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1. Vorwort

Der vorliegenden Dissertationsschrift liegen Untersuchungen zugrunde, die im mykol ogischen
Labor des Zentrums fur Dermatologie (Gf. Direktor: Prof. Dr. Dr. med. habil. W.-B. Schill)
durchgefthrt wurden.

Im Mittelpunkt standen dabel Untersuchungen der UV-Sensibilitét von Malassezia-Hefen.
Dies geschah vor dem Hintergrund der Beobachtung, dal3 die durch Malassezia-Hefen
hervorgerufene Erkrankung Pityriasis versicolor zunachst in milchkaffeefarben, kleieformig
schuppenden Maculae besteht. Sie sind zunéchst linsengrof3, kdnnen spéter unregelmaliig
konfluieren und in eine Hypopigmentation tbergehen.

Dieses Krankheitsbild ist schon seit Gber 150 Jahren beschrieben worden, und bislang gibt es

kein schliissiges Modell zu ihrer Pathogenese

Wodurch die charakteristischen Symptome auf der Haut entstehen ist also nicht bekannt. Die

vorliegende Arbeit méchte zum Pathomechanismus einige dieser Punkte als Beitrége liefern.



2. Hintergrund und Fragestellung

2.1. Einleitung

Der im Mittelpunkt dieser Untersuchung stehende Organismus ist ein Hefepilz der Spezies
Malassezia (M.) furfur. Die M.-Hefen gehoren zur Mikroflora der menschlichen Haut und
auch der warmbltigen Tiere (Yarrow 1984, Ingham 1993, Gueho 1996). Sie kénnen zu einer
Reihe von Krankheiten, vornehmlich Hauterkrankungen, fuhren. Malassezia-Hefen sind
Erreger von Pityriasis versicolor, Malassezia - Follikulitis, Kopfschuppen und seborrhoischer
Dermatitis. Sie sind auch Ausléser systemischer Infektionen. Die Daten Uber die
Epidemiologie, den Lebenszyklus und die Physiologie des Krankheitserregers der Pityriasis
versicolor sind noch nicht vollsténdig, und die pathogenetischen Zusammenhange sind noch
nicht geklart (Ingham 1993, Hay 1992).

Das Krankheitsbild der Pityriasis versicolor ist durch polychrome ("versicolor”),
milchkaffeefarbene und schuppende Hautlésionen gekennzeichnet. Die Maculae konnen
konfluieren und in eine Hypopigmentation Ubergehen. Unter dem Pilzrasen ist die Haut
wesentlich heller als die sie umgebende Epidermis. Unter Sonnenbestrahlung braunt die
umgebende Haut stérker als digienige, die von Pilzen befallen ist (Balus 1982).

Bereits im Jahre 1801 wurde dieses Krankheitshild durch Willan erstmals beschrieben, aber
die Pathogenese ist bisher noch ungeklart.

Malassezia-Hefen sind bei bis zu 100% der Bevolkerung auf der Haut nachweisbar (Roberts
1969, Noble 1978). Nur bei bestimmten dafir empfanglichen Personen tritt die Erkrankung
auf und bel diesen ist sie meist extrem rezidivireudig. Diese Neigung wird z.B. durch starkes

Schwitzen (Razack 1977) begunstigt.

Es gibt bisher mehrere theoretische Ansdtze, die den Pathomechanismus der
Hautveranderungen, Hyper- und Hypopigmentierungen, erklaren konnen.

So wurden as Erklarung fur die braunlichen Maculae, die die Pityriasis kennzeichnen,
vergroflierte Melanosomen in den betroffenen Hautarealen gefunden (Allen 1972). Dies weist
auf eine verstarkte Melaninsynthese hin. Ein Widerspruch dazu ist, dal3 auch bei der Vitiligo
Hyperpigmentierungen beobachtet werden. Bei der Vitiligo ist eine verstérkte
Melaninsynthese gar nicht moglich (Dotz 1985), weil diese Erkrankung auf einem

autoimmunol ogisch bedingten Untergang der Melanozyten beruht.



Depigmentierte Areale, die durch die Pityriasis versicolor hervorgerufen werden konnen,

wurden bisher vornehmlich durch zwei Mechanismen erklart:

1. Physikalisch: durch eine lichtfilternde Wirkung der Schuppen, besonders bei starker UV-
Einstrahlung (Lutz 1892, Kistiakovsky 1927, Lewis und Hopper 1936). Gegen dieses
Erklarungsmodell spricht, dal3 die Depigmentierungen auch an unbelichteten K érperstellen
auftreten (Jeliffe 1954, Blumenthal 1971) und auch die verzogert einsetzende
Repigmentierung (Go6tz 1962, Rieth 1973), die eher an toxische Einflisse auf die
Melaninsynthese denken (3.

2. Toxisch: durch eine Hemmung der Dopa-Tyrosinase Reaktion, also einer Hemmung der
Melanin bildenden Enzyme (Ruete 1933, Charles 1973, Jung 1976, Bojanovsky 1979).
Tatsachlich konnte Azelainsaure, eine Cq-Dicarbonsdure, von Nazarro Porro as
Tyrosinaseinhibitor beschrieben werden. Ihre Konzentration in vivo erscheint jedoch als zu
gering, um tatsachlich zu einer Hemmung der Melaninsynthese zu fihren (Robins 1987).

