konstanten Kultivierung erreicht werden konnten. Interessant ist 

jedoch, dass die Biomassekonzentration in der Absterbephase wesentlich höher ist als im Profil 

Abb. 14. Zum Zeitpunkt 50,9 Stunden sind hier noch 3,9 g Biomassetrockengewicht gewogen 

worden, im pH-konstanten Lauf nur ca. 2 g. Durch den Temperatursprung kommt es also zur Lyse 

der Biomasse, wohingegen in der Kultivierung mit pH-Profil über einen längeren Zeitraum 

metabolisch aktives Mycel vorliegt. 
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Tab. 33 - Verlauf der Biomasseentwicklung über die Zeit während der 
Bioreaktorkultivierung von A. giganteus mit pH-Profil.  

Zeit [h] Konstanter pH-Wert 
Biomassentrockengewicht [g/kg] 

pH-Profil 
Biomassentrockengewicht [g/kg] 

5,5 0,6679 0,1754 
21,5 4,3506 2,7696 
23,5 3,6724 3,4490 
25,35 5,9649 4,3171 
27,5 6,3967 4,6313 
44,9 3,0504 4,2877 
46,9 3,0005 4,3106 
48,9 1,8446 3,9833 
50,9 1,8973 3,8753 
70 1,1469 3,6467 

 

Die Bioreaktorkultivierungen werden auch durch die Aufzeichnung des Sauerstoffpartialdruckes 

pO2 begleitet. In Abb. 16 sieht man die Entwicklung des gesteuerten pH- Profils (Tab. 32, Seite 67) 

als rote Kurve. Als grüne Punkte sind die Biomassewerte aus Tab. 33 eingetragen. Die blaue Kurve 

zeigt denn Verlauf des Sauerstoffpartialdrucks. An Hand dessen ist es möglich hier auch für 

Zeitpunkte, von denen keine Biomassedaten vorliegen, die Wachstumsphasen zu bestimmen. Man 

geht davon aus, dass bei konstanter Begasung die Abnahme des Sauerstoffgehaltes im 

Kulturmedium dem Verbrauch durch die Biomasse entspricht.  Von 0 Stunden bis 10 Stunden ist 

die Lag-phase, von 10 Stunden bis ca. 22 Stunden die exponentielle Phase, von 22 Stunden bis 31 

Stunden die stationäre Phase und von ca. 31 Stunden bis zum Ende der Aufzeichnung die 

Absterbephase zu sehen. Die Dauer der Kultivierungsphase deckt sich damit mit der pH-konstanten 

Kultivierung (Abb. 15). Das trotz der höheren Biomassewerte in der Absterbephase auch hier viel 

metabolisch inaktives Mycel vorhanden ist, sieht man am Anstieg der Sauerstoffkonzentration im 

Medium. Zum Zeitpunkt 70 Stunden entspricht der pO2 einem Wert von ca. 97 %, wie ungefähr 

beim Zeitpunkt 18 Stunden, wo mehr als 1 g weniger Biomasse, jedoch im Wachstum mit 

maximalem Metabolismus vorhanden war. Darauf aufbauend konnten Wachstumskurven von A. 

giganteus im Bioreaktor erstellt werden, von denen in Abb. 13 und 15 eine exemplarisch gezeigt 

ist. Man kann die einzelnen Wachstumsphasen gut erkennen. AFP lässt sich mittel Tris-Tricine SDS-

PAGE zwar schon 24 Stunden nach Start der Kultivierung nachweisen (Abb. 15), die Konzentration 

steigt jedoch mit zunehmender Zeit und ist ab dem Zeitpunkt 54 Stunden stabil. In anderen 

Experimenten zeigte sich, dass das Fortführen der Kultivierung bis zum Zeitpunkt 70 Stunden nach 

dem Animpfen zu einer höheren AFP Ausbeute führen kann. Es konnte gezeigt werden, das durch 

die induzierte Erhöhung des pH-Wertes auf 8 und der Temperatur auf 37 °C in der post-

exponentiellen Phase die Ausbeute des AFPs nicht stieg (Daten nicht gezeigt), obwohl das in 

Schüttelkolbenkultivierungen der Fall war [89]. 
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Abbildung 16 - Profil einer A. giganteus Bioreaktorkultivierung mit natürlichem pH- Profil. Es sind 
die Entwicklung der Sauerstoffsättigung des Medium (blaue Kurve), des pH-Werts (rote Kurve) und 
der Biomasse (grüne Punkte) dargestellt. Anhand der Parameter Sauerstoffsättigung und Biomasse 
lassen sich die Wachstumsphasen festlegen. Von 0 h bis 6 h ist die Lag-phase, von 6 h bis ca. 20 h 
die Exponentielle Phase, von 20 h bis 30 h die stationäre Phase und von ca. 30 h bis zum Ende der 
Aufzeichnung die Absterbephase zu sehen. Das Profil ist repräsentativ ausgewählt und entspricht 
den in anderen Läufen aufgezeichneten Daten. (Abbildung aus Projektarbeit Fabian Töppke, 2017) 

Das AFP wurde mittels Chitinaffinitätschromatographie aus den Kulturüberständen der 

Bioreaktorkultivierungen gereinigt (Abb. 15, Seite 71). In Abb. 17 ist die Trennungen der Proben 

vom Reinigungsprozess auf einer 16 % SDS-PAGE abgebildet. Man sieht deutlich die hohe 

Konzentration an AFP in Spur 1, direkt im Eluat vom Chitin. Die Konzentration nimmt mit folgenden 

Elutionsschritten ab, es kann jedoch immer noch genug AFP gewonnen werden, um ein Signal in 

der SDS-PAGE zu erhalten. Erst die vierte Chitinelution (Abb. 17, Spur 5) ergibt kaum noch AFP. Das 

Protein wurde ebenfalls durch die Elution der chitin-haltigen Biomasse isoliert (Abb. 17, Spur 6). 

Dabei konnte in kleinerem Volumen fast eine genauso hohe Konzentration an AFP im Eluat 

festgestellt werden wie in der ersten Elution des Chitins (Abb. 17, Spur 1). Man sieht jedoch auch 

die Vielzahl anderer Proteine, die hier in hoher Konzentration vorliegen und abgetrennt werden 

müssen. Im Kulturüberstand nach der Inkubation mit Chitin (Abb. 17, Spur 9) sieht man noch eine 

leichte Bande des AFPs. Daraus wird deutlich, dass nur ein Teil des AFPs aus dem Kulturüberstand 

gewonnen werden kann. Eventuell könnte das aber von Vorteil sein, da es sich hier auch anteilig 

um AFP-Varianten handeln könnte, die andere Eigenschaften haben. Die Ausbeuten konnten durch 
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die Wiederholung der Inkubation des Kulturüberstandes mit Chitin (Abb. 13, Seite 68) verbessert 

werden. 

 

Abbildung 17 – 16 % Tris-Tricine SDS-PAGE zum Test der Elution des AFPs vom zur 
Reinigung eingesetzten Chitin. Beladungsschema: 1: Page ruler low range unstained 
Marker, 2: BSC42 Chitinelution 1, 3: Chitinelution 2, 4: Chitinelution 3, 5: Chitinelution 4, 6: 
Biomasseelution 1, 7: Biomasseelution 2, 8: Chitinelution 5, 9: Überstand nach Inkubation 
mit Chitin. Es wurden jeweils 20 µl der reduzierten Probe aufgetragen. (Abbildung aus 
Bachelorarbeit Samuel Samuleit, 2014) 

Ein Vergleich der erhaltenen Ausbeuten mit alten Publikationen und Arbeiten ist schwierig, da sich 

in Analysen der noch vorhandenen alten AFP Proben deutliche Verunreinigungen in der reverse 

phase-HPLC (RP-HPLC) zeigten. Des Weiteren erhält man je nach Kultivierung andere Verhältnisse 

der verschiedenen AFP Varianten, die sich in der SDS-PAGE (Abb. 15, Seite 71) schwer, oder gar 

nicht unterscheiden lassen. Zum einen gibt es eine N-terminal 6 AS längere AFP Variante, das  lf-

AFP [83], zum anderen konnte im Laufe dieser Arbeit eine Variante mit einem N-terminalen 

fehlenden Alanin short form (sf-) AFP identifiziert werden [154]. Zusammenfassend lässt sich 

jedoch sagen, dass aus beiden Varianten der Bioreaktorkultivierung ungefähr gleich AFP gereinigt 

werden konnte, ca. 10 mg je Liter Kulturüberstand. 

Der nächste Schritt in der Reinigung des AFPs ist die Isolation des Proteins aus der Chitinelution. 

Das kann mit der Größenausschlusschromatografie, oder mit einem Kationenaustauscher, 

passieren. Da die Ergebnisse und die Handhabbarkeit der Größenausschlusschromatografie 

(geringes Belandungsvolumen, keine vollständige Trennung) nicht zufriedenstellend waren, wurde 

der Kationenaustauscher genutzt. Die Kationenaustauschersäule wurde mit ca. 34 ml 

konzentrierter und dialysierter Chitinelution beladen (Abb. 18; 4 ml bis 38 ml). Danach wurde die 

Säule mit ungefähr 20 ml Puffer gespült (Abb. 18; 38 ml bis 58 ml) bevor die Elution durch die  

Zumischung des Puffers B mit hohem Salzgehalt bei einem Volumen von 58 ml startete und bei ca. 

103 ml nur noch Puffer B über die Säule gepumpt wurde. Der prozentuale Anteil des Puffers B ist in 



75 
 

der grünen Kurve in Abb. 18 dargestellt, der daraus resultierende Anstieg der Leitfähigkeit des 

Säulen-Eluats in der roten Kurve. Die schwarze Kurve zeigt die Messung der Absorption des Eluates 

der Kationentauschersäule bei 280 nm. Sie steigt bei einer Leitfähigkeit von 75 mS*cm stark an, 

hier eluiert das gebundenen AFP mit einem Maximum bei 76,1 mS*cm. Der Verlauf der 

Absorptionskurve zeigt, dass auch andere Proteine gebunden wurden, die vom AFP abgetrennt 

werden konnten. 

 

Abbildung 18 - Profil der Reinigung von AFP durch eine Kationentauschersäule. In schwarz 
ist die Messung der Absorption bei 280 nm des UV Detektors dargestellt. Bei dieser 
Wellenlänge absorbieren vor allem die aromatischen Aminosäurereste des Proteins 
Tryptophan, Tyrosine und Histidin. Das prozessierte AFP besteht hat unter anderem sechs 
Tyrosine in seiner Aminosäuresequenz und ist daher gut detektierbar. In Rot ist die 
Leitfähigkeit, die mit zunehmendem Salzgehalt steigt, angezeigt und in Grün der Anteil des 
Eluenten B. Von 0 ml bis 38 ml wird die Säule beladen. Ab ca. 58 ml beginnt der Gradient 
von Eluat B für die Elution durch den steigenden Salzgehalt. Der AFP-Peak hat sein 
Maximum bei 85,48 ml. (Abbildung aus Bachelorarbeit Lena Heber, 2018) 

Das AFP aus der FPLC-Reinigung wurde nach der finalen Konzentration und vor dem ersten Einsatz 

in Aktivitätstests mit der RP-HPLC auf seine Reinheit überprüft. Dafür wurde das gesammelte Eluat 

auf eine Konzentration von 1 mg/ml AFP eingestellt und eine Probe aufgetragen. In Abb. 19, Seite 

76, kann man die Erhöhung der Reinheit des AFPs durch die einzelnen Reinigungsschritte und die 

Reinheit der finalen AFP Probe sehen. Die blaue Kurve ist eine Probe des Kulturüberstands der 

Bioreaktorkultivierung. Der AFP Peak bei ca. 8,2 min hebt sich aus der Grundlinie kaum ab. Die rote 

Kurve ist eine Probe der ersten Chitinelution, auch hier sind neben dem AFP, z.B. bei 7 min, noch 

anderen Proteine zu erkennen. Erst die finale Probe (gelbe Kurve) hat keine anderen Signale über 

den Elutionszeitraum. Zusätzlich zur Retentionszeit dient ein Wellenlängenscan des Proteins im 

jeweiligen Peak zur Bestätigung der Identität des Proteins sowie anschließende MIC90 Versuche. 

AFP eluiert von der RP-HPLC Säule (Abb. 19, Seite 76) bei einem Verhältnis 68:32 von 
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Acetonitril:HPLC-Wasser. Im gewählten Programm entspricht das dem Gradienten der mobilen 

Phase beim Zeitpunkt 8,2 min (Abb. 19, Seite 76). Die Signalintensität ist für die Proben aus der 

Chitinelution und dem reinen Kulturüberstand deutlich geringer als bei der AFP Probe mit einer 

eingestellten Konzentration von 1 mg/ml. Die Proben sind auch wesentlich stärker verunreinigt, 

wobei die Verunreinigungen zum Teil (z.B. bei 2 min) durch die Chitinbindung und anschließende 

Elution stark verringert werden. Der AFP-Peak wird erst nach der Chitinelution bei ca. 8,2 min 

deutlich sichtbar. Die Chitinelution enthält, gemessen an den Absorptionseinheiten, ungefähr 1/6 

der Konzentration an AFP im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 19, Seite 76). Also ca. 0,16 mg/ml. 

 

Abbildung 19 - Überlagerung von Elutionsprofilen verschiedener AFP-haltiger Proben von 
der RP-HPLC bei gleichen Bedingungen. Die blaue Kurve entspricht einer Probe des 
unkonzentrierten Bioreaktorkulturüberstandes am Ende des Laufes nach ca. 70 Stunden. 
Die rote Kurve einer Probe der Chitinelution. Die entsprechenden Absorptionseinheiten 
sind auf der linken y-Achse eingetragen. Die gelbe Kurve entspricht der AFP Probe mit einer 
Konzentration von 1 mg/ml und bezieht sich auf die Absorptionseinheiten der rechten y-
Achse. AFP eluiert bei dem verwendeten Laufmittelprofil von der RP-HPLC-Säule bei ca. 8,2 
min und wird wie die anderen Proteine von einem Photoarraydetektor bei 280 nm 
gemessen. 

Durch die Programmierung eines flachen Acetonitril-Gradienten wurde die Elution des gereinigten 

AFPs von 8,2 min (Abb. 19) auf ca. 26 min (Abb. 20 A) verschoben und eine zweite Peptidvariante 

wurde nach 28 min detektiert (Abb. 20 A). Durch ihr Absorptionsspektrum wurden beide Peptide 

als AFP identifiziert. Nach der getrennten Fraktionierung wurden die Peptide jeweils nochmal 
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eluiert, um zu prüfen ob AFP2 ein Abbauprodukt von AFP1 ist. Da sich keine erneute Auftrennung 

der Peaks ergab (Abb. 20 A blaue, bzw. rote Kurve), ist eine klare Trennung in zwei AFP Varianten 

nachgewiesen. Beide Peptide wurden in der „nuclear magnetic resonance“ NMR (Dr. Peter 

Schmieder, AG Solution NMR, Leibniz-Institut für Molekulare Pharmakologie (FMP)) verglichen, 

wobei man nur sehr geringe Unterschiede feststellen konnte. Fast alle Signale von AFP1 (Abb. 20 B, 

schwarze Punkte) überlagern sich mit denen des AFP2 (Abb. 20 B rote Punkte). Erst eine folgende 

Massenspektrometrie (MS) Analyse (Dr. Peter Schmieder, AG Solution NMR, Leibniz-Institut für 

Molekulare Pharmakologie (FMP)) zeigte, dass es sich bei AFP2 um eine Variante mit N-terminal 

einem Alanin weniger handelt. Das Peptid wurde sf-AFP genannt und auf seine antimykotische 

Aktivität im MIC90-Versuch überprüft. Während das AFP die gewohnte Reduzierung des 

Wachstums des Kontrollstammes A. niger N402 ab 1 µg/ml zeigt (Abb. 20 C), hat das sf-AFP eine 

geringere Wirkung und hemmt das Wachstum bei einer Konzentration von 4 µg/ml zu nur ca. 50 % 

(Abb. 20 C). 

 

Abbildung 20 – Identifizierung der sf-AFP Variante. RP-HPLC Profil der Trennung von AFP 
Varianten und ihr Muster in der NMR Spektroskopie. A: Aus einer gereinigten AFP Probe 
werden die AFP Varianten durch die Nutzung eines sehr flachen Acetonitril Gradienten 
getrennt und vom UV-Detektor aufgenommen. Die schwarze Kurve ist die getrennte AFP 
Probe, die blaue Kurve das nach der Trennung im gleichen Profil wiederholt eluierte AFP1 

Wachstum % Wachstum % 
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und die rote Kurve das nach der Trennung im gleichen Profil wiederholt eluierte AFP2. B: 
Die den Peaks entsprechenden Peptide wurden separat gesammelt und in einer 1H,15N-
SOFAST-HMQC NMR analysiert. Die schwarzen Signale entsprechen dem AFP1, die roten 
dem AFP2. Dargestellt ist das Ergebnis des Zusammenlegens der NMR Spektren mit den 
detektierten natürlich vorkommenden 15N-Atomen. C: Die getrennten AFP Varianten 
wurden in MIC90 Messungen gegen A. niger N402 auf ihre antimykotische Aktivität getestet. 
Die Kontrolle ohne AFP ist mit -/- gekennzeichnet. (Abb. aus [154]. Die HPLC und NMR 
erfolgte durch Dr. Sacha Jung und Dr. Peter Schmieder) 

Die Erklärung das die Reduzierung der N-terminalen AFP Primärstruktur zur Beeinträchtigung der 

antimykotischen Aktivität führt deckt sich mit dem Ergebnis, das eine N- oder C-terminale 

Erweiterung des AFPs ebenfalls seine antimykotische Aktivität reduziert. Eine zur Reinigung über 

Nickelaffinität in A. niger hergestellte AFP-Variante mit zusätzlichem 6xHis-tag am C-Terminus hat 

einen berechneten MIC90 von ca. 31 µg/ml, eine AFP-Variante mit zusätzlichem 6xHis-tag am N-

Terminus sogar von ca. 86 µg/ml im Vergleich zur Kontrolle A. niger N402 mit einem MIC90 von 5 

µg/ml in diesem Versuch. (Proteinvarianten aus Bachelorarbeit von Dorothee Günther (2015), 

Daten aus Masterarbeit von Tobias Wörner (2014)). 

Um die Bildung der alternativen AFP-Formen völlig auszuschließen, wurde die heterologe 

Produktion des  afp-Gens in P. pastoris etabliert. Statt dem ursprünglichen Propeptid, aus dessen 

Abbau die verschiedenen AFP Varianten resultieren, wurde in P. pastoris Stamm LH6.6 die α-

Faktor-Signalsequenz mit bekannter Restriktionsstelle [84] verwendet. Es konnten je nach Wahl 

des Mediums Ausbeuten vergleichbar mit den A. giganteus Fermentationen im Bioreaktor von ca. 

10 mg/L Kulturbrühe gewonnen werden (siehe 4.26.2 Bioreaktorkultivierung von P. pastoris). Das 

RP-HPLC Ergebnis des aus der Bioreaktorkultivierung des P. pastoris Stammes LH6.6 gereinigten 

AFPs ist in Abb. 21 zu sehen. Die blaue Kurve ist das AFP von A. giganteus, die rosa Kurve das AFP 

aus P. pastoris und die schwarze Kurve das AFP1 (Abb. 20 A). Im Ausschnitt wird klar, dass der 

hintere Teil des Signals des A. giganteus AFPs fehlt. Im Vergleich mit Abb. 20 A sieht man, das in P. 

pastoris nur das AFP1, jedoch nicht das AFP2 gebildet wurde. Das bedeutet, die sf-AFP-Variante 

entsteht hier nicht, und auch nicht das lf-AFP, sondern nur das reife, aktive Peptid. 
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Abbildung 21 – Vergleich des AFPs aus A. giganteus und P. pastoris. RP-HPLC Elutionsprofil 
von homolog und heterolog hergestelltem AFP. Die blaue Kurve entspricht dem gereinigten 
AFP aus A. giganteus Kultivierungen, die pinke Kurve dem AFP aus P. pastoris LH6.6. Beide 
Proben wurden auf eine Konzentration von ca. 1 mg/ml eingestellt. (Abbildung aus 
Bachelorarbeit Lena Heber) 

5.2. Gewinnung und Reinigung eines AFP-Antikörpers 

Für viele Experimente werden zur Identifizierung eines Proteins spezifische Antikörper genutzt. In 

der Arbeitsgruppe „Phytoantikörper“ des Leibniz-Institut für Pflanzengenetik und 

Kulturpflanzenforschung in Gatersleben wurden durch AFP Injektionen (Proben aus A. giganteus 

Bioreaktorkultivierungen, wie z.B. Abb. 21 blaue Kurve) in Kaninchen polyklonale Antikörper gegen 

AFP gewonnen, die aus dem Kaninchenserum mittels sequenzieller Ammoniumsulfatfällung und 

anschließender FPLC Größenausschlusschromatografie gereinigt wurden. In Abb. 22 ist das 

Elutionsprofil der size exclusion chromatografie (SEC) der gefällten anti-AFP Kaninchenantikörper 

von der Gelfiltrationssäule der FPLC zu sehen. Das Elutions-Maximum liegt bei 47,36 min, was 

ungefähr dem Totvolumen der Säule entspricht. Proteine mit einer Größe von 150ka fließen an der 

genutzten Sephadex-Matrix vorbei und werden bei diesem Durchflussvolumen im Detektor 

gemessen. BSA mit einem Gewicht von 66 KDa passiert die Säulenmatrix ebenfalls fast ungebremst 

und eluiert bei 52 ml ungefähr 5 min später (Abb. 22, pinke Kurve). 
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Abbildung 22 - SEC-Chromatogramm der Reinigung der AFP-Antikörper. Absorption der 
Probe (blaue Linie) und von BSA (pinke Linie) bei 280 nm. Retentionszeiten sind oben in 
blau und Fraktionen unten in Rot dargestellt. Die Antikörper eluierten nach 47,36 min von 
der Säule. Fraktionen A12 bis B9 wurden vereint. (Abb. aus Masterarbeit Artur Miller) 

Die FPLC-Fraktionen A12 bis B9 (Abb. 22), mit den von anderen Serumbestandteilen getrennten 

Antikörpern, wurden vereinigt und ihre Konzentration durch die Messung der OD280nm unter 

Einberechnung des für Antikörper typischen Extinktionskoeffizienten von ca. εAB=1,35 mit 1,19 

mg/ml bestimmt. Die Bindung der gereinigten Antikörper an das AFP wurde durch die Inkubation 

von an eine Western Blot-Membran gebundenem AFP mit verschiedenen Verdünnungen der 

Antikörper getestet (Abb. 23). Selbst eine Verdünnung von 1:10.000, was einer Konzentration von 

119 ng/ml Antikörper entspricht, ermöglichte noch eine Detektion der auf die Membran 

getropften AFP-Probe (Abb. 23, Spur 5). 
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Abbildung 23 - Aktivitätstest der gereinigten AFP-Antikörper. AFP wurde auf den oberen 
Teil und Reinstwassser als Negativkontrolle (Neg. Ktr.) auf dem unteren Teil der 
Membranen aufgetragen. Membranen 1 und 2 wurden mit Kaninchenserum 
(1:500/1:5.000), Membranen 3, 4 und 5 mit vereinten SEC-Fraktionen (1:3.000 /1:5.000 
/1:10.000) inkubiert. Die Detektion erfolgte mit HRP-konjugierten anti-Kaninchen-
Zweitantikörpern. (Abb. aus Masterarbeit Artur Miller, 2016) 

5.3. Test der Lipidbindung von AFP 

Die gereinigten AFP Antikörper (Abb. 23) wurden unter anderem für den Versuch der Detektion 

von an Lipid- und Sphingosin-Proben gebundenem AFP genutzt. Auf die kommerziell erhältlichen 

Lipid-Streifen (Abb. 24 A) und Sphingo-Streifen (Abb. 24 B) wurde AFP gegeben und anschließend 

detektiert (Abb. 24 C). Es konnte jedoch nur die Bindung der Positivkontrolle und der auf die 

Membran getropften AFP-Kontrolle nachgewiesen werden. Unter den experimentellen 

Bedingungen fand keine Bindung des AFPs an eines der getesteten Lipide oder Sphingosine statt. 

Eventuell ist dafür eine membranähnliche Umgebung nötig. 
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Abbildung 24 – Test der Affinität von AFP an verschiedene Lipide und Sphingosine. A) 
Probenschema des Enchelon Lipid Strip. B) Probenschema des Enchelon Sphingo Strip. C) 
Der AFP-Lipid Bindungstest wurde mit den Membran Lipid Strips (1 und 2) und dem Sphingo 
Strip (3) durchgeführt. Zusätzlich zum AFP wurde in 2 mit der GST-getagten PLC-δ1 PH 
Proteindomäne (Positivkontrolle) inkubiert. In 3 wurde mit AFP als Positivkontrolle in der 
rechten oberen Ecke aufgetragen. Strip 1 und 3 wurden mit den gereinigten AFP-
Antikörpern und Strip 2 zusätzlich mit anti-GST Antikörpern inkubiert. Anschließend 
erfolgte die Bindung der HRP-konjugierten Zweitantikörper, gefolgt von der Detektion mit 
ECL. (Abb. aus Masterarbeit Artur Miller, 2016) 

5.4. Bestimmung der AFP-Aktivität mittels MIC90 Messungen  

Die minimale Hemmkonzentration MIC90 des AFPs gegen verschiedene Hyphenpilze wurde 

bestimmt. Der MIC90 definiert sich als die AFP-Konzentration, ab der nur noch ≤ 10% des 

Wachstums der Kontrolle ohne AFP gemessen werden können. Die Ergebnisse sind in Tab. 34 

aufgelistet. Die Auswahl der Stämme ergab sich aus Kooperationsprojekten mit der Bundesanstalt 

für Materialprüfung (BAM) und anderen Forschergruppen. Es handelt sich um wichtige 
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Schadorganismen für organisches Material, wie z.B. Holz, und wichtige human- und 

pflanzenpathogene Pilze. 

Tab. 34 - Im Laufe der Arbeit ermittelte Minimale Hemmkonzentrationen (MIC90) des 
AFPs. 

Spezies  MIC90 [µg/ml] 

Aspergillus fumigatus  12 
Aspergillus nidulans  10 
Aureobasidium pullulans DSM 2404 resistent 
Fusarium moniliforme IfGB Nr. 39/1402 400 
Hormoconis resinae DSM 1203 220 
Lecanicillium fungicola DSM2353 400 
Sydowia polyspora DSM 3498 140 
Ulocladium atrum DSM 63068 140 
V. dahliae  0,6 

 

Es zeigt sich, dass die zur Wachstumshemmung nötige AFP-Konzentration nicht nur von der Art, 

sondern auch dem jeweiligen Isolat abhängig ist. In Theis et al. wurde für A. nidulans DSM 969 und 

A. nidulans G191 ein MIC90 von 200 µg/ml gemessen, wohingegen hier für den hier getesteten A. 

nidulans nur 10 µg/ml AFP zur Hemmung des Wachstums notwendig waren. Die gute Wirkung auf 

humanpathogene (z.B. A. fumigatus) und pflanzenpathogene (z.B. V. dahliae) Schimmelpilzarten 

hat sich in den Messungen bestätigt. 

5.5. Einfluss der Δ3 (E)-Desaturase auf die AFP-Empfindlichkeit 
 Enzymatische Bildung der C3-ungesättigten Fettsäuren in pilzlichen GlyCer 5.5.1.

