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Konidiophor des
humanpathoge-
nen Schimmel-
pilzes Aspergillus
fumigatus mit
griin leuchten-
den Sporen.
Foto: V. Voltersen
(Leibniz-HKI).

Die mit einem
griinen Pfeil
markierten Begriffe
werden im Glossar
auf Seite 276
erkldrt.
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Unterschatzte Gefahr durch pilzliche

Krankheitserreger

Lebensbedrohliche
Pilzinfektionen

FRANZISKA SCHMIDT | THORSTEN HEINEKAMP | AXEL A. BRAKHAGE

ach den Tieren mit ca. 7 Millionen Arten stellt das
N Reich der Pilze (Fungi) mit geschitzten 2,2-3,8 Mil-
lionen unterschiedlichen Arten das zweitgrofite Organis-
menreich der Eukaryoten dar [1]. Wihrend bei den Tieren
ca. 20 Prozent der Arten beschrieben werden konnten,
kennen wir Schitzungen zufolge erst zwischen zwei und
acht Prozent aller Pilzarten; die meisten Arten sind somit

unbekannt.

Pilze sind ubiquitire Organismen, d.h. sie sind vermut-
lich in allen Habitaten auf der Erde anzutreffen. Uns be-
gegnen sie als winzige Organismen: in der Luft, die wir
atmen, und in der Nahrung, die wir zu uns nehmen. Kein
Mensch ist frei von Pilzen; sie sind ein wichtiger Bestand-
teil unserer Haut, Lunge, des Mundes, Darms und der
Vagina. Pilze begegnen uns auch als makroskopische Viel-
zeller wie der Champignon oder der bislang grofite be-
kannte Organismus der Welt: ein Dunkler Hallimasch,
Armillaria ostoyae, im US-Bundestaat Oregon. Er hat ein
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Invasive Pilzinfektionen stellen global
eine Bedrohung dar. Sie gehen mit
Sterberaten von 30-90 Prozent einher
und téten jéhrlich mehr als 1,5 Millionen
Menschen weltweit. Trotz dieser Gefahr
werden sie oft zu spdt diagnostiziert oder
ganz (ibersehen. Pilzinfektionen gelten
bei der WHO inzwischen als globale
infektiologische Herausforderung. Nur
ein Bruchteil der bekannten Pilze wurde
als krankheitserregend beim Menschen
beschrieben. Die Interaktion dieser Pilze
mit dem Menschen ist allerdings kom-
plex. Sie haben Strategien entwickelt, um
die Abwehr durch das Immunsystem zu
unterlaufen.

unterirdisches Netzwerk aus Pilzfiden - ein Myzel - gebil-
det, das sich iiber eine Fliche von mehreren Quadratkilo-
metern erstreckt und ein Gewicht von mehreren Tausend
Tonnen aufweist [2].

Neben ihren vielfiltigen Erscheinungsformen sind Pilze
durch eine enorme Diversitit des Stoffwechsels (Metabo-
lismus) gekennzeichnet: Sie konnen fast alle auf der Erde
vorkommenden organischen Substanzen abbauen und
verwerten. Auf Grund dieser Eigenschaften und ihrer gro-
Ben Anpassungsfihigkeit konnen sie in vermutlich allen
Okosystemen leben; sie besiedeln selbst extreme Lebens-
riume wie die Arktis, Wiisten oder salzhaltige Gewisser
[3]. Ein eindrucksvolles Beispiel fiir die Anpassung von
Pilzen an jhre jeweiligen Lebensriume ist die Besiedlung so
ungewoOhnlicher Nischen wie die des verungliickten
Atomreaktors in Tschernobyl. Seit geraumer Zeit wird an
den Reaktorwinden, aber auch in seiner Umgebung, das
Wachstum stark pigmentierter (melanisierter) Pilze beob-
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ABB. 1 | VEGETATIVE VERMEHRUNG VON PILZEN

a) Elektronenmikroskopische Aufnahmen eines Konidiophors von Aspergillus fumigatus. b) Sprossende Zellen der Hefe
Candida albicans. c) Filamente von C. albicans auf Epithelzellen. Fotos: a) aus [26], b) F. Schmidt, c) K. Holland, M. Ozel,

K. Zakikhany, B. Hube.

achtet, welche der Strahlung widerstehen konnen [4]. Ein
weiteres Beispiel fiir die grole Anpassungsfihigkeit von
Pilzen ist deren Isolation durch Wissenschaftler auf der
internationalen Raumstation. Die bereits auf der Erde durch
die Luft in die Raumkapsel gelangten Pilze konnen die
Raumstation auch im Weltall besiedeln und trotz Schwe-
relosigkeit und kosmischer Strahlung wachsen [5].

Ein wichtiger Aspekt der Verbreitung von Pilzen liegt
in ihrem Lebenszyklus und der Produktion der bereits er-
wihnten Sporen begriindet. Sporen sind so klein und
leicht, dass sie durch die Luft iber weite Strecken trans-
portiert werden konnen und Pilzen die Erschlieung neu-
er Lebensriume ermoglichen. Wie bei der Spezies Asper-
gillus fumigatus erfolgt die Sporulation oft tiber die Aus-
bildung von Konidiophoren, sporentragenden Strukturen
im Hyphengeflecht (Abbildung 1a). Die bei A. fumigatus
gebildeten Sporen werden als Konidien bezeichnet und
bilden lange Ketten. Eine alternative Variante der Vermeh-
rung ist die Sprossung, bei der durch das Abschniiren
einer Zellausstiilpung eine Tochterzelle entsteht (Abbil-
dung 1b). Dies ist z. B. der Fall bei Candida albicans. Die-
ser Pilz besitzt allerdings auch die Fihigkeit, Hyphen aus-
zubilden, was wichtig fiir die Pathogenitit des Pilzes ist
(Abbildung 10).