Erst kirzlich wurde beschrieben, dal3 Malassezia furfur unter Zusatz von Tryptophan zum

Nahrmedium Pigmente und Fuorochrome synthetisiert und ein braunes Pigment bildet

(Mayser und Imkampe 1998). Malassezia konnte durch die Tryptophan-induzierte

Pigmentsynthese einen potenten UV-Filter aufbauen. Dies konnte eventuell zur Klérung der

Pathogenese der Pityriasis versicolor beitragen.

2.2. DiePityriasisversicolor

2.2.1. Klinik

Bel der Pityriasis versicolor handelt es sich um eine oberflachliche nicht entztindliche
chronische Hautmykose mit hoher Morbiditdt. Es werden grundsétzlich zwei Auspragungen
der Erkrankung unterschieden: die hyperpigmentierte Pityriasis versicolor und die
hypopigmentierte Pityriasis versicolor alba (Balus 1982, Hay 1992).

Bel der hyperpigmentierten Pityriasis versicolor entstehen perifollikuléar kleine runde oder

ovale Maculae (perifollikulare Form). Diese Hautveranderungen kénnen zunehmend grofer
werden und zu polyzyklischen Flachen konfluieren (makul 6se Form). Zunéchst erscheinen die
Veradnderungen rdétlich bis hellrosa. Dies 183 an einen entzindlichen Beginn denken. Im
weiteren Verlauf verandert sich die Farbe der Flecken: Sie werden milchkaffeefarben bis

braun.



Die Pityriasis versicolor alba beginnt mit der Ausbildung scharf begrenzter, depigmentierter

Stellen auf der Haut. Dieses Krankheitshild tritt bevorzugt bei Sonnenexposition auf, kann
allerdings auch an nicht lichtexponierten K drperberei chen auftreten (Bojanovsky 1979).

Unter Sonneneinwirkung konnen sich  zunéchst hyperpigmentierte  Regionen in
hypopigmentierte umwandeln (Lutz 1892, Adamson 1949, Moynahan 1976). Daher hat die
Erkrankung ihren Namen "versicolor”. Der Zusatz beschreibt den Wechsel der Farbe. Dieses
Phanomen wird besonders auf dunkler sonnengebraunter Haut deutlich (Jeliffe 1954, Marples
1965). Manchmal treten beide Stadien, hyperpigmentiert und hypopigmentiert, parallel
nebeneinander auf. Am haufigsten ist aber die hyperpigmentierte Form der Pityriasis
versicolor.

Die bréaunlichen Maculae schuppen sich kleieférmig ab, wenn man mit einem Holzspatel
darlber streicht. "Pityriasis’ bedeutet "kleieformige Schuppung”’. Aufgrund dieser Tatsache
wird diese ausgel 6ste Schuppung auch al's " Hobel spanphdnomen” bezeichnet.

Die Hautveranderungen (Pigmentierungen und Depigmentierungen) werden von den Patienten
oft als kosmetische Beeintrachtigung empfunden. Gerdtete entziindlichere Formen gehen hin
und wieder mit Juckreiz oder Brennen besonders beim Schwitzen einher (Gotz 1962, Borelli
1991, Hay 1992).

2.2.2. Inzidenz und M anifestation

Die tatsachliche Morbidité kann nicht genau beziffert werden. Die Krankheit bleibt oft
unbehandelt, weil sie nur selten Beschwerden verursacht und weltweit nicht meldepflichtig
ist. Klimatische Faktoren sind fur die Entstehung und das Weiterbestehen der Dermatomykose
von grof3er Bedeutung. In den Tropen und Subtropen ist jeder zweite Mensch erkrankt. So
betragt die Inzidenz in Mexiko (Gordon 1951, Gonzales-Ochoa 1956) oder Samoa (Marples
1950) bis zu 50 %, in den geméafdigten Klimazonen (Nord- und Mitteleuropa) dagegen nur 0,5
bis 1 %. Das Maximum der Erkrankung liegt im Mai bis September (Balus 1982).

Manifestationsort ist vorzugsweise der obere Korperstamm, insbesondere der Bereich der

seborrhoischen Aredle. Der Erreger M. furfur ist von einer Versorgung mit langerkettigen
Fettsduren aus den Talgdrisen der Haut abhangig. In den Tropen sind haufig auch
Kapillitium, Gesicht (besonders bei Kindern), Hals und die Beugen der grof3en Gelenke
betroffen (Borelli 1985/1991, B elec1991, Terragni 1991). Handfl&chen und Ful3sohlen, frei
von Talgdrisen, sind fast gar nicht besiedelt (G6tz 1962, Chetty 1979, El-Hefnawi 1971). Bel



solchen ungewoéhnlichen Manifestationen kdnnen auch exogen applizierte Lipide eine Rolle
spielen (Roed-Petersen 1980).

Manifestationsalter ist gewohnlich das 2. oder 3. Lebengahrzehnt (Burke 1961, Marples 1965,
Vanbreuseghem 1973, Parisis 1977, McAleer 1980), im Kindesalter sowie nach dem 60.
Lebengahr ist die Inzidenz deutlich geringer (Michalowski 1965). Dies hangt mit der

Veranderung der Hautlipide in der Pubertét zusammen (Roberts 1969).