In verschiedenen Studien konnte ein Zusammenhang zwischen GlyCer und der Aktivität von 

antimykotischen Peptiden gezeigt werden, siehe Tab. 41 Seite 129. So führte eine Blockade der 

GluCer in P. pastoris durch Antikörper oder die Deletion der Glucosylceramidsynthase gcs in P. 

pastoris und C. albicans zu einer geringeren Empfindlichkeit gegenüber dem Pflanzendefensin 

RsAFP2 [155]. Es konnte außerdem gezeigt werden, das RsAFP2 direkt an pilzliche 

Glucosylceramiden (GluCer) bindet [156]. Wenn man die vorhandenen Daten zur Struktur von 

GlyCer in filamentösen Pilzen [126] mit den Daten zur Empfindlichkeit gegenüber AFP vergleicht 

fällt auf, dass Pilze mit C3-ungesättigten Fettsäuren in ihren GlyCer [125] stärker sensitiv gegenüber 

AFP sind als Pilze, denen diese Doppelbindung in den GlyCer fehlt. 
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Tabelle 35 - GlyCer-Zusammensetzung von Pilzmembranen [126] und zugehörige MIC90-
Werte [82]. - = kein Effekt 

Pilzart GlyCer Δ3-ungesättigt MIC90 (µg/ml) 

Aspergillus niger GlcCer Ja 1 

  GalCer Ja  

Aspergillus fumigatus GlcCer Ja 10 
  GalCer Ja  

Fusarium graminearum GlcCer Ja 10 

Fusarium solani GlcCer Ja 120 

Aspergillus nidulans GlcCer Nein 200 

Saccharomyces cerevisiae GalCer Nein - 

Candida albicans GlcCer Nein - 
 

 Enzymatische Schritte der GlyCer Synthese in A. niger 5.5.2.

Die Enzyme des Syntheseweges der GlyCer sind bekannt, die dafür kodierenden Gene sind in 

verschiedenen Organismen, vor allem S. cerevisiae und A. nidulans vorhergesagt (Abb. 12, Seite 

29). Durch einen pBLAST [77] der beschriebenen Gene gegen das Proteom von A. niger CBS 513.88 

konnten die entsprechenden Orthologe für A. niger identifiziert (Tab. 44) werden. Bisherige 

Studien beschränken sich auf Analysen von Gendeletionen der GlyCer-Synthese in anderen 

Aspergillus spp. [124, 157]. Die gewonnen Daten können jedoch nur teilweise übertragen werden, 

da sich vergleichbare Gendeletionen, wie im Abschnitt 2.9 beschrieben, je nach Art unterschiedlich 

auswirken können. Das Auffinden der Orthologe zeigt jedoch, dass der Syntheseweg in A. niger 

ähnlich zu den beschriebenen für GlyCer vorhanden ist. Weiterhin sind die Zuordnungen eindeutig 

und es gibt nicht mehrere Orthologe zu einem Gen, wie es teilweise in anderen Pilzen der Fall ist. 
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Tab. 36 - A. niger CBS513.88 Genorthologe zu bekannten Genen des GlyCer 
Syntheseweges (siehe Abb. 11). Die Genorthologe wurden anhand beschriebener Gene aus 
anderen Pilzen, angegeben in der Spalte Organismus, per pBLAST Analyse identifiziert. Die 
Referenzen entsprechen den Publikationen, in denen die A. niger Orthologe beschrieben 
sind. 

Annotation Genortholog Organismus Beschreibung Quelle 

An07g03380 gcs A. niger 2-Hydroxyacylsphingosin 1-beta-
glucosyltransferase 

[158] 

An11g00990 lac1 S. cerevisiae Sphingosin N-Acyltransferase [159] 

An04g10300 lac1 S. cerevisiae Sphingosin N-Acyltransferase 
,“longevity-assurance“ Protein  

[160] 

An08g03450 tsc10 S. cerevisiae 3-Ketodihydrosphingosinreduktase [161] 

An08g04100 spt S. cerevisiae Serine Palmitoyltransferase 2 [160] 

An06g01540 lcbA  A. nidulans Serine Palmitoyl CoAtransferase 
Untereinheit 

[160] 

An18g03820 lcb2  S. cerevisiae Serine Palmitoyltransferase 2 [160] 
An04g01320 Delta 4 

Desaturase 
A. nidulans Dihydroceramid delta(4)-Desaturase  [162] 

An13g00740 Ceramide 
synthase 

A. nidulans Zyklopropane-Fettsäurerest-
Phospholipid Synthase 

[163] 

An02g04530 Ceramide 
synnthase 

A. nidulans Zyklopropane- Fettsäurerest-
Phospholipid Synthase 

[160] 

An07g06770 Delta 8 
Desaturase 

A. nidulans Fettsäuredesaturase [160] 

An16g06350 Delta 8 
Desaturase 

A. nidulans Fettsäuredesaturase [160] 

An01g14200 SCS7 S. cerevisiae Ceramide „very long chain“ 
Fettsäurehydroxylase 

[164] 

An04g04210 smt_1 A. fumigatus S-Adenosyl-Methionine-Sterol-C-
Methyltransferase 

[160] 

 

In anderen Studien wurden gezielte Gendeletionen zur Charakterisierung der daraus entstandenen  

Phänotypen durchgeführt. Gerade in Verbindung mit AFP könnte das für A. niger von Interesse 

sein. Die Liste der Gene des GlyCer Syntheseweges (Tab. 36) wurde auch zur Untersuchung auf 

gemeinsame Transkriptionsfaktoren (TF) oder Signalwege der Gene genutzt. Die Analysen führten 

aber zu keinem Ergebnis (Daten nicht gezeigt). Es ließ sich kein Subnetzwerk der Gene aus den 

Transkriptomdaten erstellen, bzw. eine Beziehung der Gene zueinander anhand ihres 

Expressionsmusters und auch die Suche nach einem globalen Transkriptionsfaktor führte zu 

keinem Erfolg. 

http://www.aspergillusgenome.org/cgi-bin/compute/blast_clade.pl#An04g10300
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 Bedeutung der pilzlichen GluCer für die antimykotische Wirkung des AFPs 5.5.3.

Durch die Zugabe von D-threo-1-phenyl-2-decanoylamino-3-morpholino-1-propanol (D-PDMP 

gelöst in Reinstwasser) zum Medium wird die Synthese von Glucosylceramiden (GluCer) im letzten 

Schritt unterbrochen. Dadurch kann die Verbindung von GluCer-Präsenz mit der Aktivität des AFPs 

untersucht werden. Durch seine Analogie zu Ceramiden bindet D-PDMP an die 

Glucosylceramidsynthase und inhibiert ihre Aktivität, wodurch die Bindung des Glucosemoleküls an 

das Ceramidgerüst [165] verhindert wird (Abb. 12, Seite 29). Die Entfernung der GluCer aus der 

Zellmembran hat unterschiedlichen Auswirkungen je nach Pilzart [166]. Die Effektivität der 

Methode wurde für A. nidulans [167] und A. fumigatus [92] gezeigt. Wir haben die Auswirkungen 

der Zugabe von D-PDMP und damit Reduzierung der GluCer Level auf die Empfindlichkeit  

gegenüber AFP für A. niger (Abb. 25 A) und A. fumigatus (Abb. 25 B) untersucht. Die Reduzierung 

der GluCer-Konzentration führt zu einer reduzierten AFP Empfindlichkeit, wodurch die Bedeutung 

der GluCer für die antimykotische Aktivität des AFPs deutlich wird. 
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Abbildung 25 – Wachstum von A) A. niger Wt N402 und B) A. fumigatus Wt ATCC 9197 bei 
unterschiedlichen AFP-Konzentrationen in Gegenwart (weiße Balken) oder Abwesenheit (graue 
Balken) des GluCer-Synthese-Inhibitors D-PDMP. Die Messwerte wurden auf die nicht mit AFP 
behandelten Kontrollen normalisiert. Alle Daten sind Mittelwerte, die aus zwei Experimenten mit je 
Bedingung technischen Triplikaten errechnet wurden. (Die Daten für A. fumigatus stammen von Dr. 
Silke Hagen) 

 3(E)-Sättigung der Glycosylceramide reduziert die Sensitivität gegenüber AFP 5.5.4.

Basierend auf den Daten zum Gehalt und der Struktur der GlyCer in pilzlichen Membranen (Tab. 5) 

ergab sich die Arbeitshypothese, dass nicht nur das Vorhandensein der GluCer, sondern auch ihre 

Eigenschaften für die Sensitivität eines Pilzes gegenüber AFP von Bedeutung sind und die 

Doppelbindung zwischen dem dritten und vierten Kohlenstoffatom der Fettsäure des GlyCer (Abb. 

11, Seite 28) den filamentösen Pilz (z.B. A. niger, F. graminearum) empfindlicher gegenüber AFP 

macht. Mittels pBLAST Analyse wurde, basierend auf der Identifikation der Δ3(E)-Desaturase in F. 
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graminearum [125] (ORF code FJ176922.1), das für die Doppelbindung verantwortliche Enzym 

identifiziert. Ein Teil der Grundlagen für diese Arbeit wurden daher im Fachbereich Biologie des 

Instituts für Pflanzenwissenschaften und Mikrobiologie in der Abteilung Pflanzenbiochemie und 

Infektionsbiologie der Universität Hamburg gelegt und auch spätere Versuche in Zusammenarbeit 

mit den dortigen Kollegen (Dr. Dirk Warnecke, Dr. Melanie Thiess) durchgeführt. Das Ortholog zur 

FJ176922.1 in A. niger (ORF code An01g09800) hat auf Proteinebene 61 % Sequenzidentität. Das 

identifizierte Gen wurde „delta three desaturase“ (dtdA) genannt. Die Analyse der 

Expressionsdaten einer internen A. niger Transkriptomdatenbank mit 155 verschiedenen 

Kultivierungsbedingungen ergab, dass dtdA unter nahezu allen Kultivierungsbedingungen in 

geringem Ausmaß exprimiert wird (Abb. 26). 

 

Abbildung 26 – dtdA (An01g09800) Expressionsniveaus in 155 verschiedenen 
Kultivierungsbedingungen von A. niger. Die mittleren Transkriptionswerte für An01g09800 
basieren auf den Transkriptomdaten, die in Schäpe et al. [168] publiziert wurden. Das 
Expressionsniveau ist ins Verhältnis zum Expressionslevel des Aktin-Gens in der 
exponentiellen Wachstumsphase gesetzt. 

Durch die Herstellung von Δ3(E)-Desaturase Deletionsstämmen in F. graminearum und A. niger 

konnte der Einfluss der GlyCer-Struktur auf die AFP Empfindlichkeit geprüft werden. Alle Stämme 

mit der F. graminearum Δ3(E)-Desaturase wurden von Dr. Simone Zäuner hergestellt. Die Deletion 

der dtdA in A. niger wurde im Southern Blot (Anhang Abb. 49, Seite 139) überprüft. Die 

Auswertung des Southern Blot gestaltete sich auf Grund der unspezifischen Bindungen der Sonde 

schwierig. Neben dem downstream Bereich des dtdA Gens werden auch der Marker und 

anscheinend andere DNA Fragmente markiert. Jedoch ist ein Vergleich der Bandenmuster 
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untereinander möglich und das gesuchte Fragment (Tab. 42, Seite 139) sticht als starkes Signal 

heraus. Der Vergleich mit dem Wt zeigt NP1.15 und NP1.16 als erfolgreich transformierte Stämme. 

Die Δ3(E)-Desaturase Deletionsstämme wurden zum Test der Arbeitshypothese über den Einfluss 

der Doppelbindung in der Fettsäure auf die AFP-Empfindlichkeit im MIC90-Versuch getestet (Abb. 

27). Für die 3 (E)-Desaturase Deletionsstämme in Fusarium graminearum (Abb. 27 B) und 

Aspergillus niger (Abb. 27 A) sinkt die AFP Empfindlichkeit im Vergleich zum Wt, besonders für 

geringe AFP-Konzentrationen. 

 

Abbildung 27 - Einfluss der Expression der 3 (E) -Desaturase auf die AFP-Empfindlichkeit. 
A) Wachstum von A. niger Wt Stamm N402 (graue Balken) und ΔdtdA Stamm NP1.15 
(weiße Balken) bei verschiedenen AFP-Konzentrationen. B) Wachstum des F. graminearum 
Wt (graue Balken) und des Δ3 (E)-Desaturase Deletionsstammes (D3KO; weiße Balken). Die 
Messwerte wurden auf die nicht mit AFP behandelten Kontrollen normalisiert. Alle Daten 
sind Mittelwerte, die aus zwei Experimenten mit je Bedingung technischen Triplikaten 
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errechnet wurden. (Die Daten zu F. graminearum (B) stammen von Dr. Simone Zäuner, 
2009) 

Die Arbeitshypothese über den Einfluss der C3-Entsättigung des GlyCer konnte also bestätigt 

werden. Liegt GlyCer gesättigt vor, ergibt sich eine Reduzierung der AFP-Empfindlichkeit des 

Teststamms von A. niger und F. graminearum. 

 3(E)-ungesättigte Glycosylceramide erhöhen die AFP-Empfindlichkeit 5.5.5.

Durch die Expression der 3(E)-Desaturase aus A. niger (ORF code An01g09800) und F. 

graminearum (ORF code FJ176922.1) in der Hefe P. pastoris soll jeweils überprüft werden, 

inwieweit das Einfügen der Doppelbindung in der Fettsäure der GlyCer zu einer AFP-Sensitivität 

führt. Grundsätzlich ist P. pastoris kaum AFP-sensitiv. Das genutzte Expressionssystem basiert auf 

einer Ligation der dtdA hinter den mit Methanol induzierbaren AOX1-Promotor. Die erstellten P. 

pastoris Stämme zeigen nach Induktion mit Methanol, also Expression der dtdA, BBA21.3 

(An01g09800 = dtdA) (Abb. 28), oder durch konstitutive Expression SZ51 (FJ176922.1 = dtdA-

Ortholog) (Daten nicht gezeigt), eine größere AFP Empfindlichkeit als der jeweilige 

Vergleichsstamm. 

Abbildung 28 – Empfindlichkeitsmessung des P. pastoris Stammes BBA21.3 (dtdA) bei 
verschiedenen AFP Konzentrationen. Die OD600nm Werte der Kontrolle (BBA21.3 nicht 
induziert) wurden jeweils auf 100 % gesetzt (graue Balken.) 

Die Expression der Δ3-Desaturasen in Pichia bewirkt im Fall des A. niger Gens dtdA eine 

Wachstumsreduzierung von ca. 40 % bei 50 µg/ml AFP (Abb. 28) und im Fall des F. graminearum 

Gens FJ176923 eine Wachstumsreduzierung von ca. 25 % für 200 µg/ml AFP. Interessant ist die 
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Steigerung des Wachstums um 80 % bei 0 µg/ml AFP im induzierten Zustand (Abb. 28). Das 

stärkere Wachstum wird durch die Zugabe des induzierenden Methanols, das gleichzeitig eine 

zusätzliche Kohlenstoffquelle ist, ausgelöst. Das man in den anderen Ansätzen trotzdem einen 

Effekt durch die Expression der dtdA sieht, zeigt das die Hemmung stärker sein muss als in den 

Ergebnissen ablesbar. Eine Kontrolle durch den Wt GS115 mit Methanol im Medium wäre hier 

sinnvoll gewesen, allerdings hätte man dann mit Histidin komplementieren müssen.  
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 Test der dtdA-Expression mit qRT-PCR 5.5.6.

Die Funktion der transformierten Expressionskonstrukte wurde durch die Messung der mRNA Level 

mit einer qRT-PCR überprüft. Es sollte sichergestellt werden, dass die Deletionen und vor allem die 

heterologen Expressionskonstrukte die gewünschten Phänotypen ergeben. In Abb. 29 sind die 

Ergebnisse des Nachweises der Transkriptmengen es dtdA-Gens im Verhältnis zum Aktin-Gen 

dargestellt. Für alle Deletions- und Kontrollstämme ließ sich, wie zu erwarten war, keine mRNA für 

das dtdA-Gen nachweisen, jedoch für alle induzierten „knock-in“ Stämme (Abb. 29 A). Daher kann 

in den späteren Experimenten vom Vorhandensein der DtdA ausgegangen werden, auch wenn 

keine Unterschiede zur Kontrolle sichtbar sind. Die Überprüfung der Temperaturabhängigkeit 

zeigte, dass die Expression der dtdA nicht wie bei F. graminearum ab 28 °C stark abnimmt. Die 

Proteinmenge der Δ3-Desaturase und sinkt dort bei 30 °C auf 20 % [125] des Ursprungswertes. In 

A. niger ist nur eine geringe Reduktion der mRNA Konzentration bei 37 °C sichtbar (Abb. 29 B). 
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Abbildung 29 - A. niger dtdA Transkriptniveaus in Wt und Δ3(E)-Desaturase 
Mutantenstämmen von Hyphenpilzen und Hefen. Die Ct-Werte sind als Maß für die 
Transkriptlevel der dtdA gezeigt, die auf die des Aktin Gens (An15g00560) normalisiert sind. 
Das Vorhandensein von der entsprechender mRNA wird durch (Ct) Werte im Bereich von 
etwa 1–1,5 gezeigt. Die Abwesenheit durch Ct-Werte im Bereich von 2–2,6. Die Daten 
wurden aus zwei unabhängigen Experimenten gewonnen. Die Proben von A) stammten aus 
bei 30 °C inkubierten Kulturen, während B) Proben von A. niger Wt N402 zeigt, der bei 
verschiedenen Temperaturen kultiviert wurde um die Temperaturabhängigkeit der dtdA 
Expression zu analysieren. Desaturase (+) = dtdA exprimiert; Desaturase (-) = dtdA nicht 
exprimiert. 
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Die gentechnisch hergestellten Stämme von NP1.15, BBA21.3 und BBA20.2 konnten also für die 

Analysen verwendet werden. Der Nachweis der Funktionalität der ins Genom integrierten 

Genkassetten zur Expression der dtdA bei P. pastoris und S. cerevisiae wurde erbracht. 

 Überprüfung der Substratspezifität der Δ3(E)-Desaturase von A. niger 5.5.7.

Die Entsättigung der GlyCer durch die Δ3(E)-Desaturase von A. niger wurde in A. niger und P. 

pastoris mittels MS/MS vermessen (Abb. 30). Dafür wurden an der Universität Hamburg mit Dr. 

Dirk Warnecke und Dr. Sascha Jung aus den Biomassen gereinigte GlyCer Proben mit Dr. Melanie 

Thiess und Dr. Sascha Jung in der MALDI MS/MS gemessen und der erhaltene Peak von 778 m/z 

(Abb. 30 B) für das gesättigte GlyCer (GlyCer, N-(R)-2´-hydroxy-(3E)-octadecanoyl-1-O-β-D-hexosyl-

(4E,8E)-9-methyl-sphinga-4,8-dienin (C43H81O9N) (M + Na+)) , bzw. 776 m/z (Abb. 30 A) für das 

ungesättigte GlyCer (N-(R)-2´-hydroxy-(3E)-octadec-3-enoyl-1-O-β-D-hexosyl-(4E,8E)-9-methl-

sphinga-4,8-dienin (C43H79O9N) (M + Na+)), fragmentiert. Als detektierbare Fragmente entstanden 

das Hexosyl-sphingobasenfragment (M + Na+) mit 496 m/z und das Dimer des 

Sphingobasenfragments mit 587 m/z (M – 2H2O + H+). Die bei diesem Fragment fehlende Fettsäure 

konnte mit der vorhandenen MS/MS-Methode nicht detektiert werden. Die Masse von Glucose 

und Galaktose unterscheidet sich nicht, daher kann hier keine Unterscheidung zwischen GluCer 

und GalCer stattfinden. Deshalb wurde der Nachweis der C3-Sättigung über den Vergleich der 

Massen des Parentalions und seinen Fragmenten erbracht. Wenn die Fragmente immer die 

gleichen Massen besitzen, muss sich der Masseunterschied von 2 m/z im zum Parentalion in dem 

fehlenden Teil, der Fettsäure, befinden. Für alle Stämme mit dtdA konnte das ungesättigtes GlyCer 

mit einer m/z von 796 nachgewiesen werden und die dazu passenden Fragmente. Für alle Stämme 

ohne dtdA das gesättigte GlyCer mit 778 m/z mit den gleichen Fragmenten wie beim ungesättigten 

GlyCer. 

  1 
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Abbildung 30 – MS/MS-Analyse von aus der Biomasse isolierten Glycosylceramiden. Die 
MS-Spektren zum Nachweis der GlyCer-Ionen für A. niger N402 C) 18 °C und E) 37 °C, P. 
pastoris BBA21.3 G) nicht induziert und I) induziert. Die Überlagerungen der Massen der 
GlyCer-Ionen und ihrer Fragmente sind in: B) NP1.15 (ΔdtdA), A) N402 30 °C, D) 18 °C und F) 
37 °C, H) BBA21.3 nicht induziert und J) induziert gezeigt. R. int. (%) = Relative Intensität in 
%;. Hex = Hexose (Die GlyCer wurden an der Universität Hamburg mit Dr. Dirk Warnecke 
und Dr. Sascha Jung, die MS/MS Experimente wurden gemeinsam mit Dr. Sascha Jung und 
Dr. Melanie Thies durchgeführt.) 

Wie in den Abb. 30 H und 30 J zu sehen ist, erreicht die Entsättigung in den P. pastoris Stämmen 

für die dtdA nur ca. 20 %, wohingegen sie für das F. graminearum Ortholog bei 50-100 % liegt 

[125]. Wie schon aus den RT-PCR-Daten abgeleitet werden konnte, nimmt die Aktivität der dtdA im 

A. niger Wt temperaturabhängig kaum ab (Abb. 29 B, Seite 93). Das Gleiche zeigt sich in den 

MS/MS Messungen. Der Anteil an ungesättigten GlyCer liegt bei einem Wachstum bei 37 °C immer 

noch bei ca. 80 % (Abb. 30 E). Die Ergebnisse der Fragmentierungen aus Abb. 30 sind in Tab. 37 

zusammengefasst. 

Tab. 37 - Zusammenfassung der GlyCer MS/MS Ergebnisse 

Stamm 3(E)-
Desaturase 

m/z GlyCer m/z Hex-
sphingobase  

P. pastoris BBA21.3 (induziert)  Aktiv 778 (20 %) 
776 (80 %) 

496 
496 

P. pastoris BBA21.3 Inaktiv 778 496 
P. pastoris NP7.1  Inaktiv 778 496 
P. pastoris NP7.1 (induziert) Inaktiv 778 496 
A. niger NP1.15 (ΔdtdA) Inaktiv 778 496 
A. niger N402 (18 °C) Aktiv 776 496 
A. niger N402 (30 °C) Aktiv 776 496 
A. niger N402 (37 °C) Aktiv 776 (80 %) 

778 (20 % 
496 

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Deletion oder heterologe Expression der dtdA in den 

getesteten Stämmen die erwartete Form der gesättigten oder ungesättigten Fettsäurereste der 

GlyCer ergeben hat. Um zu testen ob die Expression der Desaturase selbst einen Effekt auf die AFP 

Empfindlichkeit hat, bzw. noch andere Substrate in der Zelle von ihr entsprechend verändert 

werden wurde die Hefe S. cerevisiae mit einer dtdA Expressionskassette transformiert. Die 

Überprüfung mittels qRT-PCR (Abb. 29 A, Seite 93) zeigte, dass die dtdA tatsächlich in S. cerevisiae 

unter dem konstitutiv aktiven TEF-Promotor exprimiert wurde. S. cerevisiae hat keine GlyCer in 

ihren Membranen, dafür Inositol haltige Ceramide. Die Expression der dtdA veränderte die 

Empfindlichkeit der resistenten Hefe gegenüber AFP nicht (Abb. 31). Daher ist eindeutig nicht das 
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Vorhandensein der DtdA, sondern die enzymatische Entsättigung der GlyCer durch die DtdA für die 

Beeinflussung der AFP-Sensitivität verantwortlich. 

 

Abbildung 31 - AFP Empfindlichkeitsmessung von S. cerevisiae mit Δ3 (E) -Desaturase-
Expression. Das Wachstum der S. cerevisiae BY4741 (Wt) und BBA20.2 (dtdA) wurde gemäß 
Ouedraogo JP et al. [169]  in Gegenwart von 400 μg / ml AFP oder ohne das Peptid getestet. 
Die Daten entsprechen Mittelwerten aus 3 Experimenten. Desaturase (+) = dtdA exprimiert; 
Desaturase (-) = dtdA nicht exprimiert. 

 Einfluss der dtdA-Deletion auf A. niger 5.5.8.

Interessanterweise ließen sich keine Veränderungen im Phänotyp des dtdA-Deletionsstammes 

NP1.15 feststellen. Die Bildung von Biomasse wurde bei den Temperaturen von 18°C, 28°C und 

37°C im Vergleich zum Wt nicht beeinflusst. Auch im makroskopischen und mikroskopischen Bild 

zeigten sich auf Minimalmedium (MM) und complete medium (CM), dt. Komplexmedium, keine 

Unterschiede. Für F. graminearum zeigte die Deletionsmutante auch keine phänotypischen 

Veränderungen gegenüber dem Wt [125]. 

Da aus vorhergehenden Studien ein Zusammenhang der AFP Empfindlichkeit mit den Verhältnissen 

der Zellwandpolymere Chitin und Glucan [169] bekannt war, wurde der Zellwandaufbau der dtdA 

Deletions- und Expressionstämme von A. niger (Abb. 32 und 33) und P. pastoris untersucht (Abb. 

33). Der Vergleich der relativen Chitin- und Glucankonzentration in der Biomasse des dtdA-

Deletionsstamms NP1.15 und des Wt N402 zeigte keinen signifikanten Unterschied (Abb. 32). 
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Abbildung 32 -Relativer Chitin- und β-1,3-Glucangehalt des A. niger Wt (N402) und ΔdtdA-
Stammes (NP1.15). Die relativen Mengen an Chitin und β-1,3-Glucan in % ist bezogen auf 
Kontrollstämme, die auf 100 % eingestellt wurden. Die Daten entsprechen den 
Mittelwerten aus 2 Experimenten. Desaturase (+) = dtdA exprimiert; Desaturase (-) = dtdA 
nicht exprimiert 

Damit der Einfluss der Δ3-Desaturierung auf die Konzentration der Zellwandpolymere deutlich 

wird, wurden die Stämme nach ihrem Wachstum mit und ohne AFP aufgearbeitet. Es zeigt sich, das 

C3-gesättigte GlyCer zu einer anderen Zusammensetzung der Zellwand nach AFP Kontakt führen als 

C3-ungesättigte GlyCer. In A. niger führt die Deletion der dtdA zu einer Zellwandverstärkung mit 

Chitin und Glucan als Reaktion auf AFP (Abb. 33 A). Im Wt wird die Konzentration an Chitin durch 

AFP reduziert. Der Glucangehalt steigt weniger stark an. (Abb. 33 A). Die Zugabe von Methanol und 

die damit induzierte dtdA Expression verändern in Pichia den Gehalt an Glucan und Chitin nicht 

(Abb. 33 B). Sobald jedoch AFP zugegeben wird, steigt durch die Expression der dtdA der 

Chitingehalt und Glucangehalt in der Zellwand von P. pastoris an (Abb. 33 C). Ohne Expression der 

dtdA jedoch nur der Glucangehalt, der Chitingehalt sinkt sogar leicht. 
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Abbildung 33 – Veränderungen im Chitin- und β-1,3-Glucan ausgelöst durch AFP. Die 
relativen Mengen an Chitin und β-1,3-Glucan in % sind bezogen auf die jeweiligen 
Kontrollstämme (100 %). A) A. niger N402 (Wt) und NP1.15 (ΔdtdA) in Gegenwart oder 
Abwesenheit von 20 µg/ml AFP. B) P. pastoris GS115 (Wt) BBA21.3 (dtdA) in Gegenwart 
oder Abwesenheit von Methanol als Induktor der dtdA Expression. Dieses Experiment 
diente als Kontrolle des Einflusses von Methanol auf die Synthese der Zellwandpolymere. C) 
P. pastoris BBA21.3 (dtdA) in Gegenwart und Abwesenheit von 20 µg/ml AFP und Methanol 
als Induktor der dtdA-Expression. Die Daten sind als Mittelwert von zwei unabhängigen 
biologischen Replikaten berechnet, die jeweils als technisches Triplikat durchgeführt 
wurden. Desaturase (+) = dtdA exprimiert; Desaturase (-) = dtdA nicht exprimiert 

In Tab. 38 ist sind die Veränderungen aus Abb. 33 zusammengefasst. 

