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Polyextremophile schwarze Pilze

Modelle fur Stresstoleranz und
Herausforderung fur die Medizin
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Exophiala dermatitidis is a polyextremophilic fungus able to live in
glaciers and in the human environment. This emerging human pathogen
causes skin infections, deep mycosis, and it can get neurotropic. Non-
coding RNA, small circular RNA, and fusion transcripts are involved in its
stress resistance and pathogenicity. Melanin is one of its most important
virulence factors. Results from ex-vivo skin infections suggest that
melanin might serve as a Trojan horse for the fungus in order to invade

human skin.
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B Schwarze Pilze oder Hefen, Weltraum-
oder Killerpilze, Radioaktivititsfresser,
Gesteinszerstorer, Kohlenwasserstoffabbau-
er, Krankheitserreger - diese und viele wei-
tere Bezeichnungen und Charakterisierun-
gen existieren fiir eine Gruppe von Pilzen,
die im Wesentlichen Folgendes gemeinsam
haben: Sie sind mikroskopisch klein, durch
Melanin dunkel pigmentiert und besiedeln
Standorte, die durch extreme Umweltbedin-
gungen charakterisiert sind. Zunachst waren
mikrokoloniale schwarze Pilze vor allem als
Besiedler von Gesteinsoberflachen in heien
und kalten Wiistengebieten bekannt, wo sie
zur Verwitterung der Gesteine beitragen und
als Zerstorer wertvoller Marmormonumente
gelten [1]. Die Pilze sind resistent gegeniiber
hohen und tiefen Temperaturen, auBeror-
dentlich austrocknungstolerant und konnen
sogar unter Mars-dhnlichen Bedingungen
iiberleben, ohne ihren aktiven Stoffwechsel
zu dndern [2].

Mediale Aufmerksamkeit bekam in den
letzten Jahren insbesondere der Pilz Exo-
phiala dermatitidis, zum einen wegen seiner
erstaunlichen 6kologischen Amplitude, zum
anderen wegen seiner bislang wenig erforsch-
ten Humanpathogenitdt. Der Pilz kommt in
der Umwelt in tropischen Gebieten, aber auch
in Gletscherregionen vor und hat von dort

den Weg in unsere Haushalte gefunden, wo er
Wasserleitungen, Sauna- und Dampfbader,
Geschirrspiiler und Waschmaschinen besie-
delt. Der Pilz gilt als polyextremophil [3].

Die Gattung Exophiala gehort zu den
»,schwarzen Hefen®, dunkel pigmentierte
Ascomyceten der Ordnung Chaetothyriales
(Familie Herpotrichiellaceae), die sowohl ein
hyphales Stadium als auch hefeartige Knos-
pung zeigen. Die Gattung Exophiala hat sich
evolutiondr rasch entwickelt und zahlreiche
Arten hervorgebracht, von denen sich meh-
rere auf die Besiedlung von Menschen spe-
zialisiert haben. E. dermatitidis kann kutane,
subkutane und systemische Mykosen her-
vorrufen, wobei die Infektionen noch als sel-
ten gelten, mit derzeit steigender Inzidenz
bei immunsupprimierten und immunkompe-
tenten Menschen. Er kann neurotrop werden,
das heiBt, er kann das Nervensystem befal-
len, die Blut-Hirn-Schranke iberwinden und
in das Gehirn eindringen. Zudem besiedelt
der Pilz die Bronchien von Patienten mit zys-
tischer Fibrose; seine Rolle dabei ist noch
unbekannt. Bislang ist wenig iiber die Oko-
logie, Stressresistenz und Virulenzfaktoren
dieses Pilzes bekannt.

Die wesentlichen Forschungsfragen, die
sich im Zusammenhang mit schwarzen Pil-
zen stellen, sind: Welche zelluliren Mecha-

nismen und biochemischen Eigenschaften
sind fiir die Stressresistenz verantwortlich?
Welche Virulenzfaktoren spielen fiir die
Besiedlung und die Infektion des Menschen
eine wesentliche Rolle? Gibt es Zusammen-
hinge zwischen der Okophysiologie und der
potenziellen und beobachteten Virulenz?

Um diese Fragen zu klaren, wahlten wir
einen systemischen Ansatz. Wir erfassten die
zellularen Prozesse und Zustande mit Metho-
den der Genomik, der Proteomik und Tran-
skriptomik und analysierten sie bioinfor-
matisch.

Von der Arktis in die Sauna: Finetuning
der Proteine und RNA-Baukasten

Da Temperaturtoleranz bei der Besiedlung
der unterschiedlichen Lebensraume, aber
auch bei der Besiedlung und Infektion des
Menschen eine entscheidende Rolle spielt,
untersuchten wir zunachst das Proteom des
Pilzes bei verschiedenen Temperaturen. Die
Proteinausstattung des Pilzes bei 0 °C, 37 °C
und 45 °C zeigte keine auffalligen Variatio-
nen. Eine eigentlich erwartete klassische
Schockantwort, etwa die Produktion von mole-
kularen Chaperonen, blieb vollstindig aus.
Ein erstaunliches Ergebnis: Der Pilz verfiigt
iiber eine Proteinausstattung, die in der
Amplitude zwischen 0 und 45 °C aktiv ist;
lediglich eine Feinregulation der Expression
ist zu beobachten [4].