2.2.3. Kontagiositat und Pradisposition

Die Kontagiositét der Pityriasis versicolor ist nicht genau bekannt. Beim Zusammenleben von
zwel Personen, von denen der eine an Pityriasis versicolor leidet, wird die Erkrankung nur
selten auf die anderen Personen Ubertragen (Paisis 1977, Vanbreuseghem 1978).

Die experimentelle Ausltsung der Infektion erwies sich als problematisch, so dal3 nicht alle
Kriterien fur eine Infektionskrankheit erfullt sind. Burke konnte 1961 bei Patienten mit hohem
Cortison-Spiegel eine Malassezia-Infektion ausldsen. Erst 1981 gelang Faergemann eine
experimentelle Infektion bei Gesunden, alerdings unter zusétzlicher Okklusion (Faergemann
1981).

Im Gegensatz zu anderen mykotischen Infektionen ist die Immunantwort erstaunlich gering,
obwohl der Erreger das Stratum corneum der Haut dicht besiedelt. Im histol ogischen Préparat
[a3t sich nur ein geringes Infiltrat vornehmlich aus Ty-Zellen nachweisen (Scheynius 1984).
Auch die humorale Abwehr wird kaum stimuliert, Antikorper der Klasse 1gG sind nicht oder
nur gering erhoht (Faergemann 1983, Wu 1985).

Es missen einige Prédispositionsfaktoren hinzukommen, damit sich das gesamte klinische

Bild der Pityriasis versicolor zeigt. Zu den ausschlaggebenden Faktoren zdhlen vor allem ein
tropisch-feuchtwarmes Makroklima, bei dem die Erkrankungsinzidenz deutlich ansteigt, aber
auch EinflUsse des Mikroklimas. Das Mikroklima wird neben anlagebedingter Hyperhidrose
(Razack 1977) auch durch das Tragen okklusiver Kleidung (Hay 1992) sowie Beruf und
Freizeitverhalten (Stefanovic 1976, Go6tz 1980) beeinflufdt. Aber auch Tuberkulose und
Hyperthyreose sowie schwere Allgemeinerkrankungen mit vermehrter Schwel 3neigung zéhlen
zu den Prédispositionsfaktoren (Razack 1977).

Weitere Pradispositionsfaktoren sind spontaner oder iatrogener Hyperkortzismus (Canizares
1959, Burke 1961, Boardman 1962, Jung 1963, Roberts 1969), Schwangerschaft sowie
Einnahme orader Kontrazeptiva (Roberts 1969), konsumierende Erkrankungen oder

Fehlerndhrung (Burke 1961, Noble 1981). Aber auch die medikamentse Immunsuppression



(Burke 1961, Roberts 1969) und die Anwendung lipidhaltiger Externa kdnnen zu dem oben
beschriebenen Krankheitsbild fuhren (Marples 1965, Roed-Petersen 1980). Mangelnde
Korperhygiene hat keinen Einflul3, denn es wurden Ruckfélle trotz sehr grindlicher
Korperreinigung beschrieben (Beare 1972, Capetanakis 1971). Auch genetische Faktoren
wurden in Betracht gezogen (Burke 1961, 1962/63). In Familien tritt Pityriasis versicolor
haufiger bei den Blutsverwandten als bei den Gbrigen Familienmitgliedern auf (Roberts 1969,
El-Hefnawi 1971). Hafez et al. postulierten 1985 eine multifaktorielle Vererbung und fanden
eine Haufigkeit von 222% be erstgradigen Verwandten Erkrankter. Auch
Zwillingsbeobachtungen lassen an genetische EinflUsse denken (Lynfield 1974).

Die Pradispositionsfaktoren scheinen sehr vielféltig zu sein, sowohl genetische Faktoren, as

auch klimatische Faktoren und auch immunsupprimierende Faktoren sind von Bedeutung.

2.2.4. Pathogenese der Pityriasisversicolor

Die Atiologie der mit der Erkrankung einhergehenden Hyper- bzw. Hypopigmentierung der
Haut ist noch nicht vollsténdig geklart. Das Krankheitsbild der Pityriasis versicolor alba steht
zundchst im Vordergrund. Diese Dermatomykose ist eine Farbvarietét der Pityriasis
versicolor. Sie ist durch eine langanhaltende Depigmentierung der Haut charakterisiert. Die
kleieférmige Schuppung der Lasionen und die Mikromorphologie der Pilze finden sich bel der
hypopigmentierten Form nur noch selten. Die Pityriasis versicolor alba ist die
hypopigmentierte Form analog zur hyperpigmentierten Form der Pityriasis versicolor
(Adamson 1945, Borelli 1991, Hay 1992). Beide Formen kénnen auch nebeneinander
auftreten, aber die hyperpigmentierte Form ist haufiger vertreten. In der Literatur wurden
verschiedene Modelle angeboten, die die Hypopigmentierung erkléren: 1) Es kénnte sich um
eine postinflammatorische Hypopigmentierung mit nachfolgendem Leukoderm handeln
(Castellani 1913) in Analogie zur syphilitischen Roseola. Es spricht aber dagegen, dal3 sich
histologisch in den Lasionen der Pityriasis versicolor nur wenig Entziindungszeichen und
keine Pigmentinkontinenz nachweisen &% (Ackerman 1997). 2) Es kann sich um ein
Pseudoleukoderm als Folge einer rein physikalischen Filterwirkung des Pilzrasens gegeniber
ultravioletter Strahlung handeln (Leutz 1892, Kistiakowsky 1927, Wertheim 1928, Lewis
1936). Dagegen spricht, dal3 die Depigmentierung auch an unbelichteten Korperstellen z.B.
Penisschaft (Blumenthal 1971, Nia 1979) sowie eine vollstandige Depigmentierung auch bei
dunkelhautigen Menschen auftritt (Jeliffe 1945). 3) Aufgrund einer verzogert einsetzenden