Tab. 38 - Veränderungen im Chitin- und β-1,3-Glucan ausgelöst durch AFP. Die Wildtyp- 
und Desaturase-Mutantenstämmen von P. pastoris und A. niger reagieren mit 
unterschiedlichen Veränderungen ihrer Zellwandpolymerzusammensetzung. Die Daten sind 
entnommen aus den Ergebnissen dargestellt in Abb. 34. 

 + dtdA - dtdA 

P. pastoris 
Chitin ~ ~ 

β-1,3-Glucan + 20% + 46% 

A. niger 
Chitin ~ + 26% 

β-1,3-Glucan + 26% + 78% 

 

Konfrontiert man den P. pastoris Stamm BBA21.3 nicht induziert, also als Wt-Kontrolle, mit AFP, 

erhöht sich der Glucangehalt der Zellwand um 46 %, der Chitingehalt sinkt jedoch um 10 % (Abb. 

33 C). Nach Induktion der dtdA mit Methanol, bezogen auf die Kontrolle BBA21.3 mit Methanol 

und ohne AFP, erhöht sich der Chitingehalt der Zelle um 6 %, aber der β-1,3-Glucan Gehalt um 26% 

weniger als beim der AFP resistenten Wt. In A. niger folgt die Veränderung des Chitin- und 

Glucangehaltes den Beschreibungen aus Studien zu AFP resistenteren Mutanten [91, 169]. Im 

Wildtyp N402 bewirkt AFP eine Erhöhung des β-1,3-Glucan Gehaltes um 26 %, und ein Sinken des 

Chitingehaltes um 13 % (Abb. 33 A). Die Anwesenheit gesättigter GlyCer sorgt für eine Zunahme 

des Chitingehaltes in der Zellwand des Deletionsstammes um 16 % und des Glucangehaltes um 78 

% (Abb. 33 A). Die beiden Spezies reagieren also beide mit einer Erhöhung des β-1,3-Glucan 

Gehaltes der Zellwand, wenn die dtdA exprimiert wird und AFP vorhanden ist. Wenn sie die dtdA 

nicht exprimieren, tritt die Erhöhung des Glucangehaltes der Zellwand durch die Konfrontation mit 

AFP mehr als doppelt so stark auf. Unterschiedlich ist die Reaktion auf das AFP bezogen auf Chitin. 

Während die Zellwand von A. niger in Abwesenheit der dtdA mit Chitin verstärkt wird, um AFP 

entgegen zu wirken, ist das bei P. pastoris nur in Anwesenheit der dtdA der Fall. Das im Fall von 

Chitin genau entgegengesetzte Verhalten lässt auf unterschiedliche zu Grunde liegende 

Reaktionsprozesse als Folge des AFP-Wirkens schließen. 
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 Auswirkung der Reduzierung des GluCer-Gehaltes auf den MIC90 Wert des dtdA-5.5.9.
Deletionsstamm NP1.15 

Wie in Abschnitt 6.4.2 beschrieben wurde auch im ΔdtdA Stamm NP1.15 der GluCer Gehalt der 

Zellmembranen durch die Zugabe von D-PDMP zum Medium vermindert (Abb. 34). Es zeigt sich 

eine deutliche Zunahme der Resistenz gegenüber AFP, insbesondere bei den höheren 

Konzentrationen (ab 2 µg/ml AFP). Das Wachstum bleibt bei ungefähr 70 % des Wertes der 

Kontrolle, unabhängig von steigenden AFP-Konzentrationen. Die Verminderung des GluCer Anteils 

der Membran durch D-PDMP führt im dtdA-Deletionsstamm zu einer mit dem Wt (Abb. 25 A, Seite 

87) vergleichbaren Entwicklung der OD-Abnahme mit steigenden AFP-Konzentrationen. Das  ist 

zum einen logisch, da der Unterschied zwischen Wt und dtdA-Deletionsstamm, die unterschiedlich 

gesättigten Fettsäurereste der GluCer, durch das D-PDMP aufgehoben wird- Zum anderen zeigt es, 

das der Einfluss der Galactosylceramide (GalCer) nicht messbar ins Gewicht fällt. Der Einfluss der 

GluCer auf die AFP-Empfindlichkeit von A. niger wurde hier jedoch bestätigt. 

 

Abbildung 34 – Empfindlichkeit NP1.15 (ΔdtdA) gegenüber AFP nach D-PDMP ausgelöster 
Reduzierung der GluCer Konzentration. Das Wachstum des A. niger NP1.15 (ΔdtdA) bei 
verschiedenen AFP-Konzentrationen und in Gegenwart (weiße Balken) oder Abwesenheit 
(graue Balken) des D-PDMP. Die Daten wurden auf das Wachstum (100 %) der Ansätze 
ohne AFP normalisiert. Die Daten sind als Mittelwert aus zwei unabhängigen biologischen 
Experimenten, die in technischer Dreifachausführung durchgeführt wurden, berechnet. 

Die Deletion der dtdA führte zu einer höheren Resistenz bei niedrigen AFP Konzentrationen, die ab 

4 µg/ml AFP aufgehoben war (Abb. 27 A, Seite 90). Die Doppelbindung zwischen dem dritten und 

vierten Kohlenstoffatom hat also eher einen Einfluss auf die Feinabstimmung der AFP-Reaktion 

und erhöht den MIC90 um das ca. vierfache. Bei höheren AFP-Konzentrationen greifen dann 

wahrscheinlich noch andere Wirkmechanismen des AFPs bei der Destabilisierung der Zellwand- 

und Plasmamembranintegrität. 
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5.6. Intrazelluläre Funktionen von AnAFP 
 Auswertung der A. niger Transkriptomdatenbank 5.6.1.

Um tiefere Einblicke in die, vor allem intrazelluläre, Funktion von AFP zu gewinnen sind „-omics“ 

Daten aus verschiedenen Kultivierungsbedingungen notwendig. Diese stehen für A. giganteus nicht 

zur Verfügung, jedoch für den gut erforschten und als Modell viel genutzten A. niger. Da dieser 

Spezies ebenfalls ein zur AFP-Familie gehörendes antimykotisches Protein sekretiert, das AnAFP, 

wurde dieser Datenschatz genutzt, um vorhersagen für die Funktion des AnAFP zu treffen, die als 

Hinweise für weitere Funktionen der anderen Mitglieder der AFP-Familie genutzt werden können. 

Auf der Grundlage der A. niger Transkriptomdatenbank des Fachgebiets „Angewandte und 

Molekulare Mikrobiologie“ der TU Berlin, die Transkriptionsdaten des A. niger Genoms aus 155 

verschiedenen Kultivierungsbedingungen umfasst, wurden das Expressionsmuster sämtlicher ORFs 

unter all diesen Bedingungen in Beziehung zueinander gesetzt [168]. Das Vorgehen bei der 

Erstellung des Netzwerkes ist in Abb. 35 dargestellt. 
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Abbildung 35 - Erstellung und Auswertung der Koexpressionsnetzwerke aus der A. niger RNA-
Mikromatrix Datenbank. A). Mit paarweise berechneten Rangkorrelationskoeffizienten nach 
Spearman wurden in den Transkriptionssignaturen von A. niger alle vorhergesagten Gene des A. 
niger-Genoms auf ihre Korrelation zueinander überprüft. Es ergaben sich daraus über 96 Millionen 
(Mio) nicht koexprimierte Genpaare (schwarze und orangene Linien), 2,7 Mio positiv-korrelierte 
Genpaare (schwarze und grüne Linien) und 1,8 Mio negativ-korrelierte Genpaare (schwarze und 
rote Linie). In B) sind die über 4,5 Mio sich daraus ergebende Koexpressionsbeziehungen als 
Netzwerk grafisch dargestellt. Die Linien zwischen den grauen Quadraten (Gene) stellen die 
jeweilige Korrelation dar, wobei ihre Länge proportional zur errechneten Spearman Korrelation ist. 
Blaue Kästchen stehen für Gene die TFs kodieren. Die Zuordnung von Genen unbekannter Funktion 
zu einem biologischen Prozess erfolgt in Subnetzwerken, die genauer werden, je höher der für die 
Berechnung genutzte Spearmankorrelationsfaktor ist. Die Zusammengehörigkeit von Genen in 
einem Subnetzwerk lässt die Ableitung des bekannten biologischen Prozesses einiger Gene auf die 
anderen zu. Die Abbildung stammt aus Schäpe et al. [168] und wurde von T. Cairns erstellt. 

Dabei macht man sich den Ansatz das Gene, die in gleichen biologischen  Prozessen wirken gleiche 

Expressionsmuster aufweisen, zu Nutze. Aus dem Netzwerk lassen sich dann Gene den 
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metabolischen Prozessen zuordnen, in die sie involviert sind (Abb. 35). Der Abgleich von anafp mit 

den anderen ORFs in der Transkriptomdatenbank von A. niger ergab ca. 1000 zu anafp ko-

exprimierte Gene. Mit einem Spearman Koeffizienten von 0,5 wurden 381 Gene identifiziert, die 

mit anafp negativ korrelieren und 605 Gene mit einer positiven Korrelation zu anafp. Von diesen 

knapp 1000 Genen sind nur 58 in ihrer Funktion verifiziert. Mit diesen wurde eine gene ontology 

enrichment Analyse („GO enrichment“) durchgeführt, um die zugehörigen metabolischen Prozesse 

zu identifizieren. Für AnAFP (An07g01320) ergibt sich neben der bekannten antimykotischen 

Aktivität gegenüber fremden Zellen eine Rolle in hauptsächlich katabolischen Prozessen innerhalb 

der Zelle (Abb. 36). Die Aktivität in einem späten Wachstumsstadium, bzw. alten 

Myzelkompartimenten in Zusammenhang mit den Ergebnissen des Netzwerkes (Abb. 36) deutet 

auf eine Rolle in der Bereitstellung von Energie durch autolytische Stoffwechselabläufe hin. Gene, 

deren Funktion aus anderen Ascomycota oder Aspergillus spp. bekannt ist, wurden als Beispiele 

aus der GO-Analyse den Prozessen zugeordnet. 

 

Abbildung 36 – Ausgewählte Gene die mit anafp ko-exprimiert werden und die 
zugehörigen Metabolischen Prozesse. Die Ergebnisse aus der A. niger Transkriptom-
Netzwerkanalyse, durch die sich aus der Koexpression des anafp mit Genen bekannter 
Funktion eine Beteiligung an metabolischen Prozessen ableiten lässt. 

Zur experimentellen Bestätigung der Verbindung von AnAFP mit den vorhergesagten 

Stoffwechselwegen wurden bekannte zentrale Gene, globale Transkriptionsfaktoren dieser Wege 

gewählt und ihr Einfluss auf die AnAFP Expression durch Untersuchungen an den zugehörigen 

Deletionsstämmen durchgeführt. 
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 Bedeutung der Transkriptionsfaktoren FlbA/BrlA für die anafp-Expression 5.6.2.

Die Transkriptionsfaktoren FlbA und BrlA wurden zur Überprüfung der Vorhersagen aus der GO 

enrichment Analyse für anafp genutzt, da sie zentrale Regulatoren von Prozessen der Entwicklung 

des Mycels sind. Eine Deletion dieser Transkriptionsfaktoren sollte sich also auch auf die 

Promotoraktivität des AnAFP auswirken, falls das Protein wirklich an den in Abb. 36 gezeigten 

Prozessen beteiligt ist Der Transkriptionsfaktor FlbA wirkt auch aktivierend auf den zentralen 

Transkriptionsfaktor für die asexuelle Entwicklung, BrlA. Beide Transkriptionsfaktoren sind in ein 

aus A. nidulans bekanntes Regulationsnetzwerk mit Auswirkung auf das vegetative Wachstum, die 

Autolyse und die asexuelle Entwicklung eingebunden (Abb. 37) [94]. Eine Deletion von brlA hat 

Kolonien zur Folge,die frei von Konidiosporen sind, jedoch ein verstärktes Wachstum von Luftmyzel 

zeigen (Abb. 40, Seite 111) [135]. Die Erstellung und der Phänotyp von A. niger flbA (An02g03160) 

und brlA (An01g10540) Mutanten wurden bereits in van Munster et al. [170] ausführlich 

beschrieben. Der A. niger ΔflbA Stamm hat eine geringere spezifische Wachstumsrate, einen 

erhöhten Chitingehalt in der Zellwand und höhere Transkriptionsraten von Genen, die durch 

Zellwandstress induziert werden. Passend zu der beschriebenen Funktion von flbA für die Bildung 

von Konidiosporen ist die Kolonie des Deletionsstammes frei von Konidiophoren und 

Konidiosporen (Abb. 39, Seite 111) [135]. In A. nidulans ist flbA auch für die sexuelle Sporenbildung 

wichtig [171]. 

Experimente in A. nidulans haben zur Entdeckung der Signalwege für die asexuelle Sporenbildung 

und das vegetative Wachstum geführt (Abb. 37, Seite 109). Extrazelluläre Signale werden sowohl 

durch FluG als auch zwei heterotrimere G-Protein-Komplexe, wahrgenommen. Letztere bestehen 

aus den Gβγ-Untereinheiten SfaD und GpgA und den Gα-Untereinheiten FadA bzw. GanB. Nach der 

Aktivierung eines Rezeptors durch FluG wird SfgA inhibiert, wodurch die Transkription der flb Gene 

aktiviert wird. BrlA wird durch einen FlbB/FlbE-Komplex und einen FlbB/FlbD-Komplex in 

Zusammenwirkung mit FlbC aktiviert. Damit beginnt die asexuelle Vermehrung. Der TF FlbC 

aktiviert ebenfalls FluG und Gene, die dem TF BrlA in der Regulationskaskade folgen. Die Hemmung 

von FadA durch FlbA wirkt ebenfalls aktivierend auf BrlA. Im Gegenzug wirken GTP-gebundenes 

FadA und das GanB über den cAMP-PkaA-Weg fördernd auf das vegetative Wachstum und 

repressiv auf BrlA. Weiterhin wird durch das SfaD-GpgA-Dimer unter der Regulation durch PhnA 

das vegetative Wachstum gefördert. Es gibt also eine Rückkopplung der Regulation des vegetativen 

Wachstums und der asexuellen Entwicklung, die dann durch die Hydrolyse des FadA bzw. GanB 

gebundenen GTPs aufgehoben wird. Die hierfür verantwortlichen RGS-Proteine FlbA und RgsA 

unterdrücken damit wieder das vegetative Wachstum zu Gunsten der asexuellen Sporenbildung 

[94]. 
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Abbildung 37 - Signalwege der asexuellen Reproduktion oder vegetativen Entwicklung in 
A. nidulans. Abbildung nach Krijgsheld et al. [94]. 

  Der Transkriptionsfaktor CreA 5.6.3.

Die Deletion des zentralen Kohlenstoffkatabolit-Repressors CreA [172] hebt die Repression von 

Kohlenstoffkataboliten für die meisten Promotoren auf. In creA (An02g03830) Deletionsstämmen 

sind auch in Anwesenheit von einfachen Kohlenhydraten wie Glucose Gene aktiv die Enzyme 

kodieren, die für den Abbau von komplexeren Substraten benötigt werden. Dazu gehören z. B. die 

Cellobiohydrolase CbhA und die Arabinofuranosidase AfbB [173]. Die Co-

expressionsgennetzwerkanalyse des AnAFP zeigte auch einen Zusammenhang mit Genen, die 

durch Kohlenstofflimitierung aktiviert werden. Daher wurde die Regulation des anafp durch CreA 

untersucht. 
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Zur Bestimmung des Einflusses der Transkriptionsfaktoren wurden zwei Reporterstämme genutzt, 
die die Messung der anafp-Promotoraktivität über die Luciferaseaktivität oder eYFP-Fluoreszenz 
ermöglichten (Abb. 38). 

 

Abbildung 38 - Schematische Dartellung des anafp-Genlokus der Reporterstämme (erstellt 
im Studienprojekt von Pim Kuizenga unter der Betreuung von Vera Meyer, 2010, Leiden 
Universität) . Panafp: Promotor anafp, Ttrpc: Terminator trpc, sAopyrG: short A. oryzae 
pyrG, Tanafp: Terminator anafp. 

So konnte man nach der Deletion des jeweiligen Transkriptionsfaktors die Aktivität des anafp 

Promotors durch Messung des Signalmoleküls eYFP oder Luciferase bestimmen. 

 Southern Blots der creA, brlA und flbA knock-out Stämme  5.6.4.

Der knockout des creA, brlA und flbA wurde in den Rezipientenstämmen Pk2.9 und Pk1.22 mittels 

der split marker-Methode durchgeführt. Zur Selektion wurde die Hygromycinresistenzkassette 

verwendet. Die Southern Blot Analyse der Gendeletion der erhaltenen Transformanten ist im 

Anhang Abb. 50 (Seite 140) für die Sonde komplementär zur DNA oberhalb (upstream) des 

jeweiligen Gens und im Anhang Abb. 51 (Seite 140) für die Sonde komplementär zur DNA 

unterhalb (downstream) des jeweiligen Gens gezeigt. 

Die Ergebnisse des Southern Blot sind für den Stamm NP4.1 schwer zu interpretieren (Anhang Abb. 

50 und 51, Seite 140), da die Sonde nicht spezifisch genug nur für den „up“- oder „downstream“ 

Bereich des flbA Gens war. Daher wurde als Referenz der beschriebene Stamm BN26.1 

herangezogen und die Vereinzelung des Stammes NP4.1, mit dazu passendem Bandenmuster 

gewählt. Für die anderen Deletionsstämme war die Zuordnung eindeutig. NP2.8, NP3.2 und NP4.1-

3 wurden für die weiteren Versuche ausgewählt. Im Reporterstamm PK1.22 (Panafp:mluc) wurde 

nur der Transkriptionsfaktor creA deletiert. Die Southern Blot Analyse der creA-Gendeletion der 

erhaltenen Transformanden ist im Anhang Abb. 52 (Seite 141) für die Sonde komplementär zur 

DNA oberhalb („upstream“) des creA Gens und im Anhang Abb. 53 (Seite 142) für die Sonde 

komplementär zur DNA unterhalb („downstream“) des creA Gens gezeigt 

Von den auf Grund des Southern Blot-Bandenmusters als wie erwartet transformiert getesteten 

Stämmen wurde NP6.4 für die weiteren Arbeiten gewählt. Die erhaltenen Transformanten (Anhang 

Tab. 43 und Tab. 44, Seite 141, 142) wurden auch phänotypisch untersucht. Ihr Erscheinungsbild 

passt zu den in A. niger und A. nidulans bisher beschriebenen Phänotypen. Die Deletion von flbA 
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führt zum Fehlen vom Luftmycel und damit auch Konidiosporen, wohingegen die Deletion des brlA 

das Fehlen der asexuellen Sporenbildung zur Folge hat (Abb. 39 und Abb. 40). Der ΔcreA Stamm 

sporuliert, im Vergleich zu den Ausgangsstämmen, etwas schwächer (Abb. 39). 

 

Abbildung 39 - Vergleich der Morphologie der A. niger Stämme (PK1.22, PK2.9) mit den 
daraus hergestellten Derivaten (NP2.8, NP3.2, NP4.1) und anderen Deletionsstämmen auf 
CM-Agar nach 72 h Inkubation bei 30 °C. Es wurde von den sporenbildenden Stämmen 
Sporenlösungen mit 100.000 Sporen/ml ausgestrichen, von den nicht sporenbildenden 
Stämmen (ΔbrlA, ΔflbA) wurde mit abgeschwemmter Biomasse angeimpft. 

Die fehlende Ausbildung des Luftmyzels in NP4.1 und BN26.1 (ΔflbA), sowie die starke Bildung von 

Luftmyzel ohne die Bildung von Sporen bei NP3.2 und BN34.2 (ΔbrlA), wird in Abb. 40 deutlich. 

 

Abbildung 40 - Querschnitt der A. niger ΔbrlA (BN34.2, NP3.2) und ΔflbA (BN26.1, NP4.1) 
Stämme. Sichtbar ist das Fehlen von Luftmyzel bei den ΔflbA Stämmen, wohingegen bei 
den ΔbrlA Stämmen mehr Luftmyzel als beim Wt gebildet wird, viele Konidiophore 
vorhanden sind aber keine Bildung von Konidiosporen stattfindet [94]. 

Die Untersuchung der pH-Werte der Transkriptionsfaktor-Deletionsstämme in Flüssigkultur zeigte, 

dass die ΔflbA-Stämme das Medium nicht ansäuern, wie das für A. niger üblich ist [174]. Der Wert 

steigt von pH 5,8 zu pH 6,9. Die Deletion von flbA scheint damit auch Auswirkungen auf die 

Herstellung der organischen Säuren zu haben. Die pH-Werte sind für die ΔbrlA-Stämme nicht 

übereinstimmend. Der Stamm BN34.1 verändert den pH-Wert des Mediums nicht, wohingegen der 

NP3.2 es stärker ansäuert als der Wt N402. Der Vergleich im Southern Blot zeigt, dass der Stamm 

BN34.2 eine Vielzahl von Signalen für die brlA upstream und brlA „downstream“ Sonde hat. Das 

Problem könnte hier also ein Stamm mit weiteren, ungerichteten Integrationen der „split marker“ 
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im Genom sein. Somit wäre die stärkere Bildung von Säuren als im Wt der Phänotyp für ΔbrlA in A. 

niger. Der ΔcreA Stamm NP2.8 säuert ungefähr gleich stark an wie der Wt und die verwendeten 

Reporterstamm Pk1.22. Die schwächere Bildung organischer Säuren kann für den ΔflbA Stamm mit 

seinem Phänotyp erklärt werden. Das kompakte Wachstum in einem großen Biomasseklumpen 

führt zur Sauerstofflimitierung in der Mitte der Kolonie [175] und somit zu einem vergleichsweise 

gering metabolisch aktivem Mycel. Dieser Phänotyp wurde als ungünstig für die Sekretion von z.B. 

Zitronensäure beschrieben [176]. Da die pH-Werte erst nach 10 Tagen gemessen wurden kann es 

auch an einer starken Zelllyse liegen, dass das Medium in Richtung eines neutralen pH-Wertes 

verschoben wurde. Das bei einem ähnlichen Phänotyp eine starke Ansäuerung beim ΔbrlA-Stamm 

stattfindet zeigt, dass auch andere Faktoren eine Rolle spielen. In der Untersuchung der 

Proteaseaktivität von A. niger Wt, ΔflbA und ΔbrlA konnte für den ΔbrlA-Stamm noch 62,5 % und 

für den ΔflbA-Stamm nur noch 37,5 % der Proteaseaktivität des Wt im Kulturüberstand gemessen 

werden [170]. Auch die hydrolytische Aktivität war beim ΔflbA-Stamm am geringsten [170]. 

Interessanterweise sekretiert der ΔflbA-Stamm bezogen auf die Biomasse mehr Proteine in das 

Medium [170]. Auch das könnte die pH-Wert Veränderung erklären. 

Die erhaltenen Deletionsstämme wurden im Vergleich zum jeweiligen Rezipientenstamm auf die 

Aktivität ihres Reportergenkonstrukts getestet werden. Die Deletion des Transkriptionsfaktors (TF) 

creA führt zu einer Verstärkung und leichten Verzögerung der Aktivität des AnAFP-Promotors (Abb. 

41), die deutlich in der Luciferase-Messung (Abb. 41 A) und auch in der eYFP Extraktion (Abb. 41 B) 

gemessen werden konnte. 
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Abbildung 41 - Analyse der anafp Promotoraktivität unter Verwendung eines 
fluoreszierenden Reportersystems. A) Die Luciferaseexpression unter Kontrolle des Anafp-
Promotors zwischen dem ΔcreA Stamm (NP6.4) und dem dazu gehörigen 
Rezipientenstamm (PK2.9) verglichen. Die Proteinhäufigkeit wird aus der auf die optische 
Dichte OD600nm der Kultur normierten Lichtsignalanzahl pro Sekunde geschlossen. Die Daten 
sind repräsentativ für vier andere Experimente. In B) ist die Expression des nachfolgend 
isolierten eYFP gebildet unter der Kontrolle des anafp-Promotors im einem ΔcreA Stamm 
(NP2.8, grau) und dem entsprechende Rezipientenstamm (PK1.22, schwarz) gezeigt. Die 
Expressionsniveaus wurden auf die des Kontrollstammes normalisiert und sind als 
Mittelwert von drei unabhängigen Experimenten dargestellt, die jeweils als Duplikat 
durchgeführt wurden. *, p <0,03. (Abb. entnommen aus Paege et al, 2016 [68]) 

Aus dem in Abb. 35 Seite 106, vorgestellten genomischen Koexpressionsnetzwerks lassen sich für 

einzelne Gene Subnetzwerke extrahieren. In Abb. 42 (Seite 114) ist das Subnetzwerk für AnAFP 

gezeigt, in dem nur Transkriptionsfaktoren (blau) berücksichtigt wurden. Zur in vivo Überprüfung 

dieses Netzwerks wurde exemplarisch stuA (An05g00480) und velC (An04g07320) ausgewählt. Für 

stuA ist bekannt das es Gene, die an der Konidiophorentwicklung beteiligt sind, reguliert und z.B. 

abaA und andere entwicklungsregulierende Gene unterdrückt [94]. Für velC weiß man das es bei A. 

nidulans in der sexuellen Entwicklung eine Rolle spielt [177], außerdem in P. chrysogenum bei der 

Expression von Penicillin und der PR-toxin Biosynthese [178]. 
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Abbildung 42 - Transkriptionsfaktoren aus dem AnAFP Subnetzwerk. Die Darstellung folgt 
den Erläuterungen unter Abb. 35. Die Abb. wurde von Paul Schäpe erstellt und ist aus [168] 
entnommen. 

Beide Transkriptionsfaktoren wurden in den schon bei flbA, brlA und creA genutzten 

Reporterstämmen PK1.22 und PK2.9 von Birgit Baumann deletiert. Die folgende Analyse der 

Aktivität des anafp Promotors wurde wieder in Mikrotiterplatten durchgeführt. In Abb. 43 (VelC) 

und Abb. 44 (StuA) sind die Ergebnisse gezeigt. Die Messungen der Fluoreszenz in den 

Reporterstämmen in Mikrotiterplatten über die Zeit führten leider zu keinen auswertbaren 

Ergebnissen. Zwar gibt es keine Sporulation in den Deletionsstämmen, jedoch im zum Vergleich 

gemessenen Ausgangsstamm PK1.22, die durch die starke Absorption des Melanins sowohl die 

Anregung als auch die Messung der Emission des YFP verhindert. Die Deletion von Velc führt zu 

einer Verringerung und Verzögerung der Aktivität des anafp-Promotors. Die Luciferaseaktivität ist 

im Vergleich zum Wt Pk2.9 schwächer (ca. 20 %) und erreicht ihr Maximum ca. 7 h später (Abb. 