Erst die Analyse des vollstandigen Trans-
kriptoms deckte Faktoren auf, die unter Stress
signifikant reguliert werden: eine Reorgani-
sation des Cytoskeletts, Anderungen der
Membranfluiditdt und ein Zellschutz durch
Trehalose und Polyole. Selbst bei 1 °C kann
der Pilz metabolisch aktiv sein, bei Tempera-
turen iiber 45 °C geht er in ein replikatives
Stadium iiber, und die Aktivitat des Golgi-
Apparates ist deutlich erhoht. Zusitzlich zu
diesen bereits bekannten Mechanismen zei-
gen die RNA-Studien, dass der Pilz bisher
noch wenig untersuchte RNA-Typen unter
Stressbedingungen moduliert: Es sind dies
nicht-codierende RNAs (ncRNAs), kleine ring-
formig geschlossene RNA-Molekiile (circular
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RNASs) und die differenzielle Regulation fusio-
nierender Transkripte (chimeric RNA). Letz-
tere ermoglichen es der Zelle, sich quasi aus
einem ,Baukastensystem® zu bedienen, um
daraus die an die jeweilige Umweltbedingung
angepassten Proteine und Funktionen zu
erstellen (Abb. 1). Die enorme 6kologische
Plastizitéat der Pilze erklért sich mit hoher
Wahrscheinlichkeit aus dieser Fahigkeit der
flexiblen Proteinzusammenstellung und -
modifikation [5].

Virulenzfaktoren: Melanin als
Trojanisches Pferd?

Da E. dermatitidis nicht nur in extremen Habi-
taten und bei wechselnden Umweltbedin-
gungen wachst, sondern auch ein Erreger von
Hautmykosen und systemischen Mykosen
beim Menschen ist, untersuchten wir das Ver-
halten des Pilzes auf menschlicher Haut im
ex vivo-Modell. Das Expressionsprofil des
Pilzes sieben Tage nach der Infektion
(Abb. 2) zeigt — wie bei der Stressresistenz —
eine deutliche Modulation der ncRNAs und
der fusionierenden Transkripte sowie der zir-
kuldren RNAs. Wesentlich fiir die Infektion
scheint auch die Ausscheidung der ncRNAs
zu sein [6]. Hier kommt die bedeutende Rolle
extrazelluldrer Vesikel (EVs) ins Spiel: Im
Virulenzmodell mit Larven von Galleria
mellonella (GroBe Wachsmotte) verursachen
EVs von E. dermatitidis eine hohe Mortalitat.
Pyomelanin, also Melanin, das {iber den
L-Tyrosin-Weg produziert wird, ist wahrend
der Infektionsphase deutlich hochreguliert
und scheint bei der Infektion eine Schliis-
selrolle zu spielen. Um die Rolle des Mela-
nins zu tiberpriifen, erzeugten wir unter Ver-
wendung von CRISPR/Cas9 eine nicht-pig-
mentierte Mutante mit einer Mutation der
Polyketidsynthase. Damit und mit dem pig-
mentierten Wildtyp infizierten wir humane
Haut. Wahrend die Transkriptome des Wild-
typs und der Mutante zundchst nur geringe
Unterschiede zeigten, ergab das mikrosko-
pische Bild ein klares Ergebnis: Der Wildtyp
hatte nach sieben Tagen die Hornschicht
(Stratum corneum) vollstandig besiedelt und
durchdrungen, war in die Lederhaut (Der-
mis) eingedrungen und hatte die Keratino-
cyten infiziert und Zellen geschadigt. Die
nicht-pigmentierte Mutante war hingegen
nicht fahig, in die Haut einzudringen, und
das Wachstum begrenzte sich auf die Epi-
dermis [7].

Melanin spielt auch fiir pflanzenpathogene
Pilze eine wesentliche Rolle. Wahrend es bei
der Infektion der Pflanzen in erster Linie um
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A Abb. 1: Fusionierende Transkripte in Exophiala dermatitidis bei 1 °C (A), 37 °C (B) und 45 °C
(C). Der blaue Pfeil reprasentiert den Supercontig, der griine Pfeil markiert das Startcodon, und
die rote Linie steht fiir das Stoppcodon. Die SpleiBverbindung zwischen den Genen ist schwarz
dargestellt. Die blauen Regionen stellen die codierende DNA-Sequenz (CDS) dar und die grauen
Regionen die nicht-translatierten Regionen (UTRs). Die SpleiBrichtung kennzeichnet der schwarze

Pfeil.

den Aufbau des Turgordrucks in Appresso-
rien geht, spielen Appressorien jedoch bei
zoopathogenen Pilzen keine Rolle. Es ldsst
sich aber schlussfolgern, dass das Melanin
fiir den Pilz eine gelungene Maskierung bie-
tet, die es den Humanzellen erschwert, den
Pilz als Eindringling zu erkennen, und somit
eine Immunantwort der Haut nicht oder ver-

spatet stattfindet. Das Melanin des Pilzes ist
dann eine Art Trojanisches Pferd und fiir die
Pathogenitit essenziell.

Zunahme der Pilzinfektionen

bremsen

Wesentliche Faktoren fiir die Humanpatho-
genitdt und Stressresistenz der polyextremo-
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philen schwarzen Hefe E. dermatitidis sind in
den nicht-codierenden RNAs, den ringformig
geschlossenen RNAs und den extrazellularen
Vesikeln zu suchen. Dartiber hinaus dient das
Melanin dem Pilz als Maskierung, um uner-
kannt in das Wirtsgewebe eindringen zu kon-
nen. Zukiinftige Analysen sollten die Immu-
nantwort der Haut mit einbeziehen. Die stei-
gende Anzahl von Pilzinfektionen beim Men-
schen, darunter auch solche mit hoher Mor-
talitdtsrate, sowie die zunehmende Resistenz
von Pilzen gegeniiber den gdngigen Antimy-
kotika machen die Erforschung der Viru-
lenzfaktoren von Pilzen wesentlich fir die
Entwicklung von Antimykotika mit neuen
Wirkungsweisen.
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