Repigmentierung koénnte man auf eine verzégerte Melaninsynthese rickschlief3en, die



eventuell durch toxische Einflisse bedingt ist. Breathnach konnte 1975 ultrastrukturelle
Schadigungen der Melanozyten in den Lasionen der Pityriasis versicolor aba feststellen.
Oguchi (1982) und erganzte diese Ergebnisse, indem er einen gestdrten Pigmenttransport
nachwies.

Interessant ist, dal’ sich im Biopsiematerial, welches aus weil3en Verdnderungen einer PV
entnommen wurde, die Dopa-Tyrosinase-Reaktion nicht durchfihren lief3 (Ruete 1933, El-
Gathamy 1975). Die Azelainsdure, eine C9 -Dicarbonsdure (HOOC-CCH2)7-COOH) ist ein
Tyrosinaseinhibitor, der die Reaktion von Dopa zu Dopachinon hemmen kann (Nazzarro-
Porro 1978). Die Theorie der Azelainsaure als Agens der Depigmentierung hatte jedoch einige
Schwéchen: 1. Zur Gewinnung der Substanz mufdten die Hefezellen erst zerstort werden. 2.
Das Modell von Nazarro-Porro et a. (1978) kann nicht belegen, warum die Pityriasis
versicolor alba nicht regelhaft auftritt sobald der Erreger auf der Haut nachweisbar wird,
sondern nur unter bestimmten nutritiven Bedingungen, insbesondere bel starkem Schwitzen
und hoher Luftfeuchte. 3. Nazarro-Porro et a. konnen nicht die Farbvarietédten und die
Fluoreszenz der hyperpigmentierten Lasionen erklaren. Mayser und Wille (Mycoses 1998)
konnten in ihren Untersuchungen eine Substanz (wahrscheinlich C;g Hi4 N2O) nachweisen,
fur die mittels enzymkinetischer Tests eine Hemmwirkung auf die Tyrosinase festgestellt
werden konnte. Diese Substanz ist sehr lipophil und konnte die Melaninsynthese stéren.

Zur weiteren Abklarung der Pathogenese der PV aba dient ein Blick auf die
Differentialdiagnose dieses Krankheitsbildes, die Vitiligo (Lockshin 1973, Hay 1992). Bel der
Vitiligo treten bedingt durch den autoimmunologischen Verlust der Melanozyten oft
Sonnenbréande in den Lé&sionen auf. Obwohl sich bel der P.V. eine Hemmung der
Melaninsynthese durch toxische Einfllsse nachweisen |83, treten bei der P.v. alba sehr selten
Sonnenbrande in den Lasionen auf. Ganz im Gegentell tritt in der die Lasionen umgebenden

Haut eher eine Dermatitis solaris auf (Ruete 1933).

2.2.5. Diagnostik

Die Pityriasis versicolor ist héufig eine Blickdiagnose. Die Diagnose kann durch eine
Woodlicht-Untersuchung (UV-Licht mit einer Wellenlénge von 366 nm) und durch ein KOH-
Nativpréparat erganzt werden.

Die Lasionen fluoreszieren im Woodlicht grinlich-gelb. Mit dieser Untersuchung kann die
eigentliche Ausdehnung der Lasionen, die z.T. bel Tageslicht kaum sichtbar sind, festgestellt
werden (Hay 1992). Aus den sich schuppenden Arealen 183t sich leicht Material fur die



mykologische Untersuchung gewinnen. Unter dem KOH-Nativpréparat (zunéchst bei
100facher, dann bei 400facher Vergrofderung) zeigen sich runde 2-4um grof3e Sprof3zellen.
Dazwischen finden sich unverzweigte Hyphen mit einer Lange von bis zu 20um (Bojanovsky
1979). Das mikroskopische Bild erinnert dabei an ” Spaghetti mit Fleischkldschen”.

Eine Kultur ist nicht aussagekréftig. Der Keim zahlt zur residenten Hautflora und das
Hyphenstadium prégt sich in der Kultur nicht aus. Veradnderungen einer Pityriasis versicolor
zeigen zwar eine erhdhte Keimdichte (Mc Ginley 1970), a's pathogenetisch entscheidend gilt
aber die Induktion von Hyphen durch bislang nicht vollstéandig aufgeklarte Faktoren (Gordon
1951).

2.2.6. Therapieund Prognose

Begonnen wird mit der topischen Therapie. Sie erfolgt zumeist als Intervallbehandlung und
ermdglicht eine gute Rezidivprophylaxe. Gut wirksam sind Antimykotika aus der Gruppe der
Azole. Es sollte immer der ganze Korper behandelt werden, da das Hyphenstadium auch in
nicht-lasionaler Haut erhoht ist.