43). Daraus ergibt sich, das VelC anafp positiv reguliert, ein Aktivator des anafp ist. 
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Abbildung 43 - Aktivität des anafp Promotors nach der Deletion des Transkriptionsfaktors 
VelC und im zugehörigen Kontrollstamm (PK2.9) über die Zeit. Die Proteinhäufigkeit wird 
aus der auf die optische Dichte OD600nm der Kultur normierten Lichtsignalanzahl pro 
Sekunde geschlossen. Es sind die Daten eines Versuches als Beispiel für zwei weitere 
Experimente repräsentativ gezeigt. 

Die Deletion des TFs stuA führt zu einer Verstärkung und Verzögerung der Aktivität des AnAFP-

Promotors. Die Luciferaseaktivität ist im Vergleich zum Wt Pk2.9 ca. 30-fach verstärkt und erreicht 

ihr Maximum ca. 36 h später (Abb. 44). Daher kann StuA als Repressor der anafp-Transkription 

gesehen werden. 
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Abbildung 44 - Aktivität des anafp Promotors nach der Deletion des Transkriptionsfaktors 
StuA und im zugehörigen Kontrollstamm (PK2.9) über die Zeit. Die Proteinhäufigkeit wird 
aus der auf die optische Dichte OD600nm der Kultur normierten Lichtsignalanzahl pro 
Sekunde geschlossen. Die rechte y-Achse zeigt die Werte des Deletionsstamms BBA17.6. Es 
sind die Daten eines Versuches als Beispiel für zwei weitere Experimente repräsentativ 
gezeigt. 

Zur Aufnahme und Vergleichbarkeit der Verläufe der LCPS ist das Animpfen mit frisch geernteten 
Konidiosporen vorgesehen. Da die Stämme ΔflbA und ΔbrlA keine Konidiosporen bilden, war die 
Versuchsdurchführung hier nicht möglich. Daher konnten die erhaltenen Daten zur Fluoreszenz des 
extrahierten eYFP auch nicht mit Daten zur Luciferaseaktivität verglichen werden und wurden nicht 
für eine Aussage genutzt. In späteren Versuchen wurde für die Messung der Luciferaseaktivität im 
stuA Deletionsstamm mit abgeschwemmter Biomasse angeimpft. Die Versuche könnten so auch 
für die Stämme ΔbrlA und ΔflbA wiederholt werden. Die Deletion von velC verschiebt die maximale 
Aktivität des AnAFP-Promotors um etwa 8 h und reduziert sie um 20 %. Die Deletion von stuA 
verschiebt die maximale AnAFP-Promotoraktivität um ca. 40 h und erhöht sie um das 31-fache. Die 
hohen LCPS-Messwerte des ΔstuA-Stammes BBA17.6 resultieren jedoch auch aus der fehlenden 
Konidiosporenbildung. Hier wird das Lichtsignal nicht, wie im Wt PK2.9, durch das Melanin der 
Sporen auf der Oberfläche der Kolonie abgeschwächt [179-181]. Das zum Schutz vor UV-Strahlung 
gebildete Pigment [180] absorbiert das Luciferaselichtsignal im Bereich von 450 nm bis 600 nm 
stark [182]. Interessant ist auch der in Abb. 44 sichtbare zweite Peak des Luciferasesignals bei ca. 
84 h für den Wt. Hier kommt es zu einer weiteren Aktivität des AnAFP-Promotors mit geringerer 
Intensität zu einem späteren Zeitpunkt. Die Transkription des anafp ist also zeitlich gesteuert. Das 
Peptid wird in der stationären Wachstumsphase gebildet, in den verwendeten 
Versuchsbedingungen beginnend nach ca. 36 h Kultivierungszeit mit einem Maximum nach ca. 50 h 
und einem zweiten Maximum nach ca. 84 h bevor die Aktivität nach ca. 100 h wieder abnimmt. Es 
konnte also auch hier die aus den Bioreaktorversuchen abgeleitete post-exponentielle Produktion 
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des AnAFP aufgenommen werden. Die erneute Aktivität des Panafp im Wt PK2.9 ist in den 
Messungen der ΔvelC und ΔcreA nicht zu sehen, da hier an einem Gerät mit geringerer 
Empfindlichkeit gemessen wurde. Das Maximum von 80.000 LCPS im stuA-Versuch entspricht dort 
nur einem Wert von 5000 LCPS. Daher sind die späteren Werte zur Aktivität des anafp-Promotors 
aus den stuA-Stamm-Messungen dort nicht sichtbar geworden. Die Empfindlichkeit der Detektion 
ist nicht linear, die schwachen Signale liegen daher im Hintergrundsignal des Gerätes. Die 
Vorhersagen des Genkoexpressionsnetzwerks für AnAFP konnten in den Versuchen bestätigt 
werden. Die Transkriptionsfaktoren StuA und VelC wirken regulierend auf die Aktivität des anafp-
Promotors 

5.7. Die AFP-Familie 
 Identifizierung der AFP Orthologe / AFP-Familienmitglieder 5.7.1.

Aus den Erkenntnissen durch die Analysen der Transkriptomdatenbank von A. niger zum AnAFP 

lassen sich Rückschlüsse auf das AFP ziehen. Die Nutzung der guten Datenlage eines anderen AFP-

Familienmitglieds für Analysen ergibt Sinn, um ein umfassenderes Bild von der Wirkweise und dem 

Potential der AFPs zu bekommen. Daher wurde nach weiterenn Mitgliedern der AFP-Familie 

gesucht, um das Informationsspektrum zu erweitern und vergleichende Analysen durchführen zu 

können. Die Ähnlichkeiten der bekannten antimykotischen Peptide AFP, ANAFP, PAF und NAFP 

(Tab. 4, Seite 21) deuten darauf hin, dass sich weitere Orthologe dieser Peptide in anderen Arten 

filamentöser Pilze finden lassen. Basierend auf der Sequenzierung von Genomen ist die 

Identifikation auf Genebene, aber auch auf Proteinebene durch die Vorhersage der 

Transkriptionsprodukte, möglich. Der Abgleich von der Proteinsequenzen ergibt auf Grund der sehr 

variablen Codonnutzung zwischen den Spezies validere Ergebnisse. So lassen sich durch einen 

pBLAST [77] mit der prozessierten AnAFP Sequenz (Tab. 39) 51 orthologe Peptide identifizieren und 

mit der Sequenz des prozessierten AFP (Tab. 39) 53 Orthologe Peptide (Stand 18.07.2019). Von den 

identifizierten Peptiden wurden 2016 49 Peptide näher untersucht [68]. Sie weisen alle eine 

ähnliche Verteilung der mindestens 6 Cysteine in ihrer Primärstruktur auf: CX(6)CX(11–12)CX(4–

9)CX(6)CX(10–13)C [68]. Es gehören 35 der identifizierten Peptide zu Pilzarten aus dem Reich der 

Ascomyceten, der Rest bis auf ein Peptid zu anderen Pilzabteilungen. Die Ausnahme bildet ein 

endogenes AFP homolog aus der Perlhirse, dass weniger eine antimykotische [68] , als eher eine 

zellinterne Funktion bei Trockenstress zu haben scheint [183]. 

Tab. 39 - Primärstruktur von AFP und AnAFP. 

 Gennr. Sequenz des prozessierten Peptids Uniprot-
Nr. 

AFP CAA43181.1 ATYNGKCYKKDNICKYKAQSGKTAICKCYVKKCPRDGAKCEFDSY
KGKCYC 

P17737.2 

AnAFP An07g01320 KYGGECSVEHNTCTYLKGGKDHIVSCPSAANLRCKTERHHCEYD
EHHKTVDCQTPV 

A2QM98 
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Beide Peptide aus Tab. 39 werden der „Conserved Protein Domain Family: Antifungal_prot 

pfam11402 “ zugeordnet. Aus den identifizierten Orthologen können Sequenzabgleiche und darauf 

aufbauend Stammbäume erstellet werden. In Abb. 45 sind die Übereinstimmung der NMR-

basierten Lokalisation des Strukturmotivs β-Faltblatt mit in silico vorhersagen für AFP und PAF 

gezeigt. Das Verfahren kann also auf andere AFPs wie AnAFP angewendet werden (Abb. 45, oben). 

In der Tabelle (Abb. 45, unten) sind die gefundenen Orthologe zum prozessierten AFP aufgelistet. 

Interessant ist der hohe Grad der Konservierung der Cysteinreste und das Vorhandensein eines γ-

cores in allen gefundenen Peptiden (Abb. 45), das auf einen gemeinsamen Vorfahren und/oder die 

parallele Entwicklung derselben Strukturen hindeutet. Trotz der Ähnlichkeit der in ihrem Genom 

kodierten Proteine, die zur AFP-Familie gehören, wirkt z.B. das AFP von A. giganteus 

wachstumshemmend auf A. niger oder F. graminearum. Die antimykotische Wirkspezifität hängt 

also von den geringen Unterschieden, wieder der vielen Gemeinsamkeiten, ab. 
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Abbildung 45 – Abgleich der Primär- und Sekundärstrukturen von AnAFP-Orthologen. In der 
oberen Abbildung ist die Vorhersage der Sekundärstrukturen von AFP und PAF mit dem 
„PredictProtein Server“ [184] gezeigt. Man sieht eine übereinstimmende Anordnung der β-
Faltblätter zum bekannten NMR Ergebnis darüber. Die blauen Pfeile, bzw. großen E stehen für die 
Positionen der β-Faltblätter, Linien markieren die Position von Schleifen oder Kurven im Peptid und 
Lücken werden durch Punkte dargestellt. Die Lücken ergeben sich aus der Ausrichtung der 
Sequenzen zueinander. In der unteren Tabelle wurden die Aminosäuresequenzen von den 
prozessierten Peptiden der AFP-Familie mit CLUSTAL W zueinander ausgerichtet. Die Namen der 
entsprechenden Organismen, die das jeweilige AFP Ortholog besitzen, sind unter Verwendung des 
ersten Buchstabens des Gattungsnamens, gefolgt von den ersten drei Buchstaben des 
Speziesnamens abgekürzt. Die Protein- / GenBank-Nummern von UniProtKB, AspGD bzw. NCBI sind 
in Klammern angegeben. Mit Sternchen markierte Aminosäuresequenzen sind aus einer Sequenz- 
Datenbankanalyse entnommen. Obwohl einige der aufgeführten prozessierten Peptide identisch 
sind (markiert mit eckigen Klammern) unterscheiden sich alle mindestens in einer Aminosäure, 
wenn man auch die Prä-Pro-Regionen berücksichtigt. In den Kästchen sind die konservierten 
Cysteinreste, vorausgesagte oder bekannte γ-core Bereiche werden durch schattierte Kästchen 
markiert. (Die Abb. wurde von Dr. Sascha Jung erstellt und aus [68] entnommen) 

Die Verteilung der AFP Orthologe über drei Superklassen des pilzlichen Stammbaumes (Abb. 46) 

lässt auf einen gemeinsamen Vorläufer und/ oder parallele Evolution der Gene schließen. Es finden 

sich 16 Vertreter der AFP-Familie jeweils in der Klasse der Sordariomycetes und Eurotiomycetes 

und drei in der Klasse der Dothideomycetes. Es handelt sich also um ein verbreitetes und damit 

anscheinend um eine Peptidstruktur mit wichtiger Funktion, da sie im Laufe der Evolution vielfach 

adaptiert und beibehalten wurde. 
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Abbildung 46 – Hyphenpilzarten die AnAFP-Orthologen in ihrem Genom haben (siehe Abb. 45) und 
ihre Verteilung im Ascomycota Stammbaum. Dargestellt ist ein Auszug aus dem Ascomyota-
Stammbaum nach Schoch et al., 2009 [185]. Die Arten mit AnAFP-Orthologen werden nach ihrer 
Klasse aufgelistet. Die Superklassen sind mit den Nummern 1 bis 3 gekennzeichnet. 1, 
Sordariomyceta; 2, Leotiomyceta; 3, Dothideomyceta. Die Arten-/Gattungsnummern sind in 
Klammern neben den Namen der Superklassen angegeben. Die gestrichelte Linie repräsentiert den 
letzten gemeinsamen Vorfahren der drei Oberklassen. (Die Abb. wurde von Dr. Sascha Jung erstellt 
und aus [68]entnommen) 
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6. Diskussion 

Das Ziel dieser Arbeit war das bessere Verständnis und die Aufdeckung neuer Aspekte der 

Wirkweise des antimykotischen Peptids AFP. Dafür grundlegend war eine etablierte Produktion 

und Reinigung des AFPs. Durch Versuche mit dem hergestellten, reinen Protein wurde dann die 

Bedeutung der C3-unngesättigten GlyCer für die wachstumshemmende Wirkung des AFPs 

untersucht und bestätigt. Außerdem wurden zur Nutzung einer größeren Datengrundlage andere 

AFP-Familienmitglieder identifiziert, von denen das AnAFP mittels der Transkriptomdaten von A. 

niger neue Erkenntnisse über die intrazelluläre Rolle des AnAFP, und somit auch die mögliche 

Bedeutung des AFP im Metabolismus, aufzeigte. 

6.1. AFP-Produktion 

Die Herstellung von reinen und intakten Peptiden aus den Kulturüberständen von filamentösen 

Pilzen ist anspruchsvoll, da diese eine Vielzahl verschiedener Proteine, inklusive vieler Proteasen, in 

großen Mengen sekretieren [186]. Die Abtrennung der Biomasse vom flüssigen Teil der Kultur 

stellt, auch im Labormaßstab, ebenfalls ein Problem dar. Filamentöse Pilze lassen sich nur im stark 

lysierten Zustand gut durch Zentrifugation konzentrieren. In der Regel filtriert man deshalb die 

Pilzkulturen, was je nach Menge und Zustand der Kultur sehr lange dauern kann. 

Die Etablierung einer verbesserten Produktionsmethode für das AFP fand daher nicht nur unter 

dem Aspekt der Maximierung der Ausbeute, sondern auch der effektiveren Handhabung des 

Prozesses statt. Die bisherige Kultivierung von A. giganteus im Schüttelkolben [82] liefert relativ 

geringe Ausbeuten und erlaubte nur eine eingeschränkte Kontrolle und Steuerung des Prozesses, 

wie es die Bioreaktorkultivierung möglich macht [152]. Das ursprünglich von Dr. Jean-Paul 

Ouedraogo [169] entwickelte Protokoll für die Bioreaktorkultivierung von A. giganteus wurde im 

Laufe dieser Arbeit weiterentwickelt, ebenso dessen Protokoll für die Reinigung des AFPs aus dem 

Kulturüberstand. Der bisher durchgeführte Temperatursprung auf 37 °C brachte eine verstärkte 

Lyse der Biomasse mit sich, die sich sehr nachteilig auf den downstream-Prozess bezüglich der 

Reinigung des AFPs auswirkte. Die ursprüngliche Gewinnung des AFPs durch die Zugabe der 

Kationentauschermatrix zum Kulturüberstand [82] brachte nur geringe AFP Ausbeuten, daher 

wurde die Affinität zum Zellwandpolymer Chitin für die Reinigung genutzt. Die Elution erfolgte mit 

1,5 M NaCl in PBS Puffer pH 7,4, gelang aber nur partiell. Ein Teil des AFPs konnte nicht eluiert 

werden. In kleinem Maßstab wurden Versuche mit selbst hergestelltem Chitosan [187] und 

zerkleinertem Chitin durchgeführt (Daten nicht gezeigt). Die Ausbeuten waren jedoch ähnlich. Eine 

Verbesserung der Methode wäre mit Sicherheit durch die Nutzung einer Chitosan-FPLC Säule 

möglich [187], da hier der Kulturüberstand mehrfach zum Beladen über die Säule gegeben werden 

und eine stufenweise Elution erfolgen kann. 
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Während der Kultivierung von A. giganteus ohne pH-Kontrolle kommt es zum Anstieg des pH-

Wertes von 5,8 auf ein basisches Level von ca. 8,2. Wodurch dieser Anstieg zu Stande kommt ist 

unklar. Es zeigte sich in anderen Arbeiten, dass der pH-Anstieg typisch für die späte 

Wachstumsphase des Pilzes ist und auch in Verbindung mit der Produktion des AFPs steht [150]. 

Ein künstlicher pH-Wechsel von 5,8 zu 8 fördert die Sekretion des AFPs [89]. Deshalb wurde der 

natürliche pH-Verlauf der A. giganteus Kultivierung nachgestellt. Ein entsprechendes pH-Profil 

wurde aus mehreren, nicht pH-regulierten Läufen erstellt und die AFP Ausbeuten mit den 

vorherigen Kultivierungen verglichen. Interessanterweise wird in diesen Ansätzen deutlich weniger 

Biomasse gebildet (4,6 g/kg statt 6,8 g/kg), als in den Bioreaktorläufen mit konstantem pH 5,8. 

Man könnte vermuten, dass bei gleicher Biomassebildung der AFP-Gewinn bezogen auf den 

gesamten Bioreaktor größer wäre. Insgesamt wird so jedoch die Säure zur Regulation des pH-

Wertes gespart und es kommt am Ende der Kultivierung nicht zu einer Lyse der Biomasse. Die 

effektivste Verbesserung der AFP-Produktion entstand durch das Waschen der Biomasse mit 

Elutionspuffer. So lässt sich ungefähr die gleiche AFP-Menge wie aus dem Kulturüberstand 

zusätzlich gewinnen. Das vom Chitin und der Biomasse eluierte AFP muss weiter gereinigt werden, 

da sich noch andere Proteine im Eluat befinden. Durch Gelfiltration lässt sich das AFP von 

Proteinen anderer Größe trennen, aber es finden sich jedoch noch geringe Mengen anderer 

Proteine in derselben Fraktion und man kann nur geringe Mengen des Chitin-Eluates auftragen 

(max. 5 % des Säulenvolumens = ca. 5 ml). Eine Verbesserung diesbezüglich brachte die Nutzung 

einer Kationentauschersäule in der FPLC, anstelle der Größenausschlusschromatographie [82]. 

Zwar muss für die Bindung an den Kationentauscher das vom Chitin eluierte AFP durch einen 

Dialyseschritt wieder von Natriumchlorid befreit werden, jedoch ist ein mehrfaches Beladen mit 

einem größeren Volumen möglich und eine durch einen Salzgradienten gesteuerte Elution. Die 

finale Ausbeute reinen AFPs lag jeweils bei ca. 10 mg/l Reaktorvolumen, zusammengerechnet 40 

mg pro Reaktorlauf. 
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Tabelle 40 - Beschriebene AFP-Varianten mit den jeweiligen Änderungen zum 
ursprünglichen, reifen Peptid und MIC90-Konzentrationen 

AFP-

Variante 

Organismus Sequenz MIC90 Referenz 

AFP A. giganteus/ 

P. pastoris 

ATYNGKCYKKDNICKYKAQSGKTAIC

KCYVKKCPRDGAKCEFDSYKGKCYC 

A. niger N402 

= 1 µg/ml; 

F. verticilloides 

= 0,5 µM 

[82, 84] 

lf-AFP A. giganteus DESAVL-ATY… Nicht 

bestimmt 

[83] 

pro-AFP 1 P. pastoris EAEAEF-ATY… F. verticilloides 

= 0,5 µM<x 

µM<2 µM 

[84] 

pro-AFP 2 P. pastoris EAEF-ATY… Nicht 

bestimmt 

[84] 

sf-AFP A. giganteus 

0902 

-TYN… A. niger N402 

= x > 4 µg/ml 

[154] 

N-term 

_6xHis 

A. niger HHHHHHGSG-ATY… A. niger N402 

= 86 µg/ml 

Bachelorarb

eit D. 

Günther, 

2015 

C-term 

_6xHis 

A. niger …CYC-GSGHHHHHH A. niger N402 

= 31 µg/ml 

Bachelorarb

eit D. 

Günther, 

2015 
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C-term 

_eGFP-

6xHIS 

A. niger …CYC-GGSGSGSSVSKGEELFT 

GVVPILVELDGDVNGHKFSV 

SGEGEGDATYGKLTLKFICT 

TGKLPVPWPTLVTTLTYGVQ 

CFSRYPDHMKQHDFFKSAMP 

EGYVQERTIFFKDDGNYKTR 

AEVKFEGDTLVNRIELKGID 

FKEDGNILGHKLEYNYNSHN 

VYIMADKQKNGIKVNFKIRH 

NIEDGSVQLADHYQQNTPIG 

DGPVLLPDNHYLSTQSALSK 

DPNEKRDHMVLLEFVTAAGI 

TLGMDELYKGSGHHHHHH 

Nicht 

bestimmt 

Bachelorarb

eit M. 

Buschke, 

2015 

 

Mittels RP-HPLC konnte die Identität und Reinheit des gereinigten AFPs überprüft werden. Wenn 

man den Laufmittelgradienten abflacht, das heißt die Konzentration an Acetonitril langsamer 

steigen lässt, kann man den ursprünglichen AFP Peak weiter auftrennen. Das Ziel war die Trennung 

von möglichen AFP Varianten. Die Auftrennung führte zu einer Fraktion AFP1, die sich in der 

MS/MS als das erwartete prozessierte Peptid identifizieren lies. Es wurde auch ein NMR-Spektrum 

und MIC90-Messung durchgeführt. Das AFP2 ist jedoch wider Erwarten kein früher beschriebenes 

Disulfiddbrückenisomer des AFPs [79], sondern eine Variante mit fehlendem Alanin am N-Terminus 

des Peptids (Tab. 40). Durchgeführte MIC90-Messungen zeigten, dass diese Form mehr als 4x 

weniger antimykotisch aktiv ist. AFP2 entsteht auch nicht aus AFP1, da keine erneute Trennung des 

AFP1 Signals bei der zweiten Elution in der RP-HPLC zu erkennen ist. Das Ergebnis passt zu den 

erhaltenen MIC90-Messungen mit anderen AFP-Formen, die N- oder C-terminal verändert wurden 

(Tab. 40). Während das als Kontrolle gestestete AFP in den MIC90-Messungen einen 

prognostizierten MIC90 von 5 µg/ml hat, liegt er bei der C-terminal 6xHis-getaggten Variante bei 31 

µg/ml und der N-terminal 6xHis-getaggten Variante sogar bei 86 µg/ml. Die MIC90-Werte sind 

errechnet, abgeleitet aus der Wachstumshemmung bei den getesteten Konzentrationen. 

Offensichtlich wird die Beeinflussung der Aktivität durch ein N-terminales Pre-protein auch 

beibehalten, wenn dieses nur eine Größe von sechs AS, wie beim lf-AFP, oder weniger, hat. Ein 

fehlendes Alanin am N-terminus reicht zur Reduzierung der antimykotischen Aktivität ebenfalls 

aus. Dies kann an seiner Eigenschaft als Helixbildner [188] liegen. Auch eine von Lopez-Garcia et al 

2009 in P. pastoris erzeugte AFP Variante mit N-terminal zusätzlich vier oder sechs AS [84] 

entstand durch unvollständigen proteolytischen Abbau durch die Kex2- und Ste13-Protease. Beide 

Varianten (Tab. 40), pro-AFP genannt, unterscheiden sich in der Sequenz der zusätzlichen Reste 

vom lf-AFP, sind jedoch trotzdem wesentlich geringer antimykotisch aktiv [84]. Eine Überprüfung 

mittels CD-Spektroskopie zeigt jedoch, dass die grundsätzliche Struktur des Peptids erhalten bleibt. 
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Die Idee der Veränderung der Konformation durch zusätzliche Aminosäuren an den Enden des 

AFPs wird auch durch die ungewöhnliche Stabilität des His-tags in den AFP-Varianten bestärkt. 

Sowohl das C- als auch das N-terminal 6xHis-getaggte AFP wurden in A. niger heterolog hergestellt. 

Üblicherweise kommt es im Kulturüberstand von A. niger zu einer starken Degradation von His-

tags an Proteinen (persönliche Kommunikation mit Prof. Arthur Ram, Leiden Universität). Beim 

AFP, und auch AnAFP, scheint die Struktur den Tag vor proteolytischer Spaltung zu schützen, so 

dass nach Induktion der AFP Produktion im Tet-On-System in A. niger ca. 4,2 mg/l Kulturvolumen C-

terminal 6xHis getaggtes AFP und 3,3 mg/l Kulturvolumen N-terminal 6xHis getaggtes AFP mittels 

Nickel-Affinitäts-Chromatografie gewonnen werden konnten. Eventuell schützt die Struktur des 

AFPs vor dem proteolytischen Abbau N-terminaler Reste und verursacht damit die hohe 

Konzentration von AFP-Derivaten zu verschiedenen Zeitpunkten der Kultivierung. 

Um der Problematik unterschiedlicher AFP-Derivate zu entgehen, bietet sich unter anderem die 

heterologe Expression in P. pastoris an [84]. Zum einen wird durch das Fehlen des Pro- und Pre-

proteins die proteolytischen Erzeugung von AFP-Isomeren während des Abbaus des N-terminalen 

Pre-proteins verhindert. Zum anderen ist P. pastoris ein für die Proteinproduktion etabliertes 

System. Die Ausbeuten an AFP waren leicht geringer als in A. giganteus Kultivierungen (Gelbilder 

nicht gezeigt), was jedoch durch die leichtere Trennung des Kulturüberstandes von den Zellen 

mittels Zentrifugation, die kürzere Kultivierungszeit (50 h), die geringere Verunreinigung des 

Kulturüberstandes mit Fremdproteinen und die leichtere Handhabung von Vorkultur und 

Hauptkultur im Bioreaktor ausgeglichen wird. Zudem ist die Übertragung der heterologen 

Produktion von Proteinen in große Maßstäbe vergleichsweise einfach und etabliert [189]. Die 

verbesserte Reinheit des aus P. pastoris Stamm LH6.6 gewonnenen AFPs ist im RP-HPLC Profil der 

AFP Elution zu sehen (Abb. 20, Seite 77). Die „Schulter“ des Peaks auf der rechten Seite, aus der 

sich bei langsamer ansteigendem Acetonitrilgradienten das AFP2 isolieren lies, ist verschwunden. 

Die antimykotische Aktivität des P. pastoris AFPs ist gleich dem A. giganteus AFP (Abb. 21, Seite 

79). 