Pilze sind sesshaft und konnen keine Photosynthese
betreiben, um Energie zu gewinnen. Als heterotrophe Or-
ganismen sind sie deshalb darauf angewiesen, die lebens-
notwendigen Substrate aufzunehmen. Dafiir zersetzen sie
totes oder absterbendes organisches Material in ihrer Um-
gebung. Diese als saprophytisch bezeichnete Lebensweise
der Zersetzung von totem Material und dessen Abbau zu
organischen und anorganischen Verbindungen, welche
wiederum als Lebensgrundlage von Pflanzen dienen, be-
griinden die zentrale 6kologische Rolle der Pilze im Nihr-
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stoffkreislauf. Die Bandbreite an nutzbaren Nahrungsquel-
len ist enorm. Einige Pilze sind sogar darauf spezialisiert,
Lignin - also die Hauptverbindung verholzter pflanzlicher
Zellwiande - abzubauen. Weitere Pilze von grof3er 6kolo-
gischer Bedeutung sind Mykorrhiza-Pilze, ohne die die
meisten Landpflanzen (80-90%) nicht optimal wachsen
konnten [6]. Flechten - eine Symbiose von Pilzen mit Al-
gen oder Cyanobakterien - konnen extreme Lebensriume
wie z.B. blanken Fels besiedeln [7].

IN KURZE

- Lebensbedrohliche Pilzinfektionen sind unterschdtzt und
betreffen jihrlich ca. 150 Millionen Menschen weltweit.

- Die zahlenmdRig hdufigsten Infektionen in Europa und
Deutschland werden durch Candida albicans, Aspergil-
lus fumigatus und weitere Spezies dieser Gattungen
verursacht.

- Dem angeborenen Immunsystem, insbesondere neutro-
philen Granulozyten und alveolaren Makrophagen,
kommt groRBe Bedeutung fiir die Verteidigung gegen
diese Pilze zu.

- Verteidigungsmechanismen sind die Phagozytose und
die intrazelluldre Prozessierung von Pilzzellen in diesen
Phagozyten sowie die Produktion antifungaler extra-
zelluldrer Vesikel durch neutrophile Granulozyten.

- Pilze haben Immunevasionsmechanismen entwickelt, mit
denen sie die Verteidigungsmechanismen unterlaufen
kénnen. Dazu gehéren Oberfldchenproteine und insbe-
sondere das Sporenpigment von Aspergillus fumigatus,
mit denen die Pilze die Erkennung und ihre Abtétung in
Phagosomen verzégern kénnen.

- Sowohl der gezielte Transport von Antibiotika in Phago-
somen als auch die Produktion aggressiver antifungaler
Vesikel bieten méglicherweise neue Therapieoptionen.

www.biuz.de
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ABB. 2 Beispiele fiir Dermatophyten, Hyphen und Mikrokonidien von Arthro-
derma benhamiae auf Haaren und Keratin-bildenden Zellen. a) Fluoreszenzmi-
kroskopische Aufnahme von Hyphen und Mikrokonidien. b) Kolonisierung
von menschlichem Haar, cyan: pilzliche Hyphen, orange: Autofluoreszenz des
Haares. c) Anheftung von Mikrokonidien an humane Keratin-bildende Zellen
der Epidermis (Keratinozyten), cyan: pilzliche Hyphen, rot: gefirbte Keratino-
zyten. d) Menschliche Keratinozyten mit keimenden A. benhamiae-Mikrokoni-
dien. Fotos aus [13].

Die Bedeutung von Pilzen reicht weit tiber den bereits
erliuterten Nutzen fiir die Okosysteme hinaus. Pilze sind
auch von wirtschaftlichem Interesse, so z.B. in der Nah-
rungsmittelindustrie bei der Herstellung von Lebensmit-
teln wie Kise, Bier, Wein oder Sojasauce [8]. Des Weite-
ren ist ihre Fihigkeit der Produktion spezieller Naturstoffe
von enormer gesellschaftlicher Bedeutung. Naturstoffe
sind niedermolekulare Substanzen, von denen Pilze ver-
mutlich Millionen verschiedene produzieren kénnen. Ei-
nige dieser Verbindungen bilden die Grundlage wichtiger
Medikamente wie Antibiotika (z. B. Penicilline und Cepha-
losporine) oder der cholesterinsenkenden Statine [9].

Pathogene Pilze: Gefdhrlich fiir Pflanzen

und Menschen
Neben ihrem groflen niitzlichen Potenzial besitzen Pilze
aber auch eine sehr gefihrliche Seite: Sie sind gefiirchtete
Krankheitserreger von Pflanzen, Tieren und Menschen. Aus
dem gesamten Organismenreich der Pilze und » Oomy-
ceten sind derzeit etwa 8000 Arten als pflanzenpathogen
beschrieben worden [3]. Einige dieser Pilzpathogene wei-
sen bereits Resistenzen gegen eingesetzte Fungizide auf.

3/2022 (52) www.biuz.de

Diese Entwicklung muss sorgfiltig beobachtet werden,

wenn man bedenkt, dass die Ernihrung der Menschheit

im Wesentlichen von nur fiinf Pflanzenarten abhingt und

dass fiir diese Pflanzen eine grofle Zahl von pathogenen

Pilzen bekannt ist. Weiterhin hat die Schidigung einer

solch grolen Pflanzenbiomasse durch Pilze einen nega-

tiven Einfluss auf das Klima [10] (www .klimafakten.de,
www.ippc.int/en/).

Eine direkte Schidigung des Menschen durch Pilze
kann mindestens drei Ursachen haben:

1. Pilze produzieren Giftstoffe (Toxine) wie z.B. der
Schimmelpilz Aspergillus flavus, der u.a. die Natur-
stoffe der Aflatoxine zu biosynthetisieren vermag,
welche die stirksten natiirlich vorkommenden krebs-
erregenden Substanzen darstellen. Aflatoxine konnen
sich in Lebensmitteln wie Erdniissen, Pistazien oder
getrockneten Friichten finden und wirken schon in
kleinen Mengen krebserregend (karzinogen) [11].