Auch mit antimykotischer Therapie betragt die Rezidivrate 60-80 % innerhalb 1-2 Jahren.

2.3. Krankheitserreger der Pityriasisversicolor

2.3.1. Die Gattung Malassezia im historischen Uberblick

Hefen der Gattung Malassezia, Erreger der Pityriasis versicolor und anderer
Hauterkrankungen, sind schon seit Uber hundert Jahren bekannt. Erstmalig wurde die
Pityriasis versicolor 1801 durch Willan beschrieben. Einige Jahre spéter, etwa 1846, entdeckte
Carl Ferdinand Eichstedt im Schuppenmateria einer Pityriasis versicolor "Pilzfaden” in
reichlichen Mengen. Eichstedt konnte sie aber nicht klassifizieren und gab ihnen keinen
Namen. Erst Charles Robin benannte 1853 den Erreger erstmalig Microsporon furfur. Er
vermutete Ahnlichkeiten zu dem Dermatophyten Microsporum audouinii (Robin 1853). Diese
Zugehorigkeit zur Gattung Microsporum wurde aufgrund der Mikromorphologie des Erregers
schon 1892 von H.E.Baillon bestritten. Baillon schuf eine neues Genus "Malassezia” und
nannte den Pilz zu Ehren des Pariser Pathologen Louis Charles Malassez "Malassezia (M.)
furfur” (Baillon 1889). Die Bezeichnung fur den Erreger hat sich bis heute nicht geandert.

Malassez hatte 1874 Hefe-dhnliche Zellen in Kopfschuppen beschrieben und sie as Sporen
bezeichnet (Malassez 1874). Diese Sporen wurden 1904 von Sabouraud mit Pityrosporum
(Spore der Schuppe) Malassezii benannt (Sabourand 1904). Aufgrund der ovalen Form der



Hefezellen gaben Castellani und Chalmers 1913 diesem Erreger den Namen Pityrosporum
(P.) ovale (Castellani 1913).

Gordon entdeckte 1951 eine weitere Hefe auf der Haut: er isolierte runde Hefezellen sowohl
von normaler Haut al's auch aus Lasionen der Pityriasis versicolor. Gordon vermutete, dal3 es
sich nicht um M. furfur handeln konne, da diese Hefe keine Hyphen produziere und auch
keine Pityriasis ausl6sen konne. Er betitelte diesen Pilz aufgrund seiner runden Zellform as
Pityrosporum (P.) orbiculare.

Ab 1951 existierten also fur Uber 20 Jahre diese drei Hefespezies. Malassezia furfur,
Pityrosporum ovale und Pityrosporum orbiculare.

M. furfur galt as Erreger der Pityriasis versicolor. Die beiden Pityrosporum-Spezies galten as
Keime, die in einem pathogenen Zusammenhang mit der Pityriasis zu stehen schienen. Das
Krankheitsbild Pityriasis versicolor lief3 sich durch diese Keime nicht ausl Gsen.

Insbesondere P.orbiculare schien das pathogene Agens bel der Pityriasis versicolor
darzustellen (Meinhof 1967). Es zeigte sich jedoch, dal3 beide Pityrosporum-Spezies sowohl
von gesunder Haut, als auch in Lasionen der Pityriasis versicolor isoliert werden konnten
(Kinbara 1980, Faergemann 1979).

Mit seinem typischen Bild von runden Hefezellen und kurzen Hyphen lief3 sich M.furfur nur
direkt im Nativpréparat nachweisen, aber niemals in Kulturen. Die beiden Pityrosporum-
Spezies waren identisch in Wachstum, Nahrstoffbedingungen, Verstoffwechslung von Lipiden
und auch in der optimalen Wachstumstemperatur (Caprilli 1973, Nazzaro Porro 1976). Sie
lieffen sich nur in der Zellform (rund bzw. oval) unterscheiden.

M. Dorn erbrachte 1977 den Nachwels, da3 P.ovale und P.orbiculare unter geeigneten
Kulturbedingungen ineinander Uberflihrt werden kdnnen. P. orbiculare war in Kulturen in
ovaler Form nachweisbar. Mit der Zugabe von Glycin zum Néhrmedium konnte auch eine
Hyphenbildung induziert werden (Dorn 1977). Dies war Beweis genug, dal3 es sich bel
M.furfur und den beiden Pityrosporum-Spezies um einen identischen Erreger handelte. 1986
wurde dies auch von der Internationalen Kommission zur Taxonomie der Pilze anerkannt, und
die Hefen erhielten einheitlich den Namen Malassezia (Cannon 1986).

Im Jahre 1989 konnte die Identitdt von Pityrosporum mit M.furfur durch Genom-Analysen
bestétigt werden (Gue'ho 1989). Genom-Analysen bestétigten auch die Existenz einer zweiten
Malassezia Spezies, M. pachydermatis. 1925 beschrieb Weidmann diese Hefe, die er

Pityrosporum canis nannte und ausschliefdlich von Hunden isolierte. 1990 wurde eine dritte
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Mal assezia-Spezies beschrieben, M.sympodialis (Simmons 1990). Besonders charakteristisch
fUr diese Speziesist sympodiale Sprossung. Bel M.furfur erfolgt die Sprossung monopolar.