6.2. Wirkweise von AFP 

Bisherige Untersuchungen haben gezeigt, dass AFP einen Einfluss auf die Chitinsynthese in 

sensitiven Pilzen hat. Durch frühere Versuche der Arbeitsgruppe an S. cerevisiae knock-out 

Stämmen konnten Gene und die dahinterstehenden biologischen Regelkreise identifiziert werden, 

die die eigentlich resistente Hefe AFP-sensitiv machen [169]. Die daraus abgeleiteten Signalwege 

sind der Kalzium-Signalweg, der TOR-Signalweg, der cAMP-Proteinkinase-Signalweg und der cell 

wall integrity (CWI)-Signalweg. Sobald Gene, die für Proteine dieser Signalwege kodieren deletiert 

sind, wird S. cerevisiae empfindlich gegenüber AFP. Daraus lassen sich letztendlich die Bedeutung 

der Wahrnehmung des durch AFP ausgelösten Zellwandstresses und die Aktivierung der richtigen 

Gegenmaßnahmen für das Überleben der Zelle ableiten. Es zeigte sich, dass die Fähigkeit der 
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Hefezelle durch eine Verstärkung ihrer Chitinsynthese auf AFP zu reagieren, der Schlüssel für ihre 

Resistenz ist [169]. Sobald die dazugehörigen Signalwege, wie z.B. der Calzineurin-Weg, blockiert 

sind, oder die den Zellwandstress registrierenden und weiterleitenden Signalkaskaden (z.B. Wsc1p 

und Wsc2p des CWI) die zu einer entsprechenden Antwort führen, wird S cerevisiae AFP sensitiv 

[169]. Die Zellen teilen sich dann nicht mehr, sondern bleiben nach der Bildung der Tochterzelle 

verbunden [169]. Es wird angenommen, dass von den drei in S. cerevisiae beschriebenen 

Chitinsynthasen besonders die Chs3 in die Antwort auf AFP involviert ist. Die Relevanz der 

Erhöhung des Chitingehaltes zum Überstehen einer AFP-Attacke konnte experimentell auch für 

filamentöse Pilze wie F. oxysporum (ΔchsV) [91] , A. niger (ΔchsB, ΔcsmB) [169] und A. oryzae 

(ΔchsB, ΔcsmB) [169] bestätigt werden. Interessanterweise findet hier auch eine weniger starke bis 

keine Membranpermeabilisierung [169] statt. Die Bedeutung des Proteinkinase C (Pkc/Mitogen-

aktiviertem Proteinkinase (MpK)) Signalweges, der Aktivität der α-Glucansynthase A (agsA) und 

somit eine Verbindung zum cell wall integrity pathway wurde auch durch Studien an AFP-

hypersensitiven A. nidulans- und A. niger-Mutanten gezeigt [190]. Eine Pilzzelle muss als Reaktion 

auf die Schwächung der Zellwandintegrität durch die AFP-ausgelöste Hemmung der 

Chitinsynthase-Aktivität [169] mit einer Verstärkung der Chitinsynthese über den Kalzium-

Signalweg reagieren. AFP-sensitive Pilze wie A. niger reagieren jedoch mittels Aktivierung der 

Glucansynthese durch den CWI-Signalweg, was letztendlich zum Platzen der Hyphe führt. Auf 

Grund von Vergleichen der GlyCer-Zusammensetzung der Membranen sensitiver und resistenter 

filamentöser Pilze wurden Δ3-ungesättigte GlyCer als mögliche AFP-Angriffspunkte identifiziert. Die 

Relevanz der Glucosylceramide für die antimykotische Wirkung von AFP konnte mittels Blockierung 

der Glucosylceramidsynthese gezeigt werden. 

Die Sensitivität von Pilzen bezgl. AFP lässt sich jedoch nicht nur durch die Wahl der 

Abwehrstrategien erklären. Die Unterschiede in der Auswirkung auf sensitive und nicht-sensitive 

Pilze lassen Rückschlüsse auf das Vorhandensein eines AFP-spezifischen Ziels an der Zelloberfläche 

zu [88, 92, 191]. Basierend auf den Untersuchungen von S. Zäuner et al. [125] wurde die Hypothese 

aufgestellt, das die Sättigung der Fettsäure in den GlyCer der Membran filamentöser Pilze eine 

Auswirkung auf die Empfindlichkeit gegenüber AFP hat. Es fand sich ein Zusammenhang zwischen 

der Empfindlichkeit von A. niger und A. fumigatus mit dem Vorhandensein von GluCer in D-PDMP 

Messungen [92]. Weitere Versuche in der vorliegenden Arbeit bestätigten die Ergebnisse. 

Interessant ist das in der D-PDMP Messung keine Wachstumsunterschiede (OD595nm) zwischen den 

mit D-PDMP und nicht mit D-PDMP behandelten Stämmen gemessen werden konnten, die 

Deletion von gcsA in A. nidulans jedoch zu einem Phänotyp mit geringerem Wachstum führt [166]. 

Daher lässt sich vermuten, dass die chemische Reduzierung der GluCer durch D-PDMP zwar stark 

[192] , aber nicht 100%ig ist. Weiterhin könnte das Enzym noch eine weitere Funktion haben, die 

von nicht-blockierten Molekülen ausgeübt werden kann. Ergebnisse, die auf einen Zusammenhang 

von der GlyCer Desaturierung mit der Empfindlichkeit gegenüber AMPs, auch dem AFP von A. 

giganteus, hinweisen wurden in [193] beschrieben. Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden das 
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(i) das Vorhandensein von GluCer und (ii) das Vorhandensein der Δ3(E)-Desaturierung zwischen 

dem dritten und vierten Kohlenstoffatom der Fettsäure der GlyCer wichtig für die Empfindlichkeit 

gegenüber AFP ist sowie das (iii) die Sättigung der ursprünglichen Δ3(E)-Desaturierung als Reaktion 

auf das AFP eine Verstärkung der Zellwand bewirkt, wodurch die Zelle unempfindlicher wird. Die 

Versuche an P. pastoris, S. cerevisiae, A. fumigatus, A. niger und F. graminearum zeigen die 

Gültigkeit des aufgedeckten Mechanismus über die Speziesgrenze hinaus. Sowohl Hinweise für die 

Wechselwirkung der GlyCer mit AFP, als auch den folgenden Einfluss auf die Synthese der 

Zellwandpolymere Chitin und β-Glucan, konnten durch die Nutzung von den N-acyl-Δ3(E)-

Desaturase Enzymorthologen aus F. graminearum und A. niger und deren gleiche Wirkung in 

verschiedenen Pilzarten gezeigt werden. Die N-acyl-Δ3(E)-Desaturase aus A. niger wurde nach 

Bestätigung ihrer Funktion DtdA genannt. Die gewonnenen Daten lassen Rückschlüsse auf 

mechanistische Effekte zu, die sich in einen Zusammenhang mit dem „damage-response 

framework“ [194] einordnen lassen. Das ursprüngliche Model von Casadevall et al (1999) wurde 

2011 von Ouedraogo et al. für AMPs, inklusive AFPs (Abb. 47), adaptiert [169]. In Tab. 41 sind alle 

acht AMPs aufgelistet, für die ein Zusammenhang ihrer antimikrobiellen Wirkung mit dem 

Vorhandensein von GlyCer in der Membran der sensiblen Organismen beschrieben ist. Es handelt 

sich also nicht nur um einen für AFP gültigen Bestandteil des Wirkmechanismus. 
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Tab. 41 - AMPs für die eine Wechselwirkung mit GlyCer beschrieben ist (Stand 21.07.2019) 

 

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit legen nahe, das GlyCer mit einer C3-ungesättigten 

Fettsäure direkte oder indirekte Angriffspunkte des AFPs sein könnten. Wahrscheinlicher ist 

jedoch, dass die von Ihnen beeinflusste Umgebung in den lipid rafts [118] ausschlaggebend ist. 

Außerdem wurde gezeigt, dass C3-gesättigte GlyCer in filamentösen Pilzen wichtig für Erhöhung 
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der Aktivität der Chitin- und Glucansynthasen zum Widerstehen der Wachstumshemmung durch 

das AFP sind. 

 

Abbildung 47 – Zusammenhang der antimykotischen Aktivitäten eines AMPs und der 
Reaktion der Zellen nach Ouedraogo et al. [169]. A) Der Bezug zwischen Schädigung und 
Reaktion eines Mikroorganismus darauf wird durch eine parabolische Kurve [200] 
wiedergegeben. Wenn dieses Konzept auf die AMP-Mikroorganismus-Wechselwirkung 
übertragen wird, wird auf der y-Achse die mikrobielle Schädigung, die als Störung der 
Zellhomöostase definiert ist, abgetragen. Die mikrobielle Schädigung hängt auch von der 
mikrobiellen Reaktion, die in Bezug auf Qualität und Quantität als schwach, angemessen 
oder (zu) stark eingestuft werden kann, ab. Sowohl eine zu schwache als auch eine zu 
starke Reaktion kann den Mikroorganismus schädigen oder töten. B) Die csmB-Deletion, die 
chsV-Deletion, die dtdA-Deletion und die GluCer-Reduzierung durch D-PDMP schützen 
jeweils A. niger, F. oxysporum und F. graminearum gegen die Wirkung des AFPs, wobei 
letztere F. oxysporum komplett unempfindlich gegen AFP machen. 

Die Synthese der GlyCer findet im ER und Golgiapparat [201, 202] durch dort i.d.R. 

membrangebundene Enzyme statt. Die fertigen GlyCer werden durch Vesikel zur 

Plasmamembranen der pilzlichen Zelle transportiert [201]. Durch pBLAST-Analysen [203] ließen 

sich die entsprechenden Gene in A. niger identifizieren (Tab. 36, Seite 86). Die Untersuchung einer 

Stammsammlung mit Deletionen der entsprechenden Gene könnte weitere Einblicke in die 

Bedeutung der GlyCer für A. niger und die Wirkung des AFPs liefern [204]. Die Synthese der GlyCer 

ist in Säugetieren für zahlreiche Prozesse, wie z.B. die Zell-Zell-Kommunikation, den Kalzium-

Signalweg und die Endozytose [205] wichtig. Im Reich der Pilze lässt sich die Bedeutung der GlyCer 

nicht genau festlegen, da sich je nach Spezies Deletionen im GlyCer-Syntheseweg unterschiedlich 

auswirken [124, 206-208] können. Außerdem finden sich zahlreiche Unterschiede in der 

Plasmamembranzusammensetzung zwischen den Pilzspezies [126], die eine eindeutig Ursache-
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Wirkungs-Beziehung erschweren. Die Deletion der Ceramidsynthase bar1 in F. graminearum 

resultiert in einer atypischen Morphologie, gestörter Ausbildung des Spitzenkörpers, verstärkter 

Bildung von Vakuolen, es werden weniger und kleinere Makrokonidien gebildet und keine 

Perithezien [121]. Die Deletion des Genorthologs barA in A. nidulans führt hingegen zu Defekten in 

der Hyphenpolarität [121]. Die Deletion der UDP-Glucose:Ceramid Glucosyltransferase (= 

Glucosylceramid Synthase) in A. nidulans und A. fumigatus resultiert in einem Wachstumsstopp 

der Keimlinge, geschwollenen, unförmigen sowie vielen mitotischen Zellkernen [157]. Auf der 

anderen Seite führt die Deletion von Glucosylceramiden in den Hefen P. pastoris und C. albicans 

nicht zu phänotypischen Defekten [165]. Hefen synthetisieren hauptsächlich 

Inositolphosphorylceramide in ihren Membranen, wie z.B. Mannosyl-diinositolphosphoceramid 

und Mannosyl-inositolphosphoceramid. Die Hefe S. cerevisiae hat ausschließlich Inositol-haltige 

Ceramide. Die Ergebnisse der Deletionsstudien für verschiedenen Gene in unterschiedlichen 

Organismen sind teilweise widersprüchlich. Das kann daran liegen, dass Sphingosine selbst als 

antimikrobielle Substanzen beschrieben sind [209] und die Deletion eines Gens in der 

Herstellungskaskade des Glycosylceramides (Abb. 12, Seite 29) zur Anreicherung einer Vorstufe 

führen kann, die dann zelltoxisch wirkt. GlyCer sind aber allgemein in Pilzen für Prozesse wie das 

polarisierte Wachstum [204], die Konidienbildung [121] und Stressresistenz [210] wichtig. Es wurde 

gezeigt, dass GlyCer Bestandteile von lipid rafts, in den Zellmembranen sind. Diese lokale 

Konzentration [211] von GlyCer und Plasmamembranproteinen, und die daraus resultierende 

Schaffung eines Bereiches mit veränderten biophysikalischen Eigenschaften [211], erklärt ihren 

Einfluss auf viele metabolische Prozesse. Es gibt nur wenige Erkenntnisse zu den lipid rafts 

pilzlicher Membranen. In den Membranen des Oomycceten Saprolegnia monoica wurden pilzliche 

Glucan- und Chitinsynthasen in lipid rafts nachgewiesen [212]. Ob sich diese Erkenntnisse auf 

andere Pilze übertragen lassen ist wahrscheinlich, aber nicht zwangsläufig. Die Chitin- und 

Glucansynthasen müssten an die Unterschiede in der Ceramidzusammensetzung in den jeweiligen 

Plasmamembranen angepasst sein. Trotzdem lässt sich aus den Erkenntnissen der Versuche in 

dieser Arbeit zusammen mit den Ergebnissen vorheriger Arbeiten der Gruppe ein Modell herleiten, 

das in Abb. 48 Seite 133, dargestellt ist: AFP reichert sich nach der Sekretion in die Umgebung 

durch seine hohe Chitin-Affinität an der fungalen Zellwand an [82, 213]. Das geschieht auch bei A. 

giganteus selbst. In AFP-sensitiven Pilzen folgt auf die lokale Konzentration des AFPs an der 

pilzlichen Zellwand eine Interaktion mit der Plasmamembran. Das schon beschriebene γ-core 

Motiv, von dem AFP sogar zwei besitzt, wird als Interaktionspunkt mit der Membran gesehen. In in 

silico molekulardynamischen Simulationen des Fachgebiets „Modellierung biomolekularer 

Systeme“ der TU Berlin von Frau Prof. Dr. Mroginski konnte die Bedeutung des γ-core Motivs 

nachgewiesen werden [154]. Der γ-core Bereich [76] des AFPs hat sich hierbei klar als 

Plasmamembraninteraktionsstelle gezeigt (Abb. 48, oben links). Die Interaktion von AFP mit der 

Plasmamembran konnte auch in licht- und elektronenmikroskopischen Bildern gezeigt werden [82, 

91, 213]. Aus den Ergebnissen dieser Arbeit lässt sich ableiten das AFP mit den GlyCer der 
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Zellmembran direkt oder indirekt wechselwirkt. Folglich wird die Aktivität der dort lokalisierten 

Chitinsynthasen beeinflusst [101]. Die Chitinsynthasen der Klasse III und Klasse V findet man 

exklusiv in Pilzen die zu einem Mycel wachsen [214]. Andere Arbeiten dieser Gruppe haben 

gezeigt, dass diese Chitinsynthaseklassen eine Bedeutung für die Wirkung des AFP haben [91]. Aus 

den Ergebnissen dieser Arbeit lässt sich das Model (Abb. 48, Seite 133) folgendermaßen erweitern. 

Die Δ3-ungesättigten GlyCer schaffen eine Plasmamembranumgebung, die für die korrekte 

Integration und damit Funktion der Chitinsynthasen in die Lipidflöße der Plasmamembran wichtig 

sind. Die Deletion der dtdA wird verändert diese Plasmamembranbereiche und es sind werden 

weniger Chitinsynthasen der Klasse III und V dort integriert, bzw. sind funktional. Damit ist die 

Plasmamembran der Pilzzelle weniger durch AFP beeinflussbar, wodurch der Pilz unempfindlicher 

gegenüber AFP wird. Der Vergleich der Zellwandpolymerkonzentration von A. niger Wt N402 und 

dtdA-Deletionsstamm NP1.15 zeigt ohne AFP-Zugabe keinen Unterschied in der Konzentration von 

Chitin und Glucan in der Zellwand. Auch für die vierfach Chitinsynthasen (ΔcsmA / csmB / csmF und 

csmD) Deletionsmutante von A. fumigatus [215] wurden nur geringe Abweichungen im 

Chitingehalt der Zellwand gefunden, was für kompensatorische Reaktionen spricht, ebenso wie die 

beobachteten Veränderungen in der Zellwandstruktur [215]. Es ist daher anzunehmen, dass im A. 

niger ΔdtdA Stamm NP1.15 die Funktion der gestörten Chitinsynthasen Klasse III und Klasse VI von 

den Chitinsynthasen anderer Klassen, die nicht auf eine Umgebung mit Δ3-ungesättigten GlyCer 

angewiesen sind, bei Zellwandstress übernommen wurde. Für diese Theorie spricht auch die 

geringere AFP-Empfindlichkeit von Chitinsynthasen Klasse V Deletionsstämmen der Arten A. niger 

(ΔcsmB) und F. oxysporum (ΔchsV) [169] sowie von dem A. niger Chitinsynthase der Klasse III 

(chsD) überexprimierenden Stamm [169]. Die Aktivität und Anzahl der kompensierenden 

Chitinsynthasen kann nach der Wahrnehmung des durch AFP ausgelösten Zellwandstresses über 

den Kalzium-Signalweg erhöht werden, was zu einer Festigung der Zellwand mit Chitin führt. Der 

CWI-Signalweg bewirkt zusätzlich eine Aktivierung der Glucansynthasen, was zur Erhöhung der 

Glucankonzentration führt. Im Gerüst der Zellwand ist Chitin mit β-1,6- und β-1,3-Glucan über eine 

β-1,4-glycosidische Bindung verknüpft [103]. Die Bildung von mehr Chitin ermöglicht auch die 

Erhöhung des Glucananteils, wodurch die Zunahme an β-Glucan in der Zellwand des NP1.15 nach 

Inkubation mit AFP erklärt werden kann. 
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Abbildung 48 – Vorgeschlagenes Modell für die Wirkungsweise von AFP. Das obere linke 
Bild stammt aus Utesch et al. [154] und zeigt die MD-simulierte Wechselwirkung von AFP 
mit der Pilzmembran, einschließlich der molekularen räumlichen Dimensionen von AFP. Das 
AFP ist gelb und der N-terminale “γ-core“ in orange markiert. Blau sind die Lysin- und 
Arginin-Reste des AFPs dargestellt. Die Pilzmodellmembran wird als weiße Wolke 
dargestellt und der rote Pfeil zeigt das Dipolmoment von AFP. 

Das Fehlen von vier Chitinsynthasen-Klassen in P. pastoris könnte eine Erklärung für das vom A. 

niger dtdA Deletionsstamm unterschiedliche Ergebnis im Zellwandaufbau nach Wachstum mit AFP 

sein. Wie in Tab. 38 (Seite 103) zusammengefasst ist, bildet der AFP resistente P. pastoris Wt 46 % 

mehr β-1,3-Glucan nach der konfrontation mit AFP. Der AFP empfindliche dtdA knock-in Stamm 

bildet mit nach der Kultivierung mit AFP gleich viel Chitin und vergleichsweise weniger β-1,3-

Glucan als der Wt (20 %). In P. pastoris ist die Festigung der Zellwand mit Glucan also ausreichend, 

um AFP zu wiederstehen und eine zusätzliche Chitinsynthese hat keinen positiven Effekt. Man 

könnte spekulieren, das die Ursache hierfür in dem unizellulären Wachstum der Zellen, bei dem im 

Gegensatz zum filamentösen Wachstum nur in der Region der Zellteilung eine lokale Veränderung 

von Zellwand und -membran stattfindet, liegt. In Hefen ist Chitinsynthase 3 für die Synthese von 

Chitin im Bereich der Knospung der Tochterzelle [216] und für die Synthese von Chitosan in 

Sporenzellwänden verantwortlich [217]. Die Deletion von Chs 3 in S. cerevisiae zeigt, dass das Gen 

nicht-essenziell ist [216]. Zusammen mit dem Fehlen von Chitinsynthasen Klasse V kann hier der 

Unterschied in der Reaktion auf das AFP liegen. Die direkte Wechselwirkung der GlyCer wurde für 

Zellwand 
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AFP noch nicht gezeigt, jedoch für Psd2 (Tab. 49) [218]. Hier kann neben der Hemmung von 

einzelnen Membranproteinen auch ein anderer Effekt für die Störung der Zellintegrität 

verantwortlich sein. Interessanterweise bindet AFP nicht an eines der auf dem Lipid Strip 

aufgetragenen Lipide oder der auf dem Sphingo Strip aufgetragenen Ceramide (Abb. 23, Abb. 24, 

Seite 81, 82). Aus Surface Plasmon Resonance (SPR) Versuchen ist jedoch bekannt, dass zumindest 

eine ionische Bindung an Vesikel aus POPC/POPG und POPC/POPS stattfindet (unveröffentlichte 

Ergebnisse, gewonnen im Labor und mit Hilfe von Prof. Dr. Claudia Steinem, Universität Göttingen). 

Falls Bindungen stattgefunden haben waren sie nicht stark genug um in der gewählten Strip-

Versuchsdurchführung bis zur Detektion bestehen zu bleiben. Die Bedeutung intakter lipid rafts 

wird auch durch das künstlich hergestellte AMP cWFW gezeigt. Es wirkt durch die Entmischung der 

Membran und folgenden Störung der Membranfluidität, die zu einer Trennung von peripheren und 

integralen Membranproteinen führt [219]. Trotz einiger offener Fragen konnte in der vorliegenden 

Arbeit klar die Bedeutung und der Einfluss der GluCer und Δ3-ungesättigten GlyCer auf die 

Empfindlichkeit von filamentösen Pilzen gegenüber AFP gezeigt werden. Wobei die Erhöhung der 

AFP-Resistenz durch die Verminderung der GluCer-Konzentrationen in der Plasmamembran für 

höhere AFP-Konzentrationen deutlich stärker ausfällt. Zukünftige Arbeiten mit anderen AMPs, z.B. 

AnAFP, und den vorgestellten Stämmen, mit GlyCer in künstlichen Vesikeln und weiteren 

Deletionsstämmen werden das Verständnis des Zusammenspiels von GlyCer, Zellwandstress und 

Chitinsynthasen vertiefen. 

6.3. Intrazelluläre Aktivität von AnAFP 

Für ein besseres Verständnis der Funktionen des AFPs wurde die fachgebietsinterne 

Transkriptomdatenbank von A. niger nach den Expressionsmustern des für das AFP-Ortholog 

AnAFP kodierenden Gens ausgewertet. Diese konnten dann zur Vorhersage der metabolischen 

Prozesse herangezogen werden, an denen AnAFP in der Zelle beteiligt sein könnte. Dazu gehören 

die Kohlenstofflimitierung, die Selbst- und Fremderkennung, die Sekundärmetabolitsynthese, die 

Entwicklung, die Zellwandbiosynthese, der Membranlipidmetabolismus und die Wahrnehmung von 

Umweltreizen. Um diese in silico Vorhersagen zu bestätigen wurden fünf Transkriptionsfaktoren, 

die ebenfalls in diesen Prozessen aktiv sind, ausgewählt, um die Auswirkung ihrer Deletion in den 

entsprechenden Reporterstämmen zu überprüfen. Die Deletion der Transkriptionsfaktoren creA, 

brlA, flbA, stuA und velC in den Reporterstämmen PK1.22 und PK2.9 sollte den Einfluss der 

jeweiligen Regulationen auf die Aktivität des AnAFP-Promotors messbar machen. Alle Versuche, 

einen Vergleich der Fluoreszenz des eYFP zwischen Ausgangsstamm PK1.22 und seinen Derivaten 

mikroskopisch zu bestimmen, scheiterten an der späten Aktivität des AnAFP-Promotors und der 

dann starken Eigenfluoreszenzen der Kolonien (Daten nicht gezeigt). Um optimale Ergebnisse zu 

erhalten ist ein Versuchskonzept in retentostater Bioreaktorkultivierung, wie in Paege et al. [68] 

beschrieben, nötig. Die Auswertung der Fluoreszenz von Mycel aus einer Retentostat-

Bioreaktorkultivierung macht unter Kohlenstofflimitierung die Aktivität des Promotors in älterem, 
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stark vakuolisiertem Mycel sichtbar [68]. Letztendlich war die Extraktion des eYFP aus dem Mycel 

zielführend und die Fluoreszenz konnte in vitro gemessen werden. In Übereinstimmung mit den 

Ergebnissen der Luciferasemessungen mit NP6.4 ergab sich für Stamm BBA13.2 (ΔcreA) eine 

stärkere Aktivität des anafp-Promotors im Vergleich zum Wt PK2.9. Die Messungen der 

Luciferaseaktivität fanden in Mikrotiterplatten statt. 

Die Deletion aller getesteten Transkriptionsfaktoren konnte den postulierten Einfluss auf die 

anafp-Expression bestätigen. Die gemessenen Effekte können direkt oder indirekt sein. Der APSES 

Transkriptionsfaktor StuA [220], der Katabolitrepressor CreA [221], der NF-χB ähnliche 

Transkriptionsfaktor VelC [177] und auch die Entwicklungsregulatoren FlbA [222, 223] und BrlA 

[224] wirken als globale Transkriptionsfaktoren, die eine Vielzahl von nachgeordneten 

Signalkaskaden beeinflussen. Die gemessenen Effekte können also auch aus sich ergebenden 

Änderungen von Transkriptraten anderer Gene herrühren. Aus den Ergebnissen lässt sich jedoch 

der Zusammenhang von AnAFP mit den aus der Genkoexpressionsanalyse vorhergesagten 

metabolischen Prozessen: der Sekundärmetabolite (StuA), Entwicklungsprozesse (StuA, VelC, CreA) 

und Kohlenstofflimitierung (CreA) bestätigen. Um die Regulation des AnAFP Promotors genauer zu 

verstehen könnten die FlbA und BrlA Deletionsstämme, ähnlich dem ΔstuA -Stamm, in der 

Luciferasemessung getestet werden. Hier ist insbesondere der sich aus dem 

Transkriptionsnetzwerk ergebende Fakt, das brlA erst nach der anafp-Expression aktiv ist und 

daher kein Regulator des AnAFP sein kann, zu überprüfen. Außerdem könnte die Auswirkungen der 

Änderungen anderer Genregulatoren, die den getesteten Transkriptionsfaktoren nachgeschaltet 

sind, wie z.B. PkaA, oder von anderen Genen, oder deren Syntheseprodukten, aus der 

Netzwerkanalyse überprüft werden. Die Ergebnisse der Analyse der Transkriptomdaten zeigen das 

AnAFP eine wichtige Funktion für das Überleben unter Kohlenstofflimitierung hat. Das anafp-

Expressionsprofil ähnelt dem von nagA, atg1, ctcB, cfcI, den Atg4-, Atg8- und Pho85-Orthologen 

und anderen Genen, die eine Rolle in der Autophagie, dem N-Acetylglucosemetabolismus und dem 

Kohlenstofftransport spielen [68]. Daraus folgt als mögliche Funktion das AnAFPs unter 

Kohlenstofflimitierung die Freisetzung von in alten, metabolisch inaktiven Myzelkompartimenten 

gebundenem Kohlenstoff durch Autophagie und die Hemmung von möglichen 

Nahrungskonkurrenten außerhalb der Zelle. Die vom AnAFP verursachte Zelllyse sensibler 

filamentöser Pilze kann ebenfalls der Erschließung einer neuen Nahrungsquelle dienen. Weiterhin 

wurde für das AFP-Ortholog PAF ebenfalls eine Rolle in Autophagieprozessen in P. chrysogenum 

gezeigt [225]. Eine Kohlenstofflimitierung ist ein wesentlicher Auslöser der Sporenbildung in A. 

niger [94], einhergehend mit der Mobilisierung von zelleigenen Reserven [226]. Die Ko-expression 

mit im Prozess der Heterokaryon-Inkompatibilität aktiven Genenorthologen von z.B. tol, het-6 oder 

het-e1 macht die Rolle des AnAFP in der Selbst- und Fremderkennung während der Hyphenfusion 

wahrscheinlich. Fusionierte genetisch unterschiedliche Hyphen sterben als Folge ab. Die 

Koexpression mit Genen, die für Synthesewege von Sekundärmetaboliten, wie die Orthologe der 

lov Gene, und Gene die ortholog zu bekannten Genen der Zellwandsynthese, wie chsB und csmB ist 
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zum Teil der stuA-vermittelten Regulation dieser Gene zuzuordnen [227, 228]. Interessanterweise 

hat der anafp-Deletionsstamm keinen Phänotyp unter den bisher getesteten Bedingungen [68]. 

Die Daten deuten auf eine Rolle des AnAFPs in der Zelle und zusätzlich zur beschriebenen 

antimykotischen Aktivität hin. Dies könnte auf ein „moonlight protein“ hinweisen, das je nach 

seinem Wirkort eine andere Funktion hat. Bisher sind ca. 200 Proteine mit mehr als einer Funktion 

derselben Peptidkette beschrieben [228] und zukünftige Studien bzgl. des AnAFPs könnten diese 

Hypothese untermauern. 