2. Millionen von Menschen leiden an Allergien, die durch
mit Pilzsporen assoziierten Molekiilen verursacht wer-
den und sehr schwere Verliufe zur Folge haben kon-
nen [12].

3. Pilze konnen direkt Infektionen beim Menschen
verursachen. Dabei lassen sich zwei grofe klinische
Krankheitsbilder unterscheiden: Hautpilze infizieren
die Oberflichen von Menschen und Tieren, wihrend
lebensbedrohliche invasive Pilzinfektionen einzelne
Organe, aber auch den ganzen Korper in Mitleiden-
schaft ziehen konnen.

Hautpilze (Dermatophyten)
Der liberwiegende Teil menschlicher Pilzinfektionen ist
auf Hautpilze oder Dermatophyten zuriickzufiihren (Ab-
bildung 2). Weltweit infizieren diese Pilze ca. 1 Milliarde
Menschen pro Jahr [3]; in Deutschland sind etwa 9 Mil-
lionen Patienten jedes Jahr betroffen (ca. 12% der Bevol-
kerung). Die im engeren Sinne als Dermatophyten be-
zeichneten Fadenpilze sind durch die Sekretion des En-
zyms Keratinase charakterisiert. Es katalysiert die
Spaltung der Proteine der Hornsubstanz (Keratin) von
Haaren und Nagelmaterial, wodurch die Pilze diese Sub-
strate als Kohlenstoffquelle zum Wachstum verwenden
konnen. Zu den bedeutenden Vertretern zihlen Micro-
sporum canis, Epidermophyton floccosum, Arthroderma
benbamiae sowie Pilze der Gattung Trichophbyton, darun-
ter der hiufigste Dermatophyt des Menschen Tricho-
Dphyton rubrum [13, 14]. Lokale Hautmykosen kénnen
neben der Gruppe der Dermatophyten auch durch Hefen
sowie Schimmelpilze verursacht werden. Insbesondere
die Hefen Candida albicans und Malassezia furfur sind
Bestandteil der Hautflora und gelten im Zusammenhang
mit Hautmykosen als » fakultative Pathogene. Eine Infek-
tion des Menschen hingt von seinem Immunstatus, der
Integritit der Haut und deren Siureschutzmantel ab.
Charakteristische Symptome einer Hautmykose sind lo-
kale Rotungen und Juckreiz sowie Blischenbildung [14].

© 2022 Die Autoren. Biologie in unserer Zeit
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Auch Infektionen der Schleimhiute kommen vor. Sie
werden hiufig durch Vertreter der Gattung Candida, ins-
besondere C. albicans, verursacht. Von Schleimhautinfek-
tionen durch Candida (oft als Hefe-Infektionen bezeich-
net) sind weltweit mehr als 135 Millionen Frauen jihrlich
betroffen [3]. C. albicans kann ein Mitbewohner (Kom-
mensale) des Menschen z.B. im Darm sein. Ob der Pilz
wirklich auch in immunkompetenten Menschen nur ein
harmloser Mitbewohner ist, wird zurzeit diskutiert, da er-
staunlicherweise von 30 getesteten Pilzen nur C. albicans
Th17-Immunzellen zu aktivieren vermochte. Th17-Zellen
befinden sich im Gewebe, konnen aber auch im Blut zir-
kulieren. Sie sind an der Regulation der Immunantwort
beteiligt und tragen zur schiitzenden Immunitit bei, kon-
nen aber auch zur Auslosung von Erkrankungen fithren.
Wenn es nun z.B. bei entziindlichen Erkrankungen des
Gastrointestinaltrakts zu einer Vermehrung von C. albicans
im Darm kommt, werden vermehrt Th17-Zellen aktiviert,
die im Blut zirkulieren und auch die Lunge erreichen.
Wenn diese Patienten Konidien von A. fumigatus ein-
atmen, wie es alle Menschen regelmiflig tun, kann es zu
einer pathologischen Kreuzreaktion kommen: Die Th17-
Zellen reagieren UibermiRig auf die den C. albicans-Prote-
inen sehr dhnlichen A. fumigatus-Proteine. Die Immun-
zellen vermehren sich und konnen eine Entziindung der
Lunge auslosen. So konnte z.B. Asthma durch eine Darm-
entziindung verursacht werden [15]. Gerade in den letz-
ten Jahren wurde zunehmend die Bedeutung des Mikro-
bioms des Menschen als priventiver Faktor im Kontext mit
Infektionen erkannt, z. B. zur Verhinderung von Darment-
ziindungen oder der Ausbreitung von C. albicans [16].

Verursacher lebensbedrohlicher

Pilzinfektionen
Von den bekannten Pilzen sind ca. 300 bisher als human-
pathogen beschrieben worden. Ungefihr 90 Prozent aller
Todesfille durch pathogene Pilze werden durch Spezies der
Gattungen Aspergillus, Cryptococcus, Candida oder Pneu-
mocystis verursacht [3]. Einige dieser Pilze sind zu einem
groflen Problem in den Kliniken geworden, da systemische
Pilzerkrankungen mit hohen Sterberaten einhergehen. Ak-
tuelle Schitzungen gehen weltweit von rund 150 Millio-
nen schweren, zum Teil lebensbedrohlichen Infektionen
aus, von denen tuber 1,5 Millionen letztendlich zum Tod
der Patienten fithren [3]. Die Dunkelziffer scheint aller-
dings wesentlich hoher zu sein. Entsprechend ihrer Be-
deutung gelten Pilzinfektionen bei der WHO als globale
Herausforderung. Unterstiitzt wird diese Einschitzung
zusitzlich durch die Centers for Disease Control and Pre-
vention (CDC) in den USA, welche auf Grund des schnel-
len Anstiegs von resistenten Erregerstimmen, Candida als
eine gefihrliche Bedrohung der menschlichen Gesundheit
einstufen. Trotz dieser Gefahren werden Pilzinfektionen
oft zu spit diagnostiziert oder ganz tibersehen.