Einige Jahre spéter, 1996, konnten durch weitere Genom-Analysen vier weitere Malassezia-
Spezies abgegrenzt werden: M. globosa, M. obtusa, M. restricta und M.dooffiae (Gue ho
1996). Diese Einteilung ist noch nicht allgemein anerkannt, weil die Existenz dieser vier

Spezies bisher noch nicht durch physiologische Studien abgesichert werden konnte.

Tabelle 1: Historische Namensgebungen fir Malassezia-Hefen (modifiziert nach Ingham
1993)

Bezeichnung Autor Jahr

Microsporon furfur Robin 1853
Malassezia furfur Baillon 1889
Pityrosporum malassezii Sabouraud 1904
Pityrosporumovale Castellani 1913
Pityrosporum orbiculare Gordon 1951

2.3.2. EpidemiologiedesErregers

Der Erreger der Pityriasis versicolor, Malassezia furfur, ist schon lange bekannt. Malassezia-
Hefen treten ubiquitdr auf und gehoren zur Mikroflora der menschlichen Haut (Y arrow 1984,
Ingham 1993). Auf klinisch unveranderter Haut 18% sich der Keim haufig nachweisen,
besonders am Kopf (78-97 %) und am Stamm (92-100 %) (Roberts 1969, Mc Ginley 1975,
Noble 1978).

Aufgrund ihrer Lipophilie finden sich die Malassezia-Hefen vorwiegend in talgdriisenreichen
Areden. Die Erreger liegen extrazellulér zwischen den Hornzell-Lamellen im
Akroinfundibulum, dem oberflachennahen Anteil des Follikels (Wolff 1976).

Die Besiedlung der Haut mit Malassezia-Hefen steigt mit zunehmender Talgproduktion an.
Im hohen Alter und im Kindesalter reduziert sich die Keimzahl, weil die Talgproduktion
abnimmt. Die Aktivitét der Talgdrisen steigt bei Eintritt der Pubertét, so dal3 sich in diesem
Alter besonders hohe Keimzahlen nachweisen lassen.

Aufgrund der Tatsache, dal3 die Hefezellen sich nicht gleichmaliig Uber die Hautoberflache
verteilen, sind Aussagen Uber die Dichte der Besiedlung nur schwer zu treffen. Auf normaler
unveranderter Haut wird die Erregerzahl mit 20000 - 35000 Erregern/cm? angegeben. Bei der
Pityriasis versicolor steigt die Zahl jedoch bis auf 45000 Keime/cm? an (Wollf 1976). Die
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Keimbesiedlung ist also sehr hoch und spricht fir die Pathogenitdt der Malassezia-Hefen. Der

Pathomechanismus ist aber unbekannt.

2.3.3. Morphologie
Nach Kultivierung auf lipidhaltigem Dixon-Agar sind die Kolonien cremefarben-gelblich. Sie
haben einen fruchtig-hefigen Geruch, fir den y-Decalactone verantwortlich sein sollen
(Labows 1975).

Lichtmikroskopisch sind die Hefezellen von runder oder ovaler Form. Es werden Ubergénge

zwischen den Formen beobachtet, z.T. abhangig vom Nahrmedium (Gordon 1951, Roberts
1969, Sloof 1970, Salkin 1977). Es finden sich allerdings ebenso stabile Varianten (Roberts
1969, Midgley 1989, Cunningham 1990).

Die Zellwand dieser Zellen erscheint doppelt konturiert. Runde Zellen sind etwa 2-3 um im
Durchmesser, die ovalen Zellen konnen bis zu 6 um lang sein. Dabei lagern sich die Zellen
meist dicht wie nestférmig, zusammen. Auf3en herum sind um diese "Nester” kurze
Hyphenel emente gelagert.

Typischerweise findet sich dieses Bild des Dimorphismus bel Nativpréparaten aus akuten
Krankheitslésionen. Die Reproduktion ist bel allen Formen asexuell. Die Zellen bilden
Knospen, die sich aus der Mutterzelle hervorstilpen. Dadurch erhalten die Zellen eine
typische Flaschenform (Barnes 1973).

Mit dem Elektronenmikroskop erkennt man, dal3 die Zellwand (ca 0,12 um) aus mehreren

Schichten besteht. Die innerste elektronendurchlassige Schicht der Zellwand weist Furchen
auf, die spirdférmig auf der inneren Oberfléche entlangziehen. Der Zelinnenraum ist
ausgefullt vom Protoplasma, welches vom Plasmalemm abgegrenzt wird. Das Plasmalemm
stulpt sich in die Furchen der inneren Zellwand hinein. Der mehrschichtige Zellwandaufbau
vermittelt den Hefen hohe mechanische Stabilitét und Osmotoleranz (Brotherton 1967).

Im Zelinneren kann man unterschiedliche Zellorganellen abgrenzen. Vermutlich handelt es
sich hier um endoplasmatisches Retikulum und Golgi-Apparat. Auf3erdem sind Vesikel, die
wahrscheinlich Lipide enthalten, erkennbar (Kreger-van Rij 1970).