6.4. AFP-Familie 

Durch pBLAST [77] Analysen mit den bisher sequenzierten Genomen lassen sich in Pilzen 

interessanterweise zahlreiche AFP-Orthologe finden. Die bisher 51 identifizierten und dem AFP in 

ihrer Primärstruktur (Anordnung der Cysteine) ähnlichen Peptide sind über drei Superklassen des 

Ascomycota-Stammbaumes verteilt. Unabhängig vom Ursprung der AFP-Familie scheint die Rolle 

der AFPs für die Entwicklung der filamentösen Pilze so wichtig zu sein, dass eine Konservierung der 

Grundstruktur zu einem relativ frühen Entwicklungszeitpunkt in ihrem Stammbaum stattgefunden 

hat. Die Verbreitung von antimykotischen Peptiden in allen Reichen des Lebens, wie in Tab. 45 (im 

Anhang, Seite 143) zu sehen, zeigt die Relevanz der Bekämpfung pilzlicher Fressfeine, 

Konkurrenten und Krankheisterreger für das Überleben der einzelnen Arten. Die Ableitung von 

Stoffwechselwegen aus Genen mit denen anafp ein paralleles Expressionsmuster hat zeigt jedoch, 

dass diese Peptide wahrscheinlich auch in der Zelle andere Funktionen haben. Mit Sicherheit lässt 

sich dieser Ansatz auf andere Mitglieder der AFP-Familie übertragen, möglicherweise sogar auf 

andere antimykotische Peptide. Die Erkenntnisse bezgl. AFP lassen sich möglicherweise auch 

teilweise auf die Funktionsweise dieser Peptide übertragen. Die entstandene Liste aus Peptid-

orthologen macht Vergleichsstudien zwischen den Proteinen möglich, wodurch Rückschlüsse auf 

die Funktionalität bestimmter Proteinbereiche gezogen werden könnte. Auch Struktur-Funktions-

Beziehungen für die antimykotische Wirkspezifität der einzelnen Proteine könnten aufgedeckt 

werden. Letztendlich ist die Herstellung von chimären Peptiden aus Bestandteilen der einzelnen 

AFPs und ihre Untersuchung auf intra- und extrazelluläre Aktivität denkbar. Man muss jedoch beim 

Ableiten von Hypothesen vorsichtig sein, da sich die Peptide in einigen Charakteristika auch 

unterscheiden. Während AFP stark sekretiert wird und sich aus dem Kulturüberstand leicht 

reinigen lässt, gilt das für AnAFP nicht [170]. Hier scheint eine intrazelluläre Funktion im 

Vordergrund zu stehen [68]. 

Die Identifizierung der AFP-Familie ist ein wichtiger Schritt für die Erforschung der antimykotischen 

Peptide. Wie in Tab. 45 (im Anhang, Seite 143) zu sehen ist, sind Untersuchungen zur Wirkweise 

dieser Proteine selten. In der Regel werden nach der Entdeckung eines neuen Vertreters die 

Aktivität gegenüber typischen pathogenen Vertretern der Hefen (Candida spp.), der filamentösen 

Pilze (A. fumigatus) und Bakterien (E. coli, S. aureus, EHEC, MRSA) durchgeführt. Mit dem Wissen 
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über deren antimikrobielle Aktivität und Strukturanalysen endet in der Regel die Erforschung eines 

AMPs. Nur weniger Vertreter haben es bisher überhaupt in klinische Versuche geschafft [229]. 

Daher können die Verallgemeinerung und Zusammenlegung in Familien zur schnelleren und 

effizienteren Anwendung des generierten Wissens beitragen. AFP wurde bereits heterolog in 

Pflanzen, wie z.B. Gerste, Hirse, Reis [230] und Oliven [231], zum Schutz vor Pilzinfektionen 

exprimiert. Sollten Lebensmittel aus gentechnisch veränderten (GMO) Pflanzen in der Zukunft eine 

bessere Akzeptanz als auch Zulassungsverfahren finden, wäre der Einsatz von antimykotischen 

Peptiden eine Möglichkeit die weltweite Getreideernte einer wachsenden Weltbevölkerung 

anzupassen. 

7. Schlussfolgerungen und Ausblick 

In der vorliegenden Arbeit wurden neue Erkenntnisse zur Wirkweise des AFPs und Erkenntnisse zur 

intrazellulären Rolle des AnAFPs vorgestellt. Das Wissen über beide antimykotische Peptide lässt 

sich mit dem Wissen zu anderen Mitgliedern der AFP-Familie zusammenführen. Es ist zu 

überprüfen, ob es auch auf andere, nicht näher beschriebene Mitglieder dieser Familie anwendbar 

ist. Eine vorschnelle Verallgemeinerung sollte dabei vermieden werden, da man aus Studien von 

AFP, AnAFP, PAF und NAFP weiß, dass es neben vielen strukturellen Ähnlichkeiten auch funktionale 

Unterschiede gibt. 

Aus den hier beschriebenen Versuchen und Ergebnissen ergeben sich neue Experimente, deren 

Daten zum weiteren Verständnis der Wirkweise und Funktion des AFPs beitragen können. Die 

vermuteten Wechselwirkungen der GlyCer mit verschiedenen Chitinsynthasen könnten durch 

MIC90-Versuche mit D-PDMP und Chitinsynthase-Deletionsstämmen belegt werden. Außerdem 

kann das Konzept der Inhibierung der GluCer-Synthase auch für andere AFPs wie PAF oder AnAFP 

überprüft werden. Die Lokalisierung des Wirkortes des AFPs könnte mittels 

elektronenmikroskopischer Bilder spezifiziert werden, die die vorhandenen von Theiss et al (2005) 

[213] ergänzen. Dabei müsste eine Markierung von potenziellen Bindungs- und 

Interaktionspartnern (Chitinsynthasen, GlyCer und lipid rafts) erfolgen, um eine räumliche 

Zuordnung möglich zu machen. Die Herstellung eines hoch affinen AFP-Antikörpers in Kaninchen in 

dieser Arbeit macht eine Vielzahl von Versuchen möglich. In Ergänzung zu den strip-Versuchen 

wären ELISA-Versuche denkbar. Auch die Verwendung eines Rasterelektronen-Mikroskops mit 

immobilisiertem AFP oder AFP-Antikörpern an der Messspitze ist denkbar, um die lokale Verteilung 

von AFP-Interaktionspartnern auf der Hyphenmembranoberfläche zu messen. Für Analysen der in 

der Arbeit beschriebenen Interaktionen muss mit zellwandfreien Hyphenkompartimenten 

gearbeitet werden. Vorarbeiten an Protoplasten führten zu keinem eindeutigen Ergebnis (Daten 

nicht gezeigt), was die Lokalisation von AFP-Bindungsstellen betrifft. Hier kann die Bildung 

künstlicher Membranoberflächen in Vesikeln, z. B. die SMALP Methode, zur Nutzung natürlicher 

Membranbestandteile, oder eine andere Methode aus der Vielzahl der inzwischen etablierten 
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Membranuntersuchungen interessante Erkenntnisse liefern [232-234]. Die Arbeit mit 

molekulardynamischen Simulationen kann die Theorien zu lipid rafts und Chitinsynthasen ebenfalls 

bestätigen und ergänzen. 
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8. Anhang 

 

Abbildung 49 – Southern Blot der geschnittenen DNA der Transformanten aus der 
Deletion des Gens dtdA in A. niger AB 4.1. Beladungsschema: 1: Gene Ruler DNA Ladder 
Mix, 2: NP1.1, 3: NP1.2, 4:NP1.5, 5: NP1.7, 6: NP1.8, 7: NP1.9, 8: NP1.15, 9: NP1.16, 10: 
AB4.1 

Tabelle 42 - Erwartetet DNA-Fragmentgrößen für die Detektion de Deletion der dtdA in A. 
niger (Abb. 49). 

Gen Enzym Sonde Fragmentgröße [Bp] Stämme 

dtdA 
(An01g09800) 

SalI Desaturase Wt: 3357 
ΔdtdA: 5012 

NP1.15, 
NP1.16 



140 
 

 

Abbildung 50 - Southern Blot der flbA, brlA und creA Deletionsstämme mit den jeweiligen 
upstream Sonden. Spur 1 bis 6 Sonde upstream flbA; Spur 6-12 Sonde upstream brlA, Spur 
12-20 Sonde upstream creA. Beladungsschema: 1: BN26.1, 2: PK1.22, 3:NP4.1-3, 4: NP4.1-2, 
5: NP4.1-3, 6: Gene ruler DNA Ladder Mix, 7: BN 34.2, 8: PK1.22, 9: NP3.2-3, 10: NP3.2-2, 
11: NP3.2-1, 12: Gene ruler DNA Ladder Mix, 13: PK1.22, 14: NP2.8, 15: NP2.7, 16: NP2.6, 
17: NP2.5, 18: NP2.3, 19: NP2.2, 20: NP2.1 

 

Abbildung 51 - Southern Blot der flbA, brlA und creA Deletionsstämme mit den jeweiligen 
downstream Sonden. Spur 1 bis 6 Sonde downstream flbA; Spur 6-12 Sonde downstream 
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brlA, Spur 12-20 Sonde downstream creA. Beladungsschema: 1: BN26.1, 2: PK1.22, 3:NP4.1-
3, 4: NP4.1-2, 5: NP4.1-3, 6: Gene ruler DNA Ladder Mix, 7: BN 34.2, 8: PK1.22, 9: NP3.2-3, 
10: NP3.2-2, 11: NP3.2-1, 12: Gene ruler DNA Ladder Mix, 13: PK1.22, 14: NP2.8, 15: NP2.7, 
16: NP2.6, 17: NP2.5, 18: NP2.3, 19: NP2.2, 20: NP2.1 

In der Tabelle 51 sind die Ergebnisse aus Abb. 50 und Abb. 51 zusammengefasst.  

Tabelle 43 – Erwartete detektierte DNA-Fragmentgrößen für die erfolgreiche Deletion der 
Transkriptionsfaktoren creA, brlA und flbA in A. niger und passsende Stämme. 

Gen Enzym Sonde Fragmentgröße [Bp] Stämme 

flbA HpaI 

upstream Wt: 3452 
ΔflbA: 7923 

NP4.1-3 

downstream Wt: 3747 
ΔflbA: 11997 

NP4.1-3 

brlA ScaI 

upstream Wt: 4256 
ΔbrlA: 2613 

NP3.2-1, 
NP3.2-2, 
NP3.2-3 

downstream Wt: 4256 
ΔbrlA: 1635 

NP3.2-1, 
NP3.2-2, 
NP3.2-3 

creA NcoI 

upstream Wt: 2832 
ΔcreA: 3352 

NP2.8 

downstream Wt: 2081 
ΔcreA: 3219 

NP2.8 

 

 

Abbildung 52 - Southern Blot mit der creA upstream Sonde. Beladungsschema: 1: Gene 
ruler DNA Ladder Mix 2: NP6.1, 3: NP6.2, 4: NP6.3, 5: NP6.4, 6: NP6.5, 7. NP6.6, 8: NP6.7, 9: 
NP6.8, 10: NP6.9, 11: NP6.10, 12: NP6.11, 13: NP6.12, 13: NP6.12, 14: Gene ruler DNA 
Ladder Mix, 15: NP6.13, 16: NP6.14, 17: NP6.15, 18: NP6.16, 19: NP6.17, 20: NP6.18, 21:  
NP6.19, 22: NP6.20, 23: NP6.21, 24: NP6.22, 25. AB4.1 
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Abbildung 53 - Southern Blot mit der ΔcreA downstream Sonde. Gene ruler DNA Ladder 
Mix 2: NP6.1, 3: NP6.2, 4: NP6.3, 5: NP6.4, 6: NP6.5, 7. NP6.6, 8: NP6.7, 9: NP6.8, 10: NP6.9, 
11: NP6.10, 12: NP6.11, 13: NP6.12, 13: NP6.12, 14: Gene ruler DNA Ladder Mix, 15: 
NP6.13, 16: NP6.14, 17: NP6.15, 18: NP6.16, 19: NP6.17, 20: NP6.18, 21:  NP6.19, 22: 
NP6.20, 23: NP6.21, 24: NP6.22, 25. AB4.1 

Die Ergebnisse des „Southern Blot“ aus Abb. 52 und Abb. 53 sind in der Tab. 44 zusammengefasst. 

Tabelle 44 - Erwartete DNA-Fragmentgrößen bei der Detektion im „Southern Blot“ nach 
der creA Deletion mit den dazu passenden Stämmen. 

Gen Enzym Sonde Erwartete 
Fragmentgröße 
[Bp] 

Passende 
Stämme 

creA NcoI 

upstream Wt: 2832 
ΔcreA: 3352 

NP6.1, NP6.3, 
NP6.4, NP6.16 

downstream Wt: 2081 
ΔcreA: 3219 

NP6.1, NP6.3, 
NP6.4, NP6.16 
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Tab. 45 - Gruppen antimykotisch aktiver Peptide, die in der AMP Datenbank „The Antimicrobial Peptid Database“ APD [41]  
(http://aps.unmc.edu/AP/facts.php) eingetragen sind. Die Auswahl der Vertreter ergab sich aus der ersten Nennung der Gruppe 
in der Datenbank. Die Sortierung nach Gruppen erfolgte auf der Grundlage der Zuordnungen in der Datenbank. Falls keine 
Zuordnung genannt war wurden die Peptide nach ihrer Beschreibung zugeordnet und die Gruppennamen aus dem Namen des 
Vertreters abgeleitet. (abgerufen 06.06.2019) 

 Antimykotische 
Gruppe 

Beispiel Produzent Wirkung Struktur Eigenschaften und 
Wirkweise 

Quelle 

 Bakterien       
1 Iturine Bacillomycin F, 

Iturin A 
Bacillus subtilis 
strain I 164 

Anti-Gram+ & Gram-
, A. niger, B. cinerea, 
F: oxysporum, 
Mycosphaerella  
pinodes, N. crassa, 
P. chrysogenum, 
Pleospora herbarum, 
Rhodotorula  
pilimanae, 
Sclerotinia spp., 
Stemphylium 
radicinum, 
Treichophyton  
mentagrophytes, C. 
albicans, C. 
tropicalis, S. 
cerevisiae; 
hämolytisch 

Kombination aus 
Peptid und Lipid 
Iturin A: 
Hörnchenform 

Zerstört Membranen 
durch direkte 
Interaktionen 
Iturin A: Penetriert 
die Membran durch 
Interaktionen mit den 
Membranlipiden und 
Cholesterol, führt 
zum Verlust von 
Ionen, aktiviert 
Phospholipasen, löst 
Zellkernmembran auf 

[235] 
[236] 
[237] 

2 Surfactine  [Ala4] surfactin Bacillus subtilis Hämolytisch, 
antiviral, gegen 
Mycoplasmen; 

Heptapeptid, chiral 
Sequenz LLDLLDL 
verbunden mit β-
hydroxy Fettsäure 

Oberflächenaktiv und 
Chelat 
Aktivität pH abhängig; 
bildet 3D Strukturen, 
bindet Calcium  

[236] 
[238] 
 

http://aps.unmc.edu/AP/facts.php
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Penetriert 
Membranen durch 
hydrophobe 
Interaktionen, formt 
Poren 

3 Lichenysine  [Ile4] lichenysin Bacillus 
licheniformis 

Inhibiert Enzyme, 
anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans 

Heptapeptid, chirale 
Sequenz LLDLLDL 
verbunden mit β-
hydroxy Fettsäuren 

Bindet 2-wertige 
Kationen  

[236, 
239, 
240] 

4 Syringomycine Syringomycin-E Pseudomonas 
syringae 

A. flavus, A. 
fumigatus, A. niger, 
F. moniliforme, F. 
oxysporum  

Kleines 
Lipodepsipeptid 

Detergens und 
Porenbildung 

[241] 

5 Syringostatine Syringostatin A Pseudomonas 
syringae 

C. albicans; A. 
fumigatus 

Lipodepsipeptid Detergens und 
Porenbildung 

[242] 

6 Syringotoxine Syringotoxin B Pseudomonas 
syringae 

C. albicans; A. 
fumigatus 

Lipodepsipeptid  [243, 
244] 

7 Cepacidine Cepacidin A Pseudomonas 
cepacia 

Cundida spp., A. 
niger, Cryptococcus 
neoformans, F. 
oxysporum 

Glycopeptid  [245] 

8 Antifungal Protein 
1 (AFP1) 

 Streptomyces 
tendae 

Paecilomyces variotii 9.8 kDa Chitin-bindendes 
Protein 

[246] 

9 Nikkomycine Nikkomycins X Streptomyces 
tendae 

Coccidiodes immitis; 
Blastomyces 
dermatitidis; 
Histoplasma 
capsulatum 

Peptidylnukleosid Inhibiert 
Chitinsynthese 

[247] 

10 Bacteriocine Acidocin LCHV Lactobacillus 
acidophilus n.v. 
Er 317/402 
strain Narine 

Anti-Gram+ & Gram-
, A. solani, F. 
moniliforme, F. 
oxysporum, H. 

11 AS  [248] 
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sativum  
11 Lantibiotika Cinnamycin Streptomyces 

cinnamoneus 
DSM 40005 

Anti-Gram+, 
hämolytisch 

19 AS Verhindert die 
Aktivität der 
Phospholipase A2 
durch binden an 
Phosphatidylethanola
mine 

[249] 

12 Laterosporuline Laterosporulin Brevibacillus 
laterosporus 
Strain GI-9 

Anti-Gram+ & Gram-
, 

49 AS, 4 β-Stränge 
bilden eine verdrillte 
Struktur  

Thermisch stabil, pH-
tolerant, Protease 
tolerant 

[250] 

13 Plantaricine Plantaricin149 
(Pln149) 

Lactobacillus 
plantarum NRIC 
149 

Anti-Gram+, S. 
cerevisiae 

22 AS, Helix Bindung an negativ 
geladene Oberflächen 
verursacht eine 
Änderung der 
Konformation zu 
einer Helix 

[251] 

14 Fusaricidine Fusaricidin A Bacillus 
polymyxa KT-8 

F. oxysporum, A. 
niger, A. oryzae, P. 
thomii 

Lipodepsipeptid, 6 
AS, N-terminales 
Lipid 

NRPS [252] 

15 PEs PE1 Paenibacillus 
ehimensis B7 

Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans 

Lipodepsipeptid, 9 
AS, N-terminales 
Lipid, zyklische 
Ringstruktur 

 [253] 

16 GraMIC90idine GraMIC90idin S Bacillus brevis Anti-Gram+ & Gram-
, spermizid, 
hämolytisch, Anti-
Biofilm 

10 AS, zyklisch NRPS [254] 
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17 Brevifactine Brevifactin Brevibacterium 
aureum MSA13 

Anti-Gram+ & Gram-
, Antioxidant, C. 
albicans 

Lipopeptid, 4 AS, C-
terminales Lipid 

 [255] 

18 Champacycline Champacyclin Streptomyces 
champavatii 

Anti-Gram-, C. 
glabrata, E. 
amylovora 

8 AS, zyklisch NRPS [256] 

19 Fengycine Fengycin B Bacillus 
thuringiensis 

C. albicans, A. niger Lipopeptid, 10 AS, C-
terminales Lipid 

 [257] 

20 Gageostatine Gageostatin A Bacillus subtilis Anti-Gram+ & Gram-
, zytostatisch 

Lipopeptid, 7 AS, N-
terminales Lipid 

 [258] 

21 Gageotetrine Gageotetrins A-C Bacillus subtilis Phytophthora capsici Lipopeptid, 4 AS, N-
terminales Lipid 

NRPS [259] 

22 RLIDs RLID 12.1 Bacillus subtilis 
RLID 12.1 

Anti-Gram+ & Gram- Nur 5 AS der N-
terminalen Sequenz 
TPPQSXLXXG 
bekannt 

 [260] 

23 Polymyxine Polymyxin B Bacillus 
aerosporus 
Greer 

Anti-Gram-, anti-
Biofilm 

Lipopeptid, 10 AS, 
zyklisch, multiple 
Dab (2,4-
Diaminobutanoinsäu
re) 

NRPS [261, 
262] 

24 VLLs VLL-28 Sulfolobus 
islundicus 

Anti-Gram+ & Gram-
, anti-Biofilm, 
zytostatisch, C. 
albicans 

28 AS, Helix  [263, 
264] 

 Pilze       
1 Echinocandine Echinocundin B A. nidulans; 

A. rugulosus 
C. albicans; 
hämolytisch 

Lipopeptid, zyklisch  Behindern die 
Zellwundsynthese 

[265] 

2 Pneumocundine Pneumocundin 
B0 

Zalerion 
arboicola 

Pneumocystis 
carinii; hämolytisch 

Lipopeptid, 
modifizierter 
Echinocundin B 
Peptidteil 

 [266] 
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3 Aculeacine Aculeacin A. aculeatus C. albicans Lipopeptid, 
modifizierter 
Echinocandin B 
Peptidteil 

 [267] 

4 WF11899 WF11899 A Coleophoma 
empetri 

 Lipopeptid, 
modifizierter 
Echinocundin B 
Peptidteil 

 [268] 

5 Mulundocundine Mulundocundin A. syndowi var. 
mulundensis 

A. niger; hämolytisch Lipopeptid, 
modifizierter 
Echinocundin B 
Peptidteil 

  

6 Aureobasidine Aureobasidin A Aureobasidium 
pullulans 

Candida spp., S. 
cerevisiae, 
Cryptococcus 
neoformans, 
Aspergillus spp. 

Zyklopeptid, 
Depsipeptid 

Delokalisiert Chitin in 
Pilzzellwänden durch 
Änderungen der 
Aktinstrukturen 

[269] 

7 Leucinostatine Leucinostatin A Purpureocillium 
lilacinum 

Zytotoxisch, 
hämolytisch, P. 
infestans, P. capsici 

9 AS, 
Peptidantibiotika 

 [270-
272] 

8 Helioferine Helioferin Mycogone rosea Zytotoxisch, 
hämolytisch 

Lipoaminopeptid, 
Helix,  

 [273, 
274] 

9 AFPs AFP  A. giganteus filamentöse Pilze 5,8kDa, 
amphipathisch, β-
Stränge bilden 
Faßstruktur, 4 
Cysteinbrücken 

Kationisch, 
membranaktiv, stört 
die Chitinsynthese, 
geschwächte 
Zellwand führt zur 
Porenbildung und 
zum Platzen der 
Hyphe 

[69] 

10 RIPs 𝛼-Sarcin A. giganteus Eukaryotische Zellen Lektin, 65 kDa, 150 
AS 

Inaktiviert Ribosomen [275] 



148 
 

11 Killerproteine 
(Killertoxine) 

 Hefen; z.B.: S. 
cerevisiae, 
Ustilago maydis, 
Hanseniaspora 
uvarum, 
Zygosaccharomy
ces bailii, Phaffia 
rhodozyma, 
Kluveromyces 
lactis, Pichia spp. 

Pneumocystis carinii 10.7 bis 156.5 kDa Bindet an spezifische 
Rezeptoren auf der 
Zelloberfläche, wird 
aufgenommen und 
stört die 
Zellwandsynthese, 
DNA Synthese und 
den Zellzyklus 

 

12  MiAMP1 Macadamia 
integrifolia 

Anti-Gram+, A. 
heliarzthi, C. 
gloeosporioides, F. 
oxysporum, L. 
maculans, P. 
grunzinicolu, S. 
sclerotiorum, V. 
dahlia, S. cerevisiae 

76 AS, Beta Strang, 3 
Disulfidbrücken 

 [276] 

13 AcAMP anti-Gram+ & 
Gram-,  

A. clavatus ES1 Anti-Gram+ & Gram- 51 AS, cysteinreich basisch [277] 

14 Alamethicine Alamethicin Treichoderma 
viride 

Anti-Gram+, 
antiparasitisch, 
hämolytisch 

18, AS Helix Formt Ionenkanäle [278] 

 Krebstiere       
1 Tachystatine Tachystatin B1 Tachypleus 

tridentatus 
Anti-Gram+ 42 AS; Beta Strang Bindet Chitin [279] 

2 Penaeidine Penaeidin-1 Penaeus 
vannamei 

Anti-Gram+ 50 AS  [280] 

3 Dolabellanine Dolabellanin B2 Dolabella 
auricularia 

Anti-Gram+ & Gram-
, S. aureus B. subtilis, 
S. marcescens, E. 
coli, K. pneumoniae, 

  [281] 
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P. aeruginosa, P. 
mirabilis 

4 Arasine Arasin 1 Hyas araneus Anti-Gram+ & Gram- 37 AS, N-terminus 
viele Pro und Arg, 2 
Disulfidbrücken im 
C-terminus 

 [282] 

5 Tachycitine Tachycitin Tachypleus 
tridentatus 

Anti-Gram+ & Gram- 62 AS, Beta Strang  [283] 

6 Ls-Stylicine Ls-Stylicin1 Litopenaeus 
stylirostris 

Anti-Gram-, F. 
oxysporum 

82 AS; N-terminus 
Pro-reich C-terminus 
Cys-reich, 13 
Cysteine, Monomer 
und Dimer ähnlich 
aktiv 

 [284] 

7 Myticine Myticin B Mytilus 
galloprovincialis 

anti-Gram+ & Gram-
, F. oxysporum 

40 AS  [285] 

8 Anti-
lipopolysaccharid 
faktor 

ALFpm3 Penaeus 
monodon 

Anti-Gram+ & Gram-
, antiviral, F. 
oxysporum, B. 
cinerea, P. 
crustosum 

98 AS, Helix und 
Beta Strang 

 [286] 

9 Armadillidine Armadillidin H Armadillidium 
vulgare 

Anti-Gram+ & Gram- 53 AS, Gly-reich  [287] 

10 Hyastatine Hyastatin Hyas araneus Anti-Gram+ & Gram-
, S. cerevisiae C. 
albicans 

114 AS, Gly-reich  [288] 

11 His-reich PvHCt Litopenaeus 
vannamei 

F. oxysporum 23 AS, Helix, C-
terminales Fragment 
des Hemocyanins, 3 
Phe auf Oberfläche 

Hydrophobe 
Oberfläche 

[289] 

12 Fc-SWDs Fc-SWD Fenneropenaeus 
chinensis 

anti-Gram+ & Gram-
, Enzym Inhibitor, C. 