Die Pridisposition fiir lebensbedrohliche Pilzinfektio-
nen ist hauptsichlich durch weitere Erkrankungen bezie-
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hungsweise deren begleitende Therapien gegeben, insbe-
sondere durch solche, die das Immunsystem schwichen
oder funktionell beeintrichtigen. Dazu zihlen z. B. Krebs-
erkrankungen, himatologische Erkrankungen oder Trans-
plantationen. Allerdings lassen sich Pridispositionen in
der modernen Medizin nicht verhindern, da darunter auch
lebensrettende Therapien von Patienten z. B. mit Cortico-
steroiden, Zytostatika oder auch antibakteriellen Antibio-
tika fallen. Da die Zunahme solcher Therapien auf Grund
des demographischen Wandels und der verbesserten The-
rapiemoglichkeiten von bisher schwer behandelbaren
Krankheiten erwartet werden kann, ist auch mit einer
steigenden Inzidenz von lebensbedrohlichen Pilzinfektio-
nen zu rechnen. Der Klimawandel ist dabei noch unbe-
ricksichtigt - er konnte moglicherweise die Entstehung
neuer krankheitserregender Pilze fordern, z.B. durch deren
Adaptation an hohere Temperaturen wie aktuell bereits
fur Candida auris diskutiert wird [3]. C. auris wurde erst-
mals 2009 als Erreger einer Ohrinfektion (Latein auris: das
Ohr) in Japan beschrieben. Dieser multiresistente Pilz wird
zunehmend als » nosokomialer Keim bei hospitalisierten
Patienten beobachtet und wird von Mensch zu Mensch
ubertragen. Dieser Trend der Zunahme einer Sensibilisie-
rung fiir Pilzinfektionen spiegelt sich auch in der Zunah-
me an Einsendungen von klinischen Proben an das Natio-
nale Referenzzentrum fir Invasive Pilzinfektionen wider,
das gemeinsam von Jena und Wiirzburg organisiert wird
(www.nrz-myk.de/). Invasive Mykosen beschrinken sich
allerdings zunehmend nicht nur auf abgegrenzte Risiko-
gruppen, sondern treffen auch Patienten, die an chroni-
schen Lungenkrankheiten leiden oder mit Influenzaviren
oder SARS-CoV-2 infiziert sind [17, 18].

Die Pilzerreger, die zahlenmiRig die hidufigsten invasi-
ven Pilzinfektionen in Europa verursachen, sind Candida
albicans und Aspergillus fumigatus sowie weitere Spe-
zies dieser Gattungen (Abbildung 1). Die Pathophysiologie

ABB. 3 | VERTEIDIGUNG VERSUS IMMUNEVASION

Immunabwehr

.
1 TR

e o ) ¢ Immunevasion

Gegen die Inmunabwehr des Menschen haben Pilze Eigenschaften entwickelt,
die es ihnen erlauben, die Abwehr zu unterlaufen, was als Inmunevasion be-

zeichnet wird.
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ABB. 4 | VERTEIDIGUNG GEGEN KONIDIEN VON A. FUMIGATUS

Konidium
° Neutrophile
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In der Lunge bekdampfen Epithelzellen und verschiedene Immunzellen des angeborenen Immun-
systems inhalierte Konidien des Schimmelpilzes Aspergillus fumigatus. Fiir Details siehe Text.

der von diesen Pilzen in der Regel in immungeschwichten
Patienten verursachten Infektionen reicht vom Befall ein-
zelner Organe wie z.B. der Lunge, Nieren oder Leber bis
hin zu einer Sepsis und Multiorganversagen. Die Diagnose
pilzlicher Erkrankungen ist in vielen Fillen schwierig und
erfolgt in der Regel zu spit. Die Therapie z.B. bei der

MOLEKULE ZUR IMMUNEVASION AUF DER KONIDIENOBERFLACHE VON
A. FUMIGATUS

ABB. 5

Naturstoffe: Konidium

Dihydroxynaphthalin
(DHN)-Melanin

Proteine:
RodA-Hydrophobinschicht
CcpA c)

a) Schematische Darstellung von DHN-Melanin (griin) und Proteinen auf der Konidienoberflache.
b) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Konidien von A. fumigatus. c) Transmissions-
elektronenmikroskopische Aufnahme eines Konidiums von A. fumigatus; gut zu erkennen ist die
elektronendichte duBere Schicht aus DHN-Melanin. Fotos: b) aus [27], c) H. Schmidt, Leibniz-HKI.
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invasiven Aspergillose ist ineffektiv;
neue Wirkstoffklassen fiir die Thera-
pie fehlen. All das zusammen fiihrt zu
einer hohen Letalitit dieser Erkran-
kungen, die zwischen 30 und 90 Pro-
zent liegt, je nach betrachtetem Pati-
entenkollektiv [3]. Weitere wichtige
humanpathogene Pilze wie Crypto-
coccus neoformans kommen in Euro-
pa wesentlich weniger hiufig vor als
in den USA und Afrika, da dieser Pilz
hiéufig mit nicht oder schlecht behan-
delten AIDS-Erkrankungen assoziiert
ist [3].