Die Tochterzellen entstehen durch monopolare (M. furfur) oder sympodiale (M.sympodialis)
Sprossung. Die Mutterzelle elongiert, und eine Tochterzelle schniirt sich ab. Diese Abteilung
erfolgt an immer derselben Stelle, so dal’ hier bei der Mutterzelle eine Narbe bestehen bleibt,
die " collarette” genannt wird (Kreger-van Rij 1970, Slooff 1970, Simmons und Guého 1990).
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Der Malassezia-Pilz wird zu den Basidiomyceten gerechnet. Dies liegt im Aufbau der
Zellwand begrindet und darin, dal er eine positive Diazonium-blau-Reaktion zeigt (Kwon-
Chung 1992).

2.3.4. Stoffwechseleigenschaften

Lange Zeit konnte Malassezia nur schwer angeziichtet werden. Erst nachdem R.W.Benham

1939 die obligate Lipiddependenz des Erregers erkannte (Benham 1939), war es moglich,

Kulturen anzuziichten und gezielt den Stoffwechsel, insbesondere den Fettstoffwechsel, zu
untersuchen. Fur die Anziichtung konnte dabel entweder ein herkémmliches Medium (z.B.
Sabouraud-Dextrose-Agar) verwendet werden, das mit einem Lipid (Olivendl) Uberschichtet
wurde, oder es wurde ein Spezialndhrboden wie Dixon-Agar (van Abbe 1964) verwendet.
Hier sind Lipide direkt im Nahrboden enthalten. Es zeigte sich, dal3 die Hefe von der Zufuhr
langerkettiger Fettsauren abhangig ist. Der Pilz wandelt die ihm zugefihrten Fettsduren um
und produziert seinerseits Fettsauren hoherer Kettenlénge (Shifrine 1963). Am besten
verstoffwechselt er freie Fettsduren (geséttigt oder ungeséttigt). Auf der menschlichen Haut
kann er hiermit gut Uberleben, denn die Hautoberflachenlipide bestehen bis zu 20 % aus freien
Fettséuren (Schurer 1993).

Aul%er der obligaten Lipiddependenz ist bisher wenig Uber die Wachstumsbedingungen von
M.-Hefen bekannt. M. furfur ist en sehr anspruchsloser und optima an die
Wachstumsbedingungen der oberflachlichen Hautschichten, insbesondere den seborrhoischen
und mit Schweilddrisen ausgestatteten Aredlen, adaptierter Keim. Er weist eine hohe
Osmotoleranz (Brotherton 1967) und ein pH-Optimum von 5,5 (Yarrow 1984) auf. M. furfur
wéchst im Vergleich zu allen anderen Malassezia Spezies auf einem Minimalmedium, das nur
aus Aminosauren bzw. anderen Aminostickstoffquellen sowie aus Lipidquellen besteht.
Kohlenhydrate, Vitamine, Elektrolyte und Spurenelemente sind nicht erforderlich.
Unverzweigte Aminosauren (Alanin, Serin, Glycin, Arginin) werden sehr gut metabolisiert.
Verzweigte (Valin, Leucin, Isoleucin), aromatische (Tyrosin, Phenylalanin) und
heterozyklische Aminosauren (Tryptophan, Histidin, Prolin) werden weniger gut
verstoffwechselt. Serin, Glycin und Alanin werden von M. furfur am besten verwertet. Diese
Substanzen sind im ekkrinen Schweild enthalten, genauso wie andere Stickstoffquellen
(Kreatinin, Kreatin, Harnstoff und Harnsaure). Auch die Zellmorphologie ist von den

verstoffwechselten Aminosduren abhéngig. Es kommen lange, ovae, kettenformige,
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monopolare Knospungen, Keimschlauche, Myzelfaden und Hyphen vor. In vivo treten aber
nur Mischformen auf, well alle Aminosduren nebeneinander vorhanden sind (Mayser wu.
Imkampe 1998).

2.4. Photophysik, Photochemie und Photobiologie

2.4.1. Grundlagen

Experiment und Klinik zeigen, dal3 Strahlung, die von biologischen Molektlen absorbiert
wird, photochemische Veranderungen bewirken kann. Diese lassen sich an der DNA am
deutlichsten nachweisen. Bei Uberforderung der Reparaturmechanismen koénnen Fehler
auftreten, welche die lebensnotwendigen Funktionen der Zellen verandern. Durch Absorption
der eingestrahlten Photonen kommt es an definierten Stellen der DNA zur Energieabsorption
und damit zur Anregung von Elektronen. Daran konnen sich komplexe biochemische
Prozesse anschlief3en (Proliferation, Mutation, Toxizitét).

Die Strahlenwirkung kann man grob in drei Phasen unterteilen (Fitzpatrick 1993):
Photophysik: Biologische Molekile absorbieren Strahlung. Dies fuhrt zu Verdnderungen der
Elektronenhille des Moleklles. Jedes Molekiil absorbiert entsprechend seinem chemischen
Aufbau nur Strahlung einer bestimmten Wellenldnge. Daran erkennt man sein

Absorptionsspektrum.

Photochemie: Hierunter versteht man Verdnderungen der chemischen Struktur eines
Molekils, nachdem es Strahlung absorbiert hat bzw. nach Energielbertragung eines

Nachbarmol ekdils.