66 AS  [290] 
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albicans, V. dahliae, 
Fusarium spp., G. 
cingulata, C. 
orbiculare 

13 Sphyastatine SpHyastatin Scylla 
paramamosain 

Anti-Gram+ & Gram-
, P. pastoris 

131 AS, 
Disulfidbrücke 

 [291] 

 Pflanzen       
1 Zeamatine  Zea mays C. albicans; N. crassa 22KDa Permeabilisiert 

Pilzmembranen 
[37, 
292, 
293] 

2 Cyclopeptid 
Alkaloide 

Amphibine H  A. niger Zyklopeptid, 
Alkaloid 

 [37, 
294] 

3 PR-1 Proteine  Reis, Weizen, 
Mais, Tabak, 
Arabidopsis 
thaliana, Gerste, 
und viele andere 

Uromyces fabae, 
Phytophthora 
infestans, Erysiphe 
graminis 

15 kDa bis 
17 kDa; 
 

Superfamilie der Cys-
reichen Proteine, 
vermutlich 
Interaktion mit 
Membranproteinen, 
Verhinderung der 
Calciumfreisetzung 

[293] 

4 PR-2 Proteine β-1,3-
endoglucanases 

Tabak, A. 
thaliana, Erbsen, 
Getreide, 
Früchte 

R. solani; P. 
hyoscyami f. sp. 
tabacina; P. 
nicotianae; 
Peronospora 
parasitic; F.  sp., 
Cercospora 
arachidicola, A. 
flavus; Rhizoctonia 
solani, C. albicans, A. 
fumigatus  

Klasse I Glucanasen, 
intrazelluläre 
basische Proteine, 
33 kDa. Klasse II und 
Klasse III Glucanasen 
sind saure, 
extrazelluläre 
Proteine ,36 kDa 

Zerstören direkt die 
Zellwand, setzen β-
Glucan frei und 
aktivieren damit 
pflanzliche 
Immunabwehr 

[293, 
295] 
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5 PR-3 Proteine Endochitinases Tabak, Gurken, 
Bohnen, Erbsen, 
Getreide 

T. reesei, Alternaria 
solani, A. radicina, F. 
oxysporum, R. 
solani, Guignardia 
bidwellii, B. cinerea, 
Coprinus comatus 

zwischen 26 
und 43 kDa, 5 
Gruppen  

Schwächt die 
Zellwand, macht Zelle 
osmotisch sensitiv 

[293] 

6 PR-4 Proteine Endochitinases; 
Chitin-bindende 
Proteine 

Kartoffel, Tabak, 
Gerste, Tomate, 
andere Pflanzen 

Treichoderma 
harzianum, F. 
culmorum, F. 
graminearum, B. 
cinerea 

13-14.5 kDa Protein bindet an 
Chitin der 
Pilzzellwand und 
führt zu Störung der 
Zellpolarität und des 
Wachstums 

[293] 

7 PR-5 thaumatin-
ähnliche (TL) 
Proteine 

Zeamatin A. thaliana, 
Mais, Soja, Reis, 
Weizen, Tabak, 
Tomate, Kürbis, 
Bohnen, Gerste, 
andere Pflanzen 

C. albicans 22 kDa; 8 
Disulfidbrücken 

Verändert die 
Permeabilität von 
Pilzzellen mit 
Zellwand, nicht bei 
Protoplasten, Lyse in 
subapikalen 
Bereichen, bindet 
(1,3) β-Glucan, hat 
(1,3)β-Glucanase 
Aktivität 

[293] 

8 Defensine Rs-AFP2; 
DMAMP1 

Radieschen, 
Dahlie 

B. cinerea, Alternaria 
brassicola, F. 
culmorum, F. 
oxysporum, F. solani, 
C. albicans 

45 bis 54 AS, Cys-
reich, positiv 
geladen, 4 
Disulfidbrücken 

Gruppe I: 
morphologische 
Veränderungen, 
Gruppe II: inhibieren 
Wachstum; Gruppe 
III: inhibiert α-
Amylasen in 
Vitro, Gruppe IV: 

[293] 
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binden spezifische 
Zellrezeptoren und 
bewirken Kalium 
Efflux und Calcium 
Aufnahme. 

9 Thionine NeThio2 
(gamma-thionin) 

Nicotiana 
excelsior 

 47 AS; 
Disulfidbrücke 

 [296] 

10 Thionin-ähnliche 
antimikrobielle 
Peptid 

Tu-AMP 2 Tulipa 
gesneriana L. 

Anti-Gram+ & Gram- 20 AS,; Heterodimer 
verbunden durch 4 
Disulfidbrücken 

Bindet Chitin [297] 

11 Cyclophilin-
ähnliche Proteine 

Mungin Phaseolus 
mungo 

R. solani, F. 
oxysporum, B. 
cinerea, Coprinus 
comatus 

18 kDa Protein Inhibiert α-und β-
Glucosidasen in vitro 

[37] 

12 RIPs  Mirabilis 
expansa, Pisum 
sativum, 
Momordica 
charantia, 
Ricinus 
communis, 
Viscum album, 
andere Pflanzen 

Inhibiert 
Proteinsynthese, 
zytotoxisch 

11 – 120 kDa RNA N-Glycosidasen 
depurinieren rRNA, 
führt zu Schäden an 
Ribosomen, Typ 2 
RIPs: zellbindende B-
Kette formt Kanal der 
A Kette Eintritt in 
Zelle ermöglicht, N-
Glycosidase Aktivität 
führt zu RNA Schäden 

[37] 

13 Protease 
Inhibitoren 

Phytocystatine Mais; Eleusine 
coracana, 
Weizen, Gerste 

F. solani; T. reesei 10 - 12 kDa Inhibieren 
Cysteinproteasen,  
Serinproteasen, Pilz- 
und 
Insektenwachstum 

[37] 

14 Snakine Snakin-1 Solanum 
tuberosum 

Anti-Gram+ & Gram- 63 AS; 6.9 kDa, Helix  [37, 
298] 

15 Knottin-type Peptid Antifungal Phytolacca  38 AS, 3 Hydrophobe [299] 
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protein 1 americana antiparallele Beta 
Stränge; 3 
Disulfidbrücken 

Oberfläche 

16  Ginkbilobin Ginkgo biloba Anti-Gram+ & Gram-
, antiviral, anti-HIV, 
B. cinerea, M. 
arachidicola, F. 
oxysporum, R. 
solani, C. comatus 

13 kDa Aktiviert den 
aktinabhängigen 
Zelltod 

[300, 
301] 

17 Hevein-ähnliche 
Peptid 

Pseudo-hevein Kautschukbaum  45 AS; 4 
Disulfidbrücken 

 [302] 

18 Shepherine Shepherin I Capsella bursa-
pastoris 

Anti-Gram- 28 AS; Gly-reich  [303] 

19 Ib antimikrobielle 
Peptid (Ib-AMPs) 

Ib-AMP3 Impatiens 
balsamina 

Anti-Gram+ 20 AS; 2 
Disulfidbrücken, 

 [304] 

20 Lunatusine Lunatusin Phaseolus 
lunatus L. 

Anti-Gram+ & Gram-
, antiviral, anti-HIV, 
zytostatisch 

20 AS  [305] 

21 Cyclotide Kalata B2 Viola 
betonicifolia 

Anti-Gram+, 
antiviral, 
antiparasitisch, 
insektizid, 
hämolytisch 

29 AS, Helix und 
Beta Strang 

 [306] 

22 EAFPs EAFP2 Eucommia 
ulmoides Oliver 

 41 AS, Helix und 
Beta Strang, N-
terminal 
Pyroglutamat, 5 
Disulfidbrücken 

 [307] 

23 Cy-AMPs Cy-AMP1 Cycas revoluta  44 AS Chitin bindend [308] 
24 Cn-AMPs Cn-AMP1 Cocos nucifera Anti-Gram+ & Gram-

, zytostatisch 
9 AS, Helix  [309] 

25 Lipid transfer Cc-LTP1 Coffea Enzym Inhibitor, 23 AS, 9 kDa  [310] 
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Proteine canephora Candida spp. 
26 hairpin-ähnliche 

Peptid 
EcAMP1 Echinochloa crus 

galli 
Anti-Protisten, A. 
alternata, A. solani, 
F. solani, F. 
verticillioides, P. 
Betae, P. infestans, 
P. debaryanum, P. 
ultimum 

37 AS, Helix  [311] 

27 Piceaine Piceain 1 Picea sitchensis Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans 

20 AS Wirkt an 
Zellmembranen, 
Zellwand 

[312] 

28 Trapa natans 
Peptid 

Tn-AFP Trapa natans C. tropicalis 11 AS  [313] 

29 H. coronopifolia 
Peptid 

Hc-AFP1 Heliophila 
coronopifolia 

 50 AS, 
Disulfidbrücke 

 [314] 

30 ToAMPs ToAMP1 Taraxacum 
officinale, Wigg. 
flowers 

Anti-Gram+ & Gram- 38 AS, 
Disulfidbrücke 

 [315] 

31 Beta-purothionine Beta-purothionin Triticum 
aestivum 

Anti-Gram+ & Gram-
, hämolytisch 

45 AS, Helix und 
Beta Strang 

 [316] 

32 Datucine Datucin Datura 
stramonium 

Anti-Biofilm, C. 
albicans 

31 AS, 3 
hydroxylierte 
Proline, C-terminal 
N-
acetylglucosaminyla
sparagin 

 [317] 



155 
 

33 Pm-AMPs Pm-AMP1 Pinus monitcola Cronartium ribicola, 
Phellinus 
sulphurascens, 
Ophiostoma 
montium , und 
Ophiostoma 
clavigerum 

79 AS, 
Disulfidbrücke 

 [318, 
319] 

34 Cc-GRPs Cc-GRP Coffea 
canephora 

F. oxysporum, C. 
lindemuthianu 

35 AS, Gly-reich, 7 
kDa 

Nachgewiesen in 
Zelloberfläche, 
Zellwand und Zellkern 
von F. oxysporum 

[320] 

35  Peptid-G2 Sanum 
tuberosum L cv. 
Gogu Valley 

Anti-Gram+, R. 
solani, C. albicans 

29 AS  [321] 

36 Potamine Potamin-1 Solanum 
tuberosum L cv. 
Gogu 

Anti-Gram+, Enzym 
Inhibitor, C. albicans, 
R. solani, C. 
MIC90higanense 
subsp. 
MIC90higaninse 

46 AS  [322] 

37 Hispidaline Hispidalin Benincasa 
hispida 

Anti-Gram+ & Gram-
, Antioxidant 

49 AS  [323] 

38 Aracine ARACIN1 Arabidopsis 
thaliana 

B. cinerea, A. 
brassicicola, F. 
graminearum, S. 
sclerotiorum, S. 
cerevisiae 

40 AS  [323] 

39 Tk-AMP-Xs Tk-AMP-X1 Triticum kiharae 
Dorof. et Migush 

F. graminearum, F. 
verticillioides, D. 
maydis 

31 AS,  [324] 

40 BnPRPs BnPRP1 Brassica napus Anti-Gram+ & Gram- 35 AS  [325] 
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, P. pastoris, S. 
sclerotiorum, Mucor 
sp., M. oryzae, B. 
cinerea 

41 Jaburetoxe Jaburetox Canavalia 
ensiformi 

Insektizid, S. 
cerevisiae, C. 
parapsilosis, P. 
membranisfaciens, 
C. tropicalis, K. 
marxiannus, C. 
albicans 

93 AS, Helix 10 kDa Peptid durch 
Hydrolyse mit 
Cathepsin 
freigesetzte, 
Membranpermeabilis
ierung 

[326] 

42 AtPDFs AtPDF2.3 Arabidopsis 
thaliana 

S. cerevisiae 47 AS, 
Disulfidbrücke 

 [327] 

43 OsDEFs OsDEF7 Oryza sativa L Anti-Gram+ & Gram- 49 AS, Dimer, 
Disulfidbrücke 

 [328] 

44 Ps-AFPs Ps-AFP1 Pisum sativum A. niger, A. terreus, 
F. solani F. 
oxysporum, Pythium 
spp., C. 
gloeosporioides, C. 
albicans, Glomerella 
spp. 

38 AS, 
Disulfidbrücke 

 [329] 

45 MCh-AMPs MCh-AMP1 Matricaria 
chamomilla L 

C. albicans, C. 
glabrata C. kruseii, 
A. flavus, A. niger, A. 
fumigatus 

23 AS  [330] 

 Insekten       
1 Cecropine Cecropin A Hyalopora 

cecropia 
F. oxysporum; A. 
fumigatus 

Lineare Peptide Lytisch; C-terminus 
penetriert Membran 

[37, 
331] 

2 Gm cecropin D-
ähnliche Peptid 

Gm cecropin D-
ähnliche pept 

Galleria 
mellonella 

Anti-Gram+ & Gram- 39 AS  [332] 

3 Drosomycine  Drosophila F. oxysporum Cysteinreich, 44 AS, Induzierbar [37, 
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melanogaster 3 verdrehte Beta 
Stränge, 3 
Disulfidbrücken 

333] 
 

4 Thanatine  Podisus 
maculiveris 

F. oxysporum, A. 
fumigatus 

21 AS, cysteinreich,  
antiparallele Beta 
Stränge, 
Disulfidbrücke 

 [334] 

5 Glycine/Histidin-
reiche Proteine 

Holotreichin; 
AFP; 
Tenecin 
 

Holotreichia 
diomphalia 
larvae; Tenebrio 
molitor 

C. albicans 84 AS, 67 AS; 49 AS; 
mehr als 80% der AS 
Gly or His 

 [335] 

6 Gomesine Gomesin Acanthoscurria 
gomesiana 

   [336] 

7 Acanthoscurrine Acanthoscurrin 1 Acanthoscurria 
gomesiana 

Anti-Gram- 133 AS, Gly-reich  [337] 

8 Metchnikowine Metchnikowin Drosophila 
melanogaster 

Hemmt 
Enzymaktivität 

 Inhibiert die Aktivität 
der Succinat-
Coenzym Q 
Reduktase 

[338] 

9 Opistoporine Opistoporin 1 Opistophtalmus 
carinatus 

Anti-Gram+ & Gram-
, hämolytisch 

  [339] 

10 Ponericine Ponericin G1 Pachycondyla 
goeldii 

Anti-Gram+ & Gram-
, insektizid 

Helix, amphipathisch  [340] 

11 Parabutoporine Parabutoporin Parabuthus 
schlechteri 

Anti-Gram+ & Gram-
, hämolytisch 

45 AS, Helix  [339] 

12 Spinigerine Spinigerin Pseudacanthoter
mes spiniger 

Anti-Gram+ & Gram-
, antiviral, anti-HIV 

25 AS; Helix  [341] 

13 Holotricine Holotricin Holotreichia 
diomphalia 

 84 AS  [335] 

14 Charybdotoxine Charybdotoxin   37 AS, Helix und 
Beta Strang; 
gamma-core Motiv 

Wirkt auf 
Kaliumkanäle 

[76] 
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15 Mastoparane Mastoparan M Vespa 
mundarinia; in 
multiple vespa 
species 

Anti-Gram+ & Gram; 
C. albicans, C. 
parapsilosis  

14 AS  [342, 
343] 

16 Stomoxyne Stomoxyn Stomoxys 
calcitrans 

Anti-Gram+ & Gram- 42 AS, Helix  [344] 

17 Lycotoxine Lycotoxin I Lycosa 
carolinensis 

Anti-Gram+ & Gram-
, insektizid, Enzym 
Inhibitor, C. 
glabrata; C. albicans 

25 AS; 
vorhergesagte 
amphipathische 
Helix 

 [345] 

18 Pilosuline Pilosulin 1 (Myr b 
I) 

Myrmecia 
pilosula 

Anti-Gram+ & Gram-
, hämolytisch 

56 AS; Helix N-terminale 20 AS 
antimikrobielle 
Aktivität 

[346] 

19 Delta-Myrtoxine Delta-Myrtoxin-
Mp1a 

Myrmecia 
pilosula 

Anti-Gram+ & Gram-
, hämolytisch 

27 AS, antiparalleles 
Heterodimer, Helix 

 [346] 

20 Polybia-MPI Polybia-MPI Polybia paulista Anti-Gram+ & Gram-
, zytostatisch; anti-
Biofilm, C. albicans, 
C. glabrata 

14 AS; Helix Mastzellen-lytisches 
Peptid 

[347] 

21 Pundinine  Pundinus 
imperator 

Anti-Gram+ & Gram-
, hämolytisch 

24 AS, Helix  [348] 

22 Cryptonine Cryptonin Cryptotympana 
dubia 

Anti-Gram+ & Gram- 24 AS; Helix  [349] 

23 Decoraline Decoralin Oreumenes 
decoratus 

Anti-Gram+ & Gram-
, antiparasitisch, 
zytostatisch, C. 
albicans 

11 AS; Helix  [350] 

24 Gm pro-reiche 
Peptide 

Gm pro-reich 
pept1 

Galleria 
mellonella 

Anti-Gram+ 37 AS  [332] 

25 Gm anionische 
Peptide 

Gm anionisches 
pept 1 

Galleria 
mellonella 

Anti-Gram+ 42 AS  [351] 

26 MIC90roplusine MIC90roplusin Rhipicephalus Anti-Gram+ & Gram- 90 AS, Helix Bindet Metallionen [352] 
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(Boophilus) 
MIC90roplus 

(Cu2+, Fe2+) 

27 Moricin-ähnliche 
Peptide 

G. mellonella 
Moricin-
ähnliches Peptid 
A (Gm-mlpA) 

Galleria 
mellonella 

Anti-Gram+ & Gram- 39 AS  [353] 

28 Ixosine Ixosin-B Ixodes sinensis Anti-Gram+ & Gram- 32 AS  [354] 
29 Latarcine Latarcin 1 Lachesana 

tarabaevi 
Anti-Gram+ & Gram-
, antiviral, 
hämolytisch 

25 AS, Helix  [355] 

30 Scarabaecine Scarabaecin Oryctes 
rhinoceros 

 36 AS, Helix und 
Beta Strang 

 [356] 

31 ARDs ARD1 Archaeoprepona 
demophoon 

A. fumigatus, C. 
albicans 

41 AS, Helix und 
Beta Strang 

Antimykotische 
Aktivität durch Alpha-
Patch 

[357] 

32 Diapause-
spezifisches Peptid 

Diapause- 
spezifisches 
Peptid 

Gastrophysa 
atrocyanea 

 441 AS, Helix und 
Beta Strang, 3 
Disulfidbrücken 

Blockiert 
Calciumkanäle 

[358] 

33 Jelleine Jelleine-I Apis mellifera Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans 

8 AS  [359] 

34 VESP-VBs VESP-VB1 Vespa bicolor 
Fabricius 

Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans 

13 AS  [360] 

35 Rinder Hämoglobin 
Peptid (BHPs) 

BHP Boophilus 
MIC90roplus 

Anti-Gram+, C. 
albicans, S. 
cerevisiae, A. 
nidulans 

29 AS, AS 33-61 des 
Rinderhämoglobins 

 [361] 

36 Bactrocerine Bactrocerin-1 Bactrocera 
dorsalis 

Anti-Gram+ & Gram- 20 AS, Helix  [362] 

37 Meucine Meucin-13 Mesobuthus 
eupeus 

Anti-Gram+ & Gram-
, hämolytisch; 
Beauveria spp., N. 
crassa, S. cerevisiae, 

13 AS, Helix  [363] 
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C. albicans 
38 Defensin-ähnliche LongiMaissin Haemaphysalis 

longi Maisis 
Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans 

47 AS  [364] 

39 O. drewseni venom 
Peptid 

OdVP1 Orancistrocerus 
drewseni 

C. albicans, B. 
cinerea 

14 AS  [365] 

40 Lycocitine Lycocitin 1 Lycosa 
singoriensis 

Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans 

18 AS  [366] 

41 Ctriporine Ctriporin Chaerilus 
tricostatus 

Anti-Gram+, Anti-
MRSA, C. albicans 

19 AS, Helix Wirkt auf 
Bakterienmembranen 

[367] 

42 Halictine Halictine 1 Halictus 
sexcinctus 

Anti-Gram+ & Gram-
, hämolytisch, 
zytostatisch, C. 
albicans 

12 AS, Helix  [368] 

43 Macropine Macropin 1 Macropis 
fulvipes 

Anti-Gram+ & Gram-
, zytostatisch 

13 AS, Helix  [369] 

44 Lasiocepsins Lasiocepsin Lasioglossum 
laticeps 

Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans 

27 AS, Helix, 2 
Disulfidbrücken 

 [370] 

45 IsCTs IsCT2 Opisthacanthus 
madagascariensi
s 

Anti-Gram+ & Gram-
, hämolytisch 

13 AS, Helix  [371] 

46 HsAps HsAp Heterometrus 
spinifer 

Anti-Gram+ & Gram-
, hämolytisch, C. 
tropicalis 

29 AS  [372] 

47 Nabaecine Nabaecin-3 Nasonia 
vitripennis 

Anti-Gram+ & Gram- 98 AS, N-terminus 
Pro-reiche, C-
terminus Gly-reich 

 [373] 

48 Juruine Juruin Avicularia 
juruensis 

C. albicans, A. niger 38 AS hemmendes Cystin-
Knoten-Motiv 

[374] 

49 Bicarinaline Bicarinalin Tetramorium 
bicarinatu 

Anti-Gram+ & Gram-
, antiparasitisch, 
Anti-MRSA, A. niger, 
C. albicans, G. 

20 AS, Helix Permeabilisiert 
Membranen 

[375] 
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cundidum, S. 
cerevisiae spp. 

50 Panurgine Panurgine 1 Panurgus 
calcaratu 

Anti-Gram+ & Gram-
, hämolytisch, C. 
albicans 

12 AS  [376] 

51 Sarcotoxine Sarcotoxin Pd Paederus 
dermatitis 

Anti-Gram+ & Gram-
, spermizid, C. 
albicans, A. niger, A. 
fumigatus 

34 AS  [377] 

52 Pantinine Pantinin-1 Pundinus 
imperator 

Anti-Gram+ & Gram-
, Anti-MRSA, C. 
tropicalis 

14 AS  [378] 

53 Lycosine Lycosin-1 Lycosa 
singorensis 

Anti-Gram+ & Gram-
, hämolytisch, 
zytostatisch, 
Penicillium, A. 
flavus, B. bassiana, 
C. albicans, S. 
cerevisiae 

24 AS Wirkt auf 
Bakterienmembranen 

[379] 

54 TsAPs TsAP-2 Tityus serrulatus, 
Turrilites 
costatus 

Anti-Gram+, anti-
Biofilm, zytostatisch, 
Candida spp., C. 
neoformans 

17 AS  [380] 

55 ASmAPs ASmAP1 Undroctonus 
amoreuxi 

Anti-Gram+, 
hämolytisch 

18 AS  [381] 

56 Bradykinin-
potentiating Peptid 

BmKbpp Mesobuthus 
martensi 

Anti-Gram+ & Gram-
, hämolytisch, N. 
crassa, B. cinerea, F. 
culmorum 

47 AS  [382] 

57 VCT-VTs VCT-VT1 Vespa tropica anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans, C. 
parapsilosis 

13 AS,   [342] 
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58 ASeAPS ASeAP1 Undroctonus 
aeneas 

Anti-Gram+, 
zytostatisch, C. 
albicans 

19 AS,   [383] 

59 Stigmurins Stigmurin Tityus stigmurus Anti-Gram+, Anti-
MRSA, hämolytisch, 
zytostatisch, C. 
albicans, C. krusei, C. 
glabrata 

17 AS, Helix  [384] 

60 Opiscorpine Opiscorpine Opistophthalmus 
carinatus 

Anti-Gram-, F. 
culmorum, F. 
oxysporum 

76 AS, 
Disulfidbrücke 

 [385] 

61 LyeTxs LyeTx I Lycosa 
erythrognatha 

anti-Gram+ & Gram-
, C. neoformans, C. 
krusei 

25 AS, Helix  [386] 

62 Rondonine Rondonin Eurypelma 
californicum, 
Acanthoscurria 
gomesiana 

Treichosporon spp., 
C. albicans, C. krusei, 
C glabrata., C. 
parapsilosis C. 
tropicalis C. 
guilliermondii 

10 AS,  Hergestellt durch 
Proteolyse eines 
sauerstofftransportier
enden Proteins 

[387] 

63 VpAmps VpAmp1.0 Vaejovis 
punctatus 

Anti-Gram+ & Gram-
, hämolytisch, C. 
albicans 

19 AS, Helix  [388] 

64 Termicine Es-termicin Eupolyphaga 
sinensis 

C. albicans 35 AS, 
Disulfidbrücke 

 [389] 

65 HYLs HYL Hylaeus signatus C. albicans, anti-
Gram+ & Gram- 

16 AS, Helix  [390] 

66 ISGCocks ISGCock_Contig1
6_2060 

Periplaneta 
americana 

Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans 

26 AS  [391] 

67 Diapausine Diapausin-1 Munduca sexta S. cerevisiae 45 AS, 
Disulfidbrücke 

 [392] 

68 Smps Smp24 Scorpio maurus Anti-Gram+ & Gram- 24 AS, Helix Entfernen der 4 N- [392] 



163 
 

palmatus , C. albicans terminalen AS erhöht 
Aktivität 

69 ToAPs ToAP1 Tityus obscurus Anti-Biofilm, C. 
albicans, C. 
tropicalis, C. 
parapsilosis, C. 
neoformans, C. 
neoformans 

17 AS, 94.1% 
Ähnlichkeit mit 
TsAP-2 

 [393] 

70 Cons Con10 Opisthacanthus 
cayaporum 

C. albicans, C. 
tropicalis, C. 
parapsilosis, C. 
glabrata, C. 
neoformans, 

27 AS, 64.3% 
Ähnlichkeit mit 
VpAmp2.0 

 [393] 

71 NDBPs NDBP-5.8 Opisthacanthus 
cayaporum 

C. albicans, C. 
tropicalis, C. 
parapsilosis, C. 
neoformans 

14 AS  [393] 

72 Longipine Longipin Acutisoma 
longipes 

C. albicans, C. 
guilliermondii, C. 
tropicalis 

18 AS  [394] 

73 Osmine Osmin Osmia rufa Anti-Gram+ & Gram-
, F. oxysporum 

17 AS, Helix  [395] 

74 Codesane Codesane Colletes 
daviesanus 

Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans 

18 AS, Helix  [396] 

75 AMPs AMP17 Musca 
domestica 

C. albicans 143 AS  [397] 

76 Marmelittine Marmelittin Mesobuthus 
eupeus 

Anti-Gram+ & Gram-
, insektizid 

26 AS, Helix, 69.2% 
Ähnlichkeit zu 
Bmkb1 

 [398] 

77 MeuFSPLs MeuFSPL-2 Mesobuthus 
eupeus 

Anti-Gram+ & Gram-
, insektizid 

18 AS, Helix MeuFSPL-1 gleiche AS 
Sequenz wie Bmkb1 

[398] 

 Amphibien       
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1 Dermaseptine Dermaseptin Phyllomedusa 
sauvagii 

A. flavus, A. 
fumigatus, F. 
oxysporum 

linear, kationisch, 
Lysin-reich 

 [399] 

2 Phylloseptine Phylloseptin-L1 Hylomantis 
lemur, 
Agalychnis 
callidryas 

Anti-Gram+, 
hämolytisch, 
zytostatisch 

18 AS  [400] 

3 Skin-PYY 
(SPYY) 

 Phyllomedusa 
bicolor 

Anti-Gram+ & Gram-
, C. neoformans, C. 
albicans, A. 
fumigatus 

 durchdringt 
Phospholipidmembra
nen 

[401] 
[402] 

4 Magainine  Xenopus laevis C. albicans 36 AS; Helix Affinität für 
mikrobielle 
Membranen, führt 
zur Auflösung von 
Ionengradienten 

[403] 

5 Aureine      [41] 
6 Bombinin-ähnliche 

Peptid 
Bombinin-
ähnliche Peptid 7 

    [404] 

7 Bombinine Bombinin H2 Bombina 
variegata 

Anti-Gram+ & Gram-
, hämolytisch 

20 AS, Helix  [404] 

8 Maximine 1 Maximin H1 Bombina 
maxima 

Anti-Gram+ & Gram-
, antiviral, 
zytostatisch, C. 
albicans 

20 AS  [405] 

9 Brevinine Brevinin-1SA Rana 
sphenocephala 

Anti-Gram- 24 AS  [406] 

10 Esculentine Esculentin-2PLa Rana palustris Anti-Gram+ & Gram- 37 AS,   [407] 
11 Gaegurine Gaegurin-1 Rugosa rugosa  33 AS  [408] 
12 Temporine Temporin-1CSd Rana cascadae Anti-Gram+ & Gram-

, hämolytisch, 
14 AS  [409] 

13 Ranatuerine Ranatuerin-2PLc Rana palustris Anti-Gram- 28 AS  [407] 
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14 Melittin-ähnliche 
Peptide (MRPs) 