Immunabwehr versus

Immunevasion
Ein entscheidender Aspekt in der Eta-
blierung einer als invasive Aspergil-
lose bezeichneten systemischen In-
fektion durch A. fumigatus ist der
Immunstatus der Patienten. Die jihr-
lich steigenden Zahlen von Organ-

und Knochenmarkstransplantationen, die Entwicklung
neuer Chemotherapien zur Tumorbehandlung und Thera-
pien, die zur Schwichung der Aktivitit von Immunzellen
fiilhren, resultieren in einer stetig wachsenden Gruppe
von Risikopatienten, bei denen die korpereigenen Ver-
teidigungsmechanismen gestort sind. Eine solche Beein-

trichtigung stellt den optimalen
Nihrboden fiir opportunistisch hu-
manpathogene Erreger dar, zu denen
auch A. fumigatus gehort. Die zusitz-
lichen Faktoren einer unzureichen-
den Diagnostik und die Zunahme an
Resistenzen gegen Antimykotika, ins-
besondere der Azole, resultieren in
einem Wettlauf gegen die Zeit, diese
Infektionen einigermafien unter Kon-
trolle zu halten. Die Interaktion von
Pilzen mit dem Immunsystem des
Menschen ist komplex. So spielt das
Immunsystem die wesentliche Rolle
fiir die Abwehr gegen Pilzinfektionen
(Abbildung 3). Pilze wiederum haben
zum Teil einzigartige Virulenzfakto-
ren entwickelt, die es ihnen erlauben,
die Immunabwehr zu unterlaufen
(Immunevasion) und in Konsequenz
schwere Infektionen auszulOsen.
Unsere Arbeitsgruppe beschiftigt
sich mit beiden Aspekten von Infek-
tionen durch A. fumigatus. Beim Ein-
atmen gelangen Konidien in die fein-
verzweigten Lungenblischen, wo sie
neben Epithelzellen auf alveolare Ma-
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krophagen und neutrophile Granulozyten treffen (Abbil-
dung 4). Die letzteren werden als professionelle » Phago-
zyten bezeichnet. Sie bilden in Kombination mit weiteren
Zelltypen eine wichtige Komponente der angeborenen
Immunabwehr [19]. Alveolare Makrophagen, neutrophile
Granulozyten und auch in geringerem Maf3e Epithelzellen
fressen (phagozytieren) eingeatmete Sporen. Die Sporen
besitzen allerdings Eigenschaften, die es ihnen erlauben,
das Immunsystem zu unterlaufen und sich im Menschen
zu vermehren.

Grundsitzliche Voraussetzung fiir die Pathogenitit
eines Pilzes ist dessen Fihigkeit bei 37 °C wachsen zu
konnen, was bei weitem nicht fiir alle Pilze gilt und ins-
besondere hiufig nicht fiir Umweltpilze. Weiterhin haben
pathogene Pilze Strategien entwickelt, um an das wenige,
frei verfiigbare Eisen im Korper des Menschen zu gelan-
gen. A. fumigatus bildet dafiir kleine, spezielle eisenbin-
dende Molekiile, Siderophore, die auch zu den Naturstof-
fen zihlen und Eisen mit einer sehr hohen Affinitit zu
binden vermogen [9]. Pilze besitzen auf ihrer Oberfliche
Strukturen, die von menschlichen Rezeptoren als korper-
fremd erkannt werden, wie z.B. B-1,3-Glukan in der pilz-
lichen Zellwand von dem Rezeptor Dektin-1 erkannt wird.
Diese Erkennung ist die Grundlage fiir die Initiierung der
Immunabwehr. Um sich nun vor dem Immunsystem zu
verstecken, besitzt A. fumigatus auf seiner Oberfliche
Proteine und spezielle Naturstoffe wie z.B. ein Melanin-
pigment, die es dem Immunsystem erschweren, die Spo-
ren zu erkennen, indem sie die durch Rezeptoren erkenn-
baren Molekiile verdecken. Dieses Konzept der Tarn-
kappen-Molekiile wurde am Beispiel der Hydrophobine
auf der Konidienoberfliche von A. fumigatus entdeckt
[20] und schlie8t auch weitere Proteine wie CcpA ein [21]
(Abbildung 5). Damit sind Pilzsporen vor einer schnellen
Entdeckung durch das Immunsystem geschiitzt, wodurch
eine Infektionsetablierung begiinstigt wird.

Warum es sich in der Evolution durchgesetzt hat, dass
unser Immunsystem solche Pilze schlechter erkennt, ob-
wohl dies ja offensichtliche Nachteile besitzt, wird disku-
tiert [20]. Eine Erklirung konnte sein, dass die verminderte
Erkennung der vielen Sporen, die wir tiglich einatmen
einen Selektionsvorteil darstellte. Eine schnelle, iiber-
schieBende Immunreaktion mit Schidigung des mensch-
lichen Gewebes wird auf diese Weise bei uns in der Regel
vermieden. Ein Nachteil ist natiirlich die durch die
schlechtere Immunerkennung verzogerte Bekimpfung
dieser Pilze, was in einigen Fillen zu schweren Infektio-
nen fithren kann.

Ein prominenter Naturstoff und wesentlicher Virulenz-
faktor von A. fumigatus, der ein zentrales Molekiil der
Immunevasion darstellt, ist das rauchfarbene grau-griine
Melaninpigment der Sporen, das A. fumigatus auch sei-
nen Namen gab: Das lateinische Wort fumus bedeutet
,der Rauch“ (Abbildungen 5 und 6). Bei dem Pigment han-
delt es sich um ein spezielles Polyketid-Derivat, das als
Dihydroxynaphthalin (DHN)-Melanin bezeichnet wird.

© 2022 Die Autoren. Biologie in unserer Zeit
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DHN-Melanin besitzt vielfiltige Wirkungen auf das Im-
munsystem, wie die reduzierte Bindung von » Opsoninen
an Konidien oder die Inhibition der Phagosomenreifung,
die im Folgenden ausgefiihrt wird [22].

Normalerweise werden eingeatmete Partikel wie auch
Sporen von z.B. Makrophagen in einem Prozess, der als
Phagozytose bezeichnet wird, erkannt und internalisiert.
Die membranumbhiillten Sporen (beispielsweise nicht me-
lanisierte Konidien der pksP-Mutante) befinden sich dann
intrazellulir in Phagosomen, die durch weitere Schritte zu
Phagolysosomen reifen konnen, welche durch einen nied-
rigen pH-Wert und das Vorhandensein reaktiver Sauer-
stoffspezies und aggressiver Enzyme charakterisiert sind
(Abbildung 6). Dadurch werden eingeatmete Mikroorganis-
men in der Regel verdaut, also abgetotet. Bei A. fumigatus
haben wir beobachtet, dass Sporen - solange sie ihre Me-
laninhiille besitzen - schlechter erkannt und phagozytiert

HEMMUNG DER PHAGOSOMENANSAUERUNG
DURCH DHN-MELANIN VON A. FUMIGATUS

pksP- :

pksP-
onidiu

& Lysosom

Or°
Phagosom

Phagolysosom l

ABB. 6

\

pksP Wildtyp  LysoTracker  Overlay

a) Schematische Darstellung der intrazelluldren Prozes-
sierung von Konidien der weiRen pksP-Mutante und von
griinen Wildtyp-Konidien; fiir Details siehe Text. b) Fluo-
reszenzmikroskopische Aufnahmen der Ansduerung von
Phagosomen in RAW264.7 Makrophagen; eine Makropha-
genzelle hat gleichzeitig Wildtyp-Konidien (in griin mar-
kiert) und Konidien der weiRBen pksP-Mutante (in blau
markiert) phagozytiert. Angesduerte konidienhaltige Pha-
gosomen sind mit LysoTracker rot gefarbt. Nur pksP-Koni-
dien zeigen einen roten Ring, charakteristisch fiir angesdu-
erte Phagosomen. Fotos: a) T. Heinekamp, b) aus [23].
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PHAGOSOMENMEMBRAN
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Pathogenerkennung, z.B. Dektin-1
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Plasmamembran m v mﬂb" m

Em.‘u

vATPase b\
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Mikrodomanen
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Das DHN-Melanin der Konidien stért die Ausbildung von Lipid-Raft-Mikrodoma-
nen, die fiir die Funktionsfihigkeit der Phagosomen bedeutsam sind. Ausschnitt
aus der Membran von Phagosomen (oben) und Darstellung der Membran
eines Phagosoms (unten); dargestellt ist die Situation nach Internalisierung
eines griinen Wildtyp-Konidiums (links) und eines weiBen pksP-Konidiums
(rechts). Fiir Details siehe Text.

ABB. 8 | AKTIVITAT NEUTROPHILER GRANULOZYTEN GEGEN A. FUMIGATUS

werden (Tarnkappeneffekt). Wird die Phagozytose dann
doch eingeleitet, wenn die Sporen z.B. schwellen, werden
die Konidien von Membranen umschlossen, in die Zelle
gezogen (internalisiert) und so in die Phagosomen aufge-
nommen. Durch deren anschlieende Verschmelzung mit
zahlreichen zelluliren Vesikeln, den Lysosomen, entsteht
das angesiuerte Phagolysosom. Dieses bildet die Grund-
voraussetzung fiir die Aktivierung verschiedener abbauen-
der Enzyme wie z. B. Proteasen zum Abbau von Proteinen
(Abbildung 6). Das Resultat der Phagozytose mit intrazel-
lulirer Prozessierung der Sporen ist das Abtoten der Patho-
gene, die Sekretion bestimmter Botenstoffe, den Zytoki-
nen, zur Rekrutierung weiterer Immunzellen, und die
Prisentation von Antigenen fiir Zellen des erworbenen
Immunsystems.

Ganz anders verhilt es sich allerdings mit melanisier-
ten Konidien. Deren Phagozytose ist verzogert, und wenn
sie dann doch in Phagosomen landen, weisen diese eine
verminderte Ansiuerung auf. Als Resultat konnen Makro-
phagen Konidien mit Melanin schlechter abtoten, die Ko-
nidien tuberleben in den Makrophagen und sind sogar
geschiitzt vor weiteren Immunzellen (Abbildung 6). Fehlt
die Melaninhiille in den Konidien, wie z.B. in der ,wei-
en“ pksP-Mutante, ist dagegen der normale Prozess der
Phagozytose zu beobachten, also eine vollstindige Ansiu-
erung und effiziente Abtotung aufgenommener Konidien
(Abbildung 6). Diese und weitere Ergebnisse belegten die
grofle Bedeutung von DHN-Melanin fiir die Immuneva-
sion. Der zu Grunde liegende mole-
kulare Mechanismus war allerdings
fiir lange Zeit ungeklirt und konnte

a)
. Phagozytose
ruhende geschwollene
Konidien Konidien
% o D lation
2 Q “*a egranulatio
&
— NETs
. “': - ,(' -
N =
T antifungale
extrazellulare
Keimlinge Hyphen . Vesikel

erst kiirzlich von uns entschliisselt
werden. Es handelt sich um einen
neuen Pathogenese-Mechanismus,
der darauf beruht, dass DHN-Melanin
die Bildung von » Lipid-Raft-Mikrodo-
minen in der phagosomalen Memb-
ran stort, wodurch die Bildung funk-
tionaler Phagolysosomen verhindert
wird (Abbildung 7). Die Konsequenz
ist eine reduzierte Rekrutierung ver-
schiedener Proteine an die Membran
des Phagosoms. Eines dieser Proteine
ist die vakuolire (v)ATPase, eine Pro-
° tonenpumpe, welche Wasserstoff-
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a) Ubersicht iiber die Abwehrmecha-
nismen neutrophiler Granulozyten.
b) Immunfluoreszenzmikroskopie
phagozytierter Konidien nach Ko-
Infektion mit melanisierten Konidien
sowie der pigmentlosen pksP-Mu-
tante. c) Fluoreszenzmikroskopie
und d) REM-Aufnahme von Netzfaden
gegen Konidien. e) TEM-Aufnahme
extrazelluldrer Vesikel. Fotos:

b) F. Schmidt, c, d) aus [24], e) aus [25].
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ionen in das Lumen der Phagosomen pumpt. Dieser Ionen-
transport ist Grundlage der bereits beschriebenen Absen-
kung des pH-Wertes. Lipid Rafts bilden die Plattform fiir
den Zusammenbau der vATPase-Komplexe in der phago-
somalen Membran (Abbildung 7). Eine Reduktion von
Lipid-Raft-Strukturen in der Membran hat eine verminder-
te Ansiuerung von Phagosomen, die melanisierte Konidi-
en enthalten, zur Folge. Dadurch wird verhindert, dass
Sporen schnell abgetotet werden, und deren verlingerte
Uberlebenszeit ermoglicht ihre Auskeimung und die Infil-
tration der Lunge. Lipid Rafts in der phagolysosomalen
Membran werden durch die Chaperone Flotillin (Flot)-1
und Flot-2 stabilisiert (Abbildung 7). Diese Erkenntnis
wurde mit Hilfe von knockdown-Experimenten in Zellkul-
turen und der Untersuchung von Flot-knockout-Miusen
erlangt. Menschen mit einem bestimmten Einzelnukleotid-
Polymorphismus (SNP) im Flot-1 Gen besitzen ein erhoh-
tes Risiko, an einer invasiven Aspergillose zu erkranken
[23]. Die Entdeckung dieses SNPs kann in Zukunft helfen,
Risikopatienten zu erkennen.

Auf Grund unserer Erkenntnisse zur Interferenz von
Konidien mit der Reifung funktiona-
ler Phagolysosomen versuchen wir
auch Therapieoptionen zu evaluie-

nen Konidien und kurze Keimlinge phagozytieren
(Abbildung 8). Wenn die ausgekeimten Sporen und die
Keimlinge zu grofd werden, konnen sie weder von Makro-
phagen noch von neutrophilen Granulozyten phagozytiert
werden. Dann ist die Abtotung solcher Keimlinge und
auch Hyphen durch extrazellulire Mechanismen neutro-
philer Granulozyten erforderlich. Dazu zéhlt z.B. die De-
granulation: Die Zellen scheiden einen Cocktail von ag-
gressiven, Mikroorganismen abtotenden und verdauenden
Enzymen aus. Einen weiteren potenziellen Mechanismus
haben wir beobachtet, als neutrophile Granulozyten nach
Ko-Inkubation mit Sporen und Hypen von A. fumigatus
,neutrophile extrazellulire Netze“ (NETs) produzierten
[24] (Abbildung 8). Diese schon vorher bekannten Chro-
matinfasern werden von Immunzellen wie ein Netz ausge-
worfen und sollen die Verbreitung von Infektionserregern
im Gewebe verhindern. Auf C. albicans wirken die in den
Netzen vorhandenen Proteine fungizid; bei A. fumigatus
konnten wir dies nicht beobachten, so dass die Bildung
von NETs durch neutrophile Granulozyten kein wirk-
sames Mittel der Abtotung darstellt.

ABB. 9 | BIOGENESE VON ANTIFUNGALEN EXTRAZELLULAREN VESIKELN

ren. Ein Ansatz basiert auf der Ver- a) - )
) T Opsonine
wendung von polymerbasierten Na- \ — \ R
nopartikeln kombiniert mit makro- P Phagozytose \"- -‘ @
molekularen Prodrugs, die erst nach ( S i . Apergillus
Aufnahme im Sporen-enthaltenden ¢ '!»%e Phagosom N . fll‘l(mlgg_tus-
Phagosom von Makrophagen freige- : o> 7., ?. / '-\.\ onidien
/ ~
setzt werden und dort gezielt wirken. ya g @ A
Es sollte moglich sein, phagosomale " Eng ~ ""
. y \ ndosom y,
Pathogene mit solchen Nanoparti N . MVB ( Mlkrove3|kel>200 nm
keln, die mit Antimykotika beladen N D
sind, zu erreichen und dadurch sehr \ k N

gezielt abzutdten. Auf diese Weise
konnten neue Wirkstoffe fiir die The-
rapie von Pilzinfektionen eingesetzt
werden, mit dem zusitzlichen Vorteil
von geringeren Nebenwirkungen fiir
die Patienten. Unsere Erkenntnisse
eroffnen moglicherweise neue Be-
handlungsmoglichkeiten auch fiir an-
dere Infektionserreger, die in Phago-
somen tiiberleben.

Mitochondrium

o

Nuklelnsauren‘

Proteine §
w

Exosomen < 200 nm e ® *

Antifungale extrazelluldre
Vesikel zur Abtétung von
Pilzen

a) Fiir die Produktion von antifungalen extrazelluldren Vesikeln (afEVs) miissen neutrophile Granu-
lozyten Wildtyp-Konidien phagozytieren. Die dadurch erzeugten Signale fiir die Produktion von

Einen zweiten Zelltyp, der vermut-
lich zur Abwehr einer Aspergillus-
Infektion am wichtigsten ist, bilden
neutrophile Granulozyten, die ver-
schiedene Angriffsmechanismen ge-
gen Pilze besitzen. Auch diese kurzle-
bigen, aggressiven Immunzellen kon-