AR-23 Rana tagoi Anti-Gram+ & Gram-
, hämolytisch, 

23 AS  [410] 

15 Peptid PGQ  Xenopus laevis    [411] 
16 Caerine Caerin 1.8 Litoria chloris Anti-Gram+ & Gram-

, antiparasitisch, 
zytostatisch 

25 AS, N-terminal 
Leucinamid 

 [412] 

17 Maculatine Maculatin 1.1 Litoria eucnemis Anti-Gram+ & Gram-
, anti-HIV, 
zytostatisch 

21 AS, N-terminal 
Phenylalaninamid 

 [413] 

18 Citropine Citropin 1.1 Litoria citropa Anti-Gram+, Anti-
MRSA, Anti-Biofilm, 
zytostatisch 

16 AS, 
amphipathisch, 
Helix, definierte 
hydrophobe und 
hydrophile Bereiche 

 [414] 

19 CPFs CPF-ST3 Silurana 
tropicalis 

Anti-Gram+ & Gram-
, hämolytisch, 
zytostatisch 

18 AS, Helix  [415] 

20 Pseudine Pseudin 1 Pseudis 
paradoxa 

Anti-Gram+ & Gram-
,hämolytisch 

24 AS, Helix; 
amphipathisch 

 [416] 

21 Nigrocine Nigrocin-2 Rana 
nigromaculata 

Anti-Gram+ & Gram-
, M. luteus, S. 
dysenteriae, K. 
pneumoniae, P. 
aeruginosa, S. 
typhimurium, C. 
albicans 

21 AS; 
amphipathisch, Helix 

 [417] 

22 Ranalexine Ranalexin Rana 
catesbeiana 

Anti-Gram+ & Gram-
, antiparasitisch, 
Anti-MRSA, 
zytostatisch; S. 
aureus, S. pyogenes, 
E. coli 

20 AS, AS 8-15 
bilden Helix 

 [418] 
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23 Fallaxine Ocellatin-F1 Leptodactylus 
fallax 

Anti-Gram-, A. 
actinomycetemcomit
ans, S. aureus, C. 
lusitaniae 

25 AS, Helix; C-
terminal alpha-
amidiert 

N- or C-terminale 
Verkürzung 
verursachte einen 
Verlust der 
antimikrobiellen 
Aktivität 

[419] 

24 Kassinatuerine Kassinatuerin-1 Kassina 
senegalensis 

Anti-Gram+ & Gram-
, hämolytisch 

21 AS; 
amphipathisch 
alpha-helikal 

 [420] 

25 Dybowskine Dybowskin-4 Rana dybowskii Anti-Gram+ & Gram-
, hämolytisch 

15 AS;   [421] 

26 Pleuraine Pleurain-A2 Rana pleuraden Anti-Gram+ & Gram- 26 AS  [422] 
27 Odorranaine Odorranain-HP Odorrana 

grahami 
Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans 

23 AS  [423] 

28 Nigroaine Nigroain-K1 Rana 
nigrovittata 

Anti-Gram+ & Gram- 21 AS  [424] 

29 Plasticine Plasticin-B1 Phyllomedusa 
bicolor 

Anti-Gram+ & Gram-
, hämolytisch 

26 AS, Helix  [425] 

30 Ascaphine Ascaphin-8 Ascaphus truei Anti-Gram+ & Gram-
, antiviral, anti-HIV, 
anti-MRSA, 
hämolytisch, 
zytostatisch 

19 AS, Helix  [426] 

31 Hylaseptine Hylaseptin P1 Hyla punctata Anti-Gram+ & Gram- 14 AS, Helix; ähnlich 
der N-terminalen 
Region von Brevinin-
2 

 [427] 

32 Ranacycline Ranacyclin T Rana esculenta Anti-Gram+ & Gram-
, hämolytisch 

17 AS, 1 
Disulfidbrücke 

 [428] 

33 pLRs pLR Rana pipiens Anti-Gram+, 
hämolytisch 

18 AS, 1 
Disulfidbrücke 

Nicht lytisches 
Histamin 
freisetzendes Peptid 

[429] 



167 
 

34 RVs RV-23 Rana aurora 
draytonii 

Anti-Gram+ & Gram-
, hämolytisch 

23 AS  [430] 

35 Hyline Hylin a1 Hypsiboas 
albopunctatus 

Anti-Gram+ & Gram-
, hämolytisch, 

18 AS, Helix  [431] 

36 Parkerine Parkerin Nanorana 
parkeri 

Anti-Gram+ & Gram-
, Antioxidant, C. 
albicans 

20 AS, Helix  [432] 

37 Caerulein Vorläufer 
Fragmente (CPFs) 

CPF-B1 Xenopus borealis Anti-Gram+ & Gram-
, anti-MRSA, C. 
albicans 

28 AS  [433] 

38 Shuchine Shuchin 1 Rana shuchinae Anti-Gram+ & Gram- 18 AS  [434] 
39 Palustrine Palustrin-2ISa Odorrana 

ishikawae 
Anti-Gram+ & Gram-
, anti-MRSA, C. 
albicans 

29 AS  [435] 

40 Papiliocine Papiliocin Papilio xuthus Anti-Gram+ & Gram- 37 AS, Helix, Helix-
Scharnier-Helix-
Konformation 

Bildet Poren (2.3-3.3 
nm) in 
Pilzmembranen, 
induziert Apoptose 
bei Hefen 

[436] 

41 Jindongenine Jindongenin Amolops 
jingdongensis 

Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans 

24 AS  [437] 

42 Undersonine Undersonin-Y1 Odorrana 
undersonii 

Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans 

18 AS, Helix  [438] 

43 Odoranaine Odoranain-F-
OW1 

Odorrana 
wuchuanensis 

Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans 

29 AS  [438] 

44 Hejiangine Hejiangin-A1 Odorrana 
hejiangensis 

Anti-Gram+ & Gram- 16 AS  [438] 

45 Schmackerine Schmackerin-C1 Odorrana 
schmackeri 

Anti-Gram+ & Gram- 17 AS  [438] 

46 Peptid VRs Peptid VR-23 Rana sakuraii Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans 

23 AS  [439] 

47 Rugosine Rugosin-RN1 Rana Anti-Gram+ & Gram- 33 AS  [424] 
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nigrovittata , hämolytisch 
48 Hainanenine Hainanenin 1 Amolops 

hainanensis 
Anti-Gram+ & Gram-
, hämolytisch 

21 AS  [440] 

49 Hymenochirine Hymenochirin Hymenochirus 
boettgeri 

Anti-Gram+ & Gram- 29 AS  [441] 

50 Jingdongine Jingdongin-1 Amolops 
jingdongensis 

Anti-Gram+ & Gram- 17 AS  [442] 

51 Ceratoxine Ceratoxin Ceratophrys 
calcarata, 

Anti-Gram+ & Gram- 63 AS, 
Disulfidbrücke 

 [443] 

52 UyCTs UyCT3 Urodacus 
yaschenkoi, 
Opisthacanthus 
cayaporum 

Anti-Gram+ & Gram-
, anti-Biofilm, C. 
albicans, C. 
tropicalis, C. 
neoformans 

13 AS  [393] 

53 Coleoptericine Haxy_Col1 Harmonia 
axyridis 

Anti-Gram- 75 AS  [444] 

54 Senegaline Senegalin Kassina 
senegalensis 

Anti-Gram+, C. 
albicans 

16 AS  [445] 

55 Medusine Medusin-PH Agalychnis 
callidryas 

Anti-Gram+, C. 
albicans 

18 AS  [446] 

56 XPFs XPF-St4 Silurana 
tropicalis 

Anti-Gram+ & Gram-
, antiparasitisch, 
hämolytisch, S. 
cerevisiae 

25 AS  [447] 

57 PGLas PGLa-St2 Silurana 
tropicalis 

Anti-Gram+ & Gram-
, antiparasitisch, 
hämolytisch, S. 
cerevisiae 

22 AS  [447] 

58 Pseudhymenochiri
ne 

Pseudhymenochi
rin-1Pb 

Pseudhymenochi
rus merlini 

Anti-Gram+ & Gram-
, hämolytisch, 
zytostatisch, C. 
albicans 

29 AS, Helix  [448] 
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59 Frenatins Frenatin 2.1S Sphaenorhynchu
s lacteus 

Anti-Gram+ & Gram-
, zytostatisch, C. 
albicans 

16 AS  [449] 

60 Balteatides Balteatide Phyllomedusa 
balte 

Anti-Gram-, C. 
albicans 

10 AS  [450] 

61 Hylaranins Hylaranin-L1 Hylarana 
latouchii 

Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans 

18 AS  [451] 

62 Hylains Hylain 1 Hyla simplex Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans 

14 AS  [452] 

63 Limnochariin Limnochariin-1 Rana limnochari Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans, C. 
parapsilosis,  

10 AS, Phe-reich  [453] 

64 Megin Megin 1 Megophrys 
minor 

Anti-Gram+ & Gram-
, hämolytisch, C. 
albicans 

18 AS  [454] 

65 Cruzioseptins (CZS) cruzioseptin-1 Cruziohyla 
calcarifer 

Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans 

21 AS  [455] 

66 Undricins Undricin B Undrias 
davidianus 

Anti-Gram+ & Gram-
, A. niger, C. 
albicans, S. 
cerevisiae 

10 AS  [456] 

67 Distinctin-ähnliche-
Peptide 

Distinctin-
Ähnliche-Peptid-
PH 

Phyllomedusa 
hypochondrialis 

Anti-Gram-, 
zytostatisch, C. 
albicans 

36 AS  [457] 

68 Oxysterlins Oxysterlin 1 Oxysternon 
conspicillatum 

Anti-Gram+ & Gram-
, C. parapsilopsis 
 

39 AS, Helix  [458] 

 Wirbellose       
1 Halocidins Halocidin Halocynthia 

aurantium 
Anti-Gram+ & Gram-
, anti-MRSA 

18 AS  [459] 

2 Arenicins Arenicin-1 Arenicola marina Anti-Gram+ & Gram- 21 AS; 
amphipathisch, 

Bildet Oligomere in 
Membranen 

[460] 
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Beta-Strang 
3 Lumbricins Lumbricin I Lumbricus 

rubellus 
Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans, C. 
neoformans, S. 
cerevisiae 

62 AS  [461] 

4 Perinerins Perinerin Perinereis 
aibuhitensis 

Anti-Gram+ & Gram- 51 AS  [462] 

5 Neuropeptid-
ähnliche Proteine 

NLP-31 Caenorhabditis 
elegans 

Anti-Gram+ & Gram- 53 AS   

6 Scolopins Scolopin 1 Scolopendra 
subspinipes 
mutilans 

Anti-Gram+ & Gram-
, hämolytisch 

21 AS  [463] 

7 Ap-AMPs A. purpuratus 
AMP 

Argopecten 
purpuratus 

Anti-Gram+ 47 AS  [463] 

8 Antibacterial 
Faktoren (ABFs) 

ASABF-alpha Ascaris suum Anti-Gram+ & Gram- 75 AS, 
Disulfidbrücke 

 [464] 

9 Mytimacins Mytimacin-AF Achatina fulica Anti-Gram+ & Gram- 80 AS  [465] 
10 Myticusins Myticusin-1 Mytilus coruscus Anti-Gram+ & Gram-

, C. albicans, M. 
albicans 

104 AS, 
Disulfidbrücke 

 [466] 

11 Scolopendrasins Scolopendrasin II Scolopendra 
subspinipes 
mutilans 

Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans 

21 AS  [467] 

12 Cms Cm-p1 Cenchritis 
muricatus 

C. albicans. 10 AS, Helix  [468] 

13 MMGPs MMGP1 marine 
metagenome 

C. albicans, A. niger 36 AS, Helix C-terminale Domäne 
bindet Chitin 

[469] 

14 MytiChitins MytiChitin-A Mytilus coruscus Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans 

55 AS, 
Disulfidbrücke 

 [470] 

15 Treichoplaxins Treichoplaxin Treichoplax 
adhaerens 

Anti-Gram+ & Gram-
, anti-MRSA, C. 
albicans, C. 

22 AS, Helix  [471] 
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parasilosis 
16 Scolopendins Scolopendin 2 Scolopendra 

subspinipes 
mutilans 

Anti-Gram+ & Gram-
, anti-MRSA, C. 
albicans, C. 
parapsilosis, T. 
beigelii, T. rubrum 

16 AS, Helix Membranaktiv [472] 

17 Beta-thymosins cgTBeta Crassostrea 
gigas 

Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans 

40 AS  [473] 

18 Centrocins EeCentrocin 1 Echinus 
esculentus 

Anti-Gram+ & Gram- 30 AS, besteht aus 
Kette A und B 

 [474] 

19 Cremycins Cremycin-5 Caenorhabditis 
remanei 

 41 AS  [475] 

20 Japonicins Japonicin-2LF Limnonectes 
fujianensis 

Anti-Gram+ & Gram-
, anti-MRSA, anti-
Biofilm, C. albicans 

20 AS, Helix, 95.2% 
Ähnlichkeit mit 
Japonicin-2OM1 

Permeabilisiert 
Membranen 

[476] 

 Säugetiere       
1 α-Defensine HNP-1, HPN-2, 

HPN-3 
Homo sapiens C. albicans; C. 

neoformans 
3kDa bis 5 kDa Bilden 

spannungsabhängige 
Ionenkanäle 

[477] 
 

2 β-Defensine tracheal 
antiMIC90robial 
Peptid (TAP) 

Homo sapiens C. albicans Cys-reich; 3kDa bis 5 
kDa 

Bilden 
spannungsabhängige 
Ionenkanäle 

[478] 

3 Bactericidal/perme
ability-increasing 
protein (BPI) 

  C. neoformans, F. 
solani, C. krusei 

55 kDa, basisch, 
tubuläres Lipid 
bindendes Protein 
(TULIP); kationisch 

Neutralisiert 
endotoxische 
Aktivität von 
Lipopolysacchariden 

[479] 

4 Lactoferricins Lactoferricin B  C. albicans 24 AS, 17. AS bis 41 
AS von Lactoferrin 

 [480] 

5 Histatins menschliches 
Histatin 5 

Homo sapiens Anti-Gram+ & Gram-
, antiviral, anti-HIV, 
anti-MRSA, Enzym 
Inhibitor, C. 

24 AS, Helix; 
Proteolytisches 
Produkt aus Histatin 
3 

Zink bindendes 
Protein 

[481] 
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albicans; S. aureus, 
P. aeruginosa, A. 
baumannii, E. 
cloacae, E. faecium 

6 Cathelicidine Tritrpticin; 
K9CATH 

Sus scrofa; 
dog 

Anti-Gram+ & Gram- 
C. albicans 

38 AS; Helix, 
Sequenz homolog zu 
LL-37 

 [482] 

7 Hepcidin Menschliche 
Leber 
exprimiertes 
antimikrobielles 
Peptid 1 (LEAP-1) 

Homo sapiens Anti-Gram+ & Gram-
, S. cerevisiae 

84 AS, 4 
Disulfidbrücken; 2 
antiparallele Beta 
Stränge 

Involviert in 
Eisenaufnahme und 
vererbte 
Hämochromatose 

[483] 

8 Seminalplasmine Seminalplasmin Bubalus bubalis Anti-Gram+ & Gram-
, hämolytisch 

81 AS Bindet in der 
Anwesenheit von 
Calcium an 
Calmodulin, Inhibiert 
Peptidoglykan-
synthese in E. coli 

[484] 

9 Saposin-ähnliche 
Proteine 

Schweine NK-
Lysin 

Sus scrofa Anti-Gram+ & Gram-
, Antiparasitisch, 
antimalarial, 
zytostatisch; E. coli, 
B. megaterium 

78 AS; Helix  [485] 

10 Dermcidine Dermcidin-1 Homo sapiens Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans 

110 AS, Helix Proteolytische 
Aktivität (C-terminus 
von Arg, Lys) 

[486] 

11 Alpha-
melanozyten-
stimulierende 
Hormone (MSH) 

Alpha-MSH Homo sapiens Anti-Gram+, 
antiviral, anti-HIV, C. 
albicans 

13 AS  [487] 

12  Human MUC7 
20-Mer 

Homo sapiens Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans, C. 

20 AS, Helix, aus der 
C-terminalen Region 

 [488] 
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glabrata, C. krusei, 
C. neoformans, S. 
cerevisiae 

(32. AS-51. AS) von 
MUC7 Domäne 1 

13 Calcitermine Human 
Calcitermin 

Homo sapiens Anti-Gram-, C. 
albicans 

15 AS, Helix  [489] 

14 Theta-defensine 
(RTD) 

Rhesus theta-
defensin 2 

Macaca mulatta Anti-Gram+ & Gram-
, antiviral, anti-HIV 

18 AS; zirkulär  [490] 

15 Drosomycin-
ähnliche Defensine 

Human 
drosomycin-
ähnliche 
defensin 

Homo sapiens Aspergillus spp., F. 
solani, F. oxysporum, 
R. oryzae 

43 AS, 
Disulfidbrücke 

 [491] 

16 Catestatine Catestatin Homo sapiens Anti-Gram+ & Gram-
, Antioxidant 

21 AS Kann 
Mastzelleinwanderun
g und Produktion von 
Zytokinen und 
Chemokinen 
induzieren, 
Antioxidant 

[492] 

17 Cateslytine Cateslytin Homo sapiens C. albicans  15 AS, 57.1% 
Ähnlichkeit zu 
Catestatin 

 [493] 

18 SP-Bs SP-B Schwein  21 AS, Pro-reich  [494] 
19 Granulysine Human 

granulysin 
Homo sapiens Anti-Gram+ & Gram-

, antiparasitisch, 
zytostatisch; C. 
neoformans, C. 
albicans 

74 AS, Helix  [495] 

20 Kinocidine CXCL14 Homo sapiens Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans 

77 AS Aktivität 
salzempfindlich 

[496] 

21 NeuroPeptide Substance P Homo sapiens Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans 

11 AS, Helix  [497] 

22 Elastase- Elafin Homo sapiens Anti-Gram+ & Gram- 57 AS  [498] 
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spezifischer 
Inhibitor (Elafins) 

, antiviral, 
antiparasitisch, anti-
HIV, Enzym Inhibitor, 
antimalarial 

23 Beta-Amyloid 
Peptids 

Beta-Amyloid 
Peptid 

Homo sapiens Anti-Gram+ & Gram-
, antiviral 

40 AS, Helix  [499] 

24 Glyceraldehyd-3-
phosphat 
Dehydrogenase 
Fragment 

hGAPDH (2-32) Homo sapiens C. albicans 31 AS Internalisiert in 
Hefezellen, induziert 
Apoptose 

[499] 

25 RNasen Human RNase 5 Homo sapiens Anti-Gram+ 125 AS, Helix und 
Beta Strang, N-
terminus 
Pyroglutamat 

Durch 50 mM NaCl 
nicht beeinflusst 

[500] 

26 Makrophagen 
Entzündungs-
Proteine 

CCL20 Homo sapiens Anti-Gram+ & Gram-
, antiparasitisch, 
anti-Biofilm, C. 
albicans 

69 AS, Helix und 
Beta Strang 

Aktivität ist 
salzabhängig. 

[501] 

27 IFN-induzierbare 
Proteine 

CXCL10 Homo sapiens Anti-Gram+ & Gram-
, antiparasitisch, C. 
albicans 

77 AS, Helix und 
Beta Strang 

Interaktion mit 
bakteriellem FtsE/X 
Komplex, 
Membranzerstörung 
durch C-terminale 
Helix, rekrutiert NK 
Zellen durch GPCR 

[501] 

28 Angiogenine Mouse Ang1 Mus musculus Anti-Gram+ 121 AS, Helix und 
Beta Strang 

 [500] 

29 Inhibitoren der 
sekretorischen 
Leukozytenproteas
e 

SLPI Homo sapiens Anti-Gram+ & Gram-
, antiviral, anti-HIV, 
Enzym Inhibitor, A. 
fumigatus, C. 
albicans 

107 AS, Beta Strang Aktivität in N-
terminaler Region, 
Membranlyse, C-
terminale Region 
sorgt für Inhibierung 

[502] 
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30 CCLs CCL28 Homo sapiens Anti-Gram+ & Gram-
, antiparasitisch, C. 
albicans 

127 AS, Helix und 
Beta Strang, C-
terminale 28- AS des 
humanen CCL28 

 [503] 

31 Retinsäure-
Rezeptor-
Responder-
Proteine 

Chemerin Homo sapiens Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans 

137 AS Val(66) -Pro(85) für 
antimikrobielle 
Aktivität, Lyse von 
Bakterien 

[504] 

32 Nukleosomale 
Bindungsdomänen 
mit hoher 
Mobilität 

HMGN2 Homo sapiens Anti-Gram-, 
antiviral, C. albicans 

89 AS  [505] 

33 Lectin-bindende 
Enzymes 

Lysozyme Homo sapiens Anti-Gram+ & Gram- 130 AS, Helix und 
Beta Strang 

 [506] 

34 Vasostatine Vasostatin-I, 
Chromogranin A 

Bos taurus Anti-Gram+, N. 
crassa, A. fumigatus, 
A. brassicola, N. 
haematococca, F. 
culmorum, F. 
oxysporum, T. 
mentagrophytes, S. 
cerevisiae, C. 
albicans 

76 AS, Helix, N-
terminales Fragment 
von Chromogranin 
A, 1 Disulfidbrücke 

 [507] 

35 Trypsin Inhibitoren Rind 
pankreatischer 
Trypsin Inhibitor 
(BPTI) 

Bos taurus Enzym Inhibitor, C. 
albicans, S. 
cerevisiae 

58 AS, Helix und 
Beta Strang 

Inhibiert 
Calciumaufnahme 

[508] 

36 SRTAPs SRTAP-40 Ovis aries Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans 

40 AS  [509] 

37 Thymus-Stroma-
Lymphopoetin 

sfTSLP Homo sapiens Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans 

63 AS  [510] 

38 His-reiche Peptide GHH20 Homo sapiens C. parapsilosis, C. 21 AS Zerstört Liposomen [511] 
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albicans ähnlich dem 
Holoprotein HRG, in 
Aktivität, Bindung 
und 
Membranpermeabili-
sation 

39 Menschliche alpha-
synukleine 

Human alpha-
synuclein 

Homo sapiens Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans, C. 
tropicalis, F. 
neoformans, A. 
flavus, A. fumigatus, 
A. parasiticus, R. 
solani, T. harzianum 

140 AS, Helix, AS 1-
60 sind aktiv,  AS 1-
95 stärker aktiv 

Greift Membranen an [512] 

40 Hämoglobin Reste Hb 98–114 Rhipicephalus 
(Boophilus) 
MIC90roplus 

C. albicans, C. 
parapsilosis, C. 
tropicalis, C. 
neoformans, S. 
cerevisiae, A. niger, 
A. flavus, A. 
fumigatus 

17 AS, Helix, 50% 
Ähnlichkeit zu 
Alyteserin-2 

 [513] 

 Fische       
1 Pleurocidine Pleurocidin Pleuronectes 

americanus 
 68 AS, Helix  [514] 

2 Piscidine Piscidin 1 Morone saxatilis Anti-Gram+ & Gram-
, antiviral, anti-HIV, 
anti-MRSA, 
hämolytisch, 
zytostatisch;  

22 AS; Helix Positive Ladung und 
flexible Konformation 
wichtig für 
Membranpenetration
, bindet an 
Metallionen (Cu2+) 

[515] 

3 Piscidin-ähnliche 
Peptide 

OreochroMIC90in
s (Oreoch-1) 

Oreochromis 
niloticus 

Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans 

23 AS  [516] 

4 Misgurine Misgurin Misgurnus Anti-Gram+ & Gram- 21 AS; Helix  [517] 
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anguillicaudatus 
5 NRCs NRC-01 Pleuronectes 

americanus 
Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans 

24 AS, Gly-reich  [518] 

6 Epinecidine Epinecidin-1 Epinephelus 
coioides 

Anti-Gram+ & Gram-
, antiviral, anti-
MRSA, zytostatisch 

21 AS  [519] 

7 Myxinidine Myxinidin Myxine glutinosa 
L 

Anti-Gram+ & Gram-
, anti-Biofilm, C. 
albicans 

12 AS, Helix Nicht Salzsensitiv, 
0,3M NaCl 

[520] 

8 Pelteobagrine Pelteobagrin Pelteobagrus 
fulvidraco 
Reichardson 

Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans 

20 AS, 2,24 kDa relativ Salzinsensitiv 
(137 mM NaCl), wirkt 
an bakteriellen 
Membranen 

[521] 

9 Moronecidine sb-Moronecidin Morone saxatilis Anti-Gram+ & Gram- 23 AS, Helix, wie 
Piscidin 1, nur 
zusätzliches Thr and 
C-terminus 

 [522] 

10 Moronecidin-
ähnliche Peptide 

moroNC-NH2 Notothenia 
coriiceps 

Anti-Gram+ & Gram-
, C. tropicalis 

22 AS, 47.8% 
Ähnlichkeit mit 
Chionodracine 

 [523] 

11 Acipensine Acipensin 1 Acipenser 
gueldenstaedtii 

Anti-Gram+ & Gram-
, anti-MRSA, C. 
albicans 

50 AS, 96.1% 
Ähnlichkeit mit 
Hipposin 

 [524] 

 Mehrere Reiche        
1 Chitinasen  Pflanzen, 

Bakterien, Pilze 
   [293] 

2 Chitin bindende 
Proteine 

 Pflanzen, 
Bakterien, 
Insekten, 
Crustacea 

   [293] 

3 Defensine  Säugetiere, Pilze,    [293] 
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Insekten, 
Pflanzen 

4 Cyclophiline      [37] 
5 RIPs  Pilze, Pflanzen    [37] 
6 LTPs  Säugetiere, Pilze, 

Bakterien, 
Pflanzen 

 8,7 kDa, 90 AS, 4 
Disulfidbrücken, 
zentraler 
hydrophober 
Hohlraum 

Transferiert 
Phospholipide 
zwischen 
Membranen; nach 
Einbau in Membran 
formt der 
hydrophobe 
Hohlraum eine Pore, 
führt zum Ausfluss 
von Ionen 

[37] 

7 Buforine Buforin I Bufo bufo 
gargarizans, 
Asia; Also in: 
Homo sapiens; 
Bos taurus; Sus 
scrofa 

Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans, C. 
neoformans, S. 
cerevisiae 

  [525] 

8 Histone Parasin Parasilurus 
asotus 
Oncorhynchus 
mykiss, Fisch, 
Tiere 

A. salmonicida, C. 
aquatilis, Y. ruckeri, 
E. ictaluri, L. 
garvieae 

19 AS; Helix; N-
terminales Fragment 
von Histon H2A 

N-terminales Lys 
wichtig für 
Membranbindung 

[526] 

9 Hepcidine  Mensch, Fische, 
Sparus aurata L.; 
Acanthopagrus 
schlegelii 

Anti-Gram+ & Gram- 20 AS  [527] 

10 Neuropeptide Urechistachykini
n I 

Urechis 
unicinctus, homo 
sapiens 

Anti-Gram+ & Gram-
, C. albicans, T. 
beigelii, M. furfur 

10 AS Membranzerstörung [528] 
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11 Defensin-ähnliche 
Toxine 

Crotamine Crotalus durissus 
terrificus 

Anti-Gram+ & Gram-
, antiparasitisch, 
hämolytisch, 
zytostatisch 

42 AS, Helix und 
Beta Strang, 3 
Disulfidbrücken 

Attackiert Lysosomen 
und zerstört Zellen 

[529] 

12 GAPDH verwandt SJGAP Mensch, Fische, 
Katsuwonus 
pelamis 

   [530] 
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