afEVs sind unbekannt. Extrazellulire Vesikel kénnen von der Membran abgeschniirt werden (Mikro-
vesikel) oder entstehen durch Integration von kleinen Vesikeln in Endosomen und der Bildung von
multivesikuldren ,,Bodies* (MVBs), die zur Zelloberfldche bewegt werden und die Exosomen ent-
lassen. Mikrovesikel und Exosomen adhirieren an Hyphen und werden sogar in Hyphen aufge-
nommen. b) Beispiele fiir die Fracht von extrazelluldren Vesikeln. c) Fluoreszenzaufnahmen von
Mitochondrien (griin) in einer Hyphe von A. fumigatus (blaue Umrandung), oben: unbehandelt,
unten: behandelt mit afEVs von neutrophilen Granulozyten. Es ist deutlich die Fragmentierung der
Mitochondrien zu erkennen, die auf die Abtétung der Hyphe hinweist. Fotos: c) aus [25].
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Anders verhilt es sich mit Pilzhyphen abtotenden ex-
trazelluldren Vesikeln, die von Neutrophilen gebildet wer-
den [25]. Vermutlich produziert jeder neutrophile Granu-
lozyt stindig kleine, membranumfasste, extrazellulire
Vesikel. Sporen von A. fumigatus induzieren nun die
Produktion von Vesikeln, die Pilzhyphen abtoten konnen
(antifungale extrazellulire Vesikel), die z. T. sogar von den
Pilzhyphen aufgenommen werden und so vermutlich
noch besser ihre toxische Fracht auf die Pilze tibertragen
konnen (Abbildung 9). Damit wurde eine neue extrazellu-
lire Waffe der Neutrophilen gegen Pilze entdeckt, die zur
Entwicklung neuer Diagnostika und Therapieformen ver-
helfen konnte. So wire es denkbar, extrazellulire Vesikel
mit bestimmte Krankheitserreger abtétenden Proteinen
oder anderen Molekiilen mit Hilfe von synthetischer Bio-
logie zu fiillen und Patienten zu verabreichen. Ebenso
wire denkbar, zur Diagnostik nach Pilz-spezifischen ext-
razelluliren Vesikeln im Blut von Patienten zu fahnden.

Zusammenfassung
Invasive Pilzinfektionen gehen mit Sterberaten von 30-
90 Prozent einher und téten weltweit jdhrlich mehr als
1,5 Millionen hauptsdchlich immungeschwdchte Men-
schen. Trotz dieser Gefahr werden invasive Pilzinfektionen
oft zu spdt diagnostiziert und ihre Therapieméglichkeiten
sind begrenzt. Die aktuelle Forschung hat zum Ziel, sowohl
die Verteidigungsstrategien des menschlichen Wirts als
auch die Mechanismen verstehen zu lernen, mit denen Pilze
die Inmunabwehr unterlaufen kénnen. Wichtige Immun-
zellen sind Makrophagen und neutrophile Granulozyten.

GLOSSAR

fakultative Pathogene: Erreger, die einen Wirt mit ge-
schwdchtem Immunstatus benétigen, um Krankheiten zu
verursachen.

nosokomiale Keime: Krankheitserreger, die im Verlauf eines
Krankenhausaufenthalts eine Infektion verursachen.

Phagozyten: Fresszellen (Makrophagen, Granulozyten), die
Mikroorganismen aufnehmen und zerstéren.

Oomyceten: Die Eipilze bilden eine eigene Organismen-
gruppe, die enger mit Algen als mit Pilzen verwandt ist.
Daher werden sie auch als Schein- oder Algenpilze bezeich-
net. Zu den Eipilzen zdhlen viele Pflanzenpathogene, wie
z.B. Phytophthora infestans, der Erreger der Kraut- und
Knollenfdule bei Kartoffeln.

Opsonine: Kérpereigene Proteine, die an Mikroorganismen
binden und diese fiir die Erkennung durch Phagozyten mar-
kieren.

Lipid-Raft-Mikrodomdnen: Kleine (10-200 nm) Bereiche in
Zellmembranen mit einer speziellen Lipid- und Proteinzu-
sammensetzung. Lipid Rafts zeichnen sich durch eine cha-
rakteristische Anreicherung von Sterolen (Cholesterin) und
Sphingolipiden aus. Als geordnete Membrandomdnen die-
nen Lipid Rafts z. B. der Bildung von Molekiilclustern, die an
der zelluldren Signaliibertragung beteiligt sind.

www.biuz.de

Einige pathogene Pilze, wie Aspergillus fumigatus, inter-
ferieren mit der Reifung von Phagosomen und kénnen so
in diesen Zellkompartimenten, geschiitzt vor dem rest-
lichen Immunsystem, eine bestimmte Zeit (iberleben und
sich dann ausbreiten. Es wird deshalb in Zukunft wichtig
sein, gezielt Wirkstoffe in Phagosomen transportieren zu
kénnen, um solche intrazelluldren Krankheitserreger effek-
tiv zu erreichen. Neutrophile Granulozyten sind essentiell
fiir die Abwehr von Pilzerkrankungen. Sie produzieren auch
antifungale extrazelluldre Vesikel, die A. fumigatus ab-
téten und die ein groBes Potenzial als neuartiger Therapie-
ansatz gegen Infektionen, aber auch fiir die Diagnose von
Infektionskrankheiten aufweisen.

Summary
Life-threatening fungal infections

Invasive fungal infections are associated with mortality
rates ranging from 30-90 per cent and kill more than
1.5 million mainly immunosuppressed people every year
worldwide. Despite this threat, the diagnosis of these inva-
sive fungal infections is often delayed and therapeutic op-
tions are limited. Current research aims at understanding
defense strategies of the human host as well as the mecha-
nisms allowing fungi to evade the immune defense. Impor-
tant immune cells are macrophages and neutrophilic gran-
ulocytes. Some pathogenic fungi - like Aspergillus fumig-
atus - interfere with the maturation of phagosomes in
these cells and are able to survive for a certain time in this
cell compartment - well protected against the remaining
immune system — and then they spread. Thus - in the fu-
ture - it will be important to specifically target phagosomes
and transport substances into them to fight such intracel-
lular pathogens. Neutrophilic granulocytes are essential for
defending invasive fungal infections. These cells also pro-
duce antifungal extracellular vesicles that kill A. fumiga-
tus. Extracellular vesicles do not only have a great potential
as novel therapeutic approach against infections but also
for the diagnosis of infectious diseases.
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