Photobiologie: Die chemischen Strukturverdnderungen von Molekilen  ziehen
Veradnderungen der Nukleinsduren sowie Eiweil3denaturierungen nach sich. Die Haut eignet

sich als Beispiel (siehe Erythem und Sonnenbrand).

2.4.2. Wirkung von UV-Strahlen auf Mikroor ganismen

Die durch UV - Licht hervorgerufenen Schaden an Nukleinsduren des Zellkernes sind bel
Mikroorganismen wie Bakterien und Pilzen weitgehend erforscht. Angriffspunkt des
Strahlenreizes ist die Zelle. Kleine Dosen wirken tendenziell anregend, mittlere Dosen

hemmend und hohe Dosen zerstérend. Der Zellkern reagiert am empfindlichsten auf UV -
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Licht. Die Eiweil3quellen des Zellkernes und auch die des Zytoplasmas denaturieren. Dies
fuhrt zum Nachlassen der Enzymaktivitéten, was letzendlich zu einer Verlangsamung des
Stoffwechsels, des Wachstums und der Moatilitét der Zelle fuhrt. Kariorrhexis und Anomalien
der Zelltellung sowie Koagulationsnekrosen des Kernes sind beschrieben. (Ellinger 1935,
Kap. 1 S. 5-9; Meyer 1949;Kap. 4 S.225 und 253). Auch Ribosomen, Lysosomen, und
Mitochondrien, werden geschadigt (Fitzpatrick 1993, Kap. 130 S.1631). Hefen und

Schimmelpilze erfahren durch UV-Licht zuerst eine anregende Wirkung. Bel gréf3eren Dosen
werden sie abgetOtet. In der Praxis wird dieser Abtotungseffekt zur Entkeimung von
Flissigkeiten und Luft genutzt (Meyer 1949, Kap. 4 S. 254-257). UVB - Licht ist stérker
wirksam als UVA - Licht, well es einen héheren Energiegehalt aufweist. So wurden Pilze der
Gattung Malassezia auf Dixon - Platten aufgeimpft, einmalig mit unterschiedlichen Dosen
UVA (Wellenlange 360 nm) (25, 50, 75 J/ cm?) und UVB (315 nm) (65, 123, 250, 900 mJ /
cm?) bestrahlt und nach 3 Tagen Anziichtung elektronenmikroskopisch untersucht. Bei einer
Bestrahlungsstarke von 900 mJ / cm? UVB sowie bei Bestrahlung mit UVA mit 25, 50 oder
75 J / cm® konnte man eine starke bzw. sogar eine vollstandige Wachstumshemmung
feststellen. Elektronenmikroskopisch konnte man Verklumpungen der Ribosomen und
degenerative Veranderungen der Zellkerne erkennen, wohingegen die Zellwande vdllig
unverandert waren (Wikler 1990).

An E. coli ist nachgewiesen worden, daf? 10* - 10° mal mehr UVA (365 nm) nétig ist, um den
gleichen Effekt zu erzeugen wie bei kirzeren Wellenlangen. Es kommt auch beim UVA zu
Zelldefekten und Veranderungen im metabolischen System. UVA beschadigt einerseits die
Nukleinsauren direkt und andererseits hemmt es die Reparatursysteme (Parrish 1981, Kap. 5
S.96-99).

An Hefen (Saccharomyces cerevisiae), Pilzen (Neurospora crassa) und an Protozoen
(Paramecium aurelia) sind nach Bestrahlung mit ultraviolettem Licht vermehrt Mutationen
aufgetreten, die oft zum Untergang der Zellen gefuhrt haben (Wang 1976, Kap. 8 S.364-367).
Mutationen kdnnen den Zellen aber auch einige Vorteile bringen, vor allem im Hinblick auf
die Evolutionsgeschichte.

Das Aktionsspektrum von Bakterien liegt im Absorptionsspektrum der DNA und RNA. Es
liegt im Bereich des UVB und UVC.

Faergemann konnte bereits 1986 zeigen, dal? viele verschiedene Mikroorganismen, die aber
ale zur Standardflora der menschlichen Hautoberflache zéhlen, auf UVA- oder UVB-

Exposition mit einer Wachtumsreduktion reagierten. Pityrosporum orbiculare reagierte aber
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im Vergleich zu den anderen untersuchten Organismen wie Candida albicans, Saphylococcus
aureus und Staphylococcus epidermidis auf UV-Licht am empfindlichsten. Der diesen
Versuchen zugrundeliegende UVB-Bereich lag bei 65, 123, 250 und 900 mJ cm™®. Gegentiber
der unbelichteten Kontrolle (2500 Zellen) verringerte sich das Wachstum bei 65 mJ cm auf
320 und bei 123 mJ cm auf 100 Zellen. Bei 250 bzw. 900 mJ cm™ war kein Wachstum mehr
zu verzeichnen. In dem den Versuchen zugrundeliegendem UVA-Bereich (25, 50, 75 J cm™)
wurde nur das Wachstum von P. orbiculare sichtbar geghemmt.

Rivers fuhrte 1988 in vivo eine Doppelblindstudie mit M.-Hefen durch. Die Kontrollgruppe
wurde sichtbarem Licht (31 J cm™) ausgesetzt, und die anderen wurden mit UVA-Licht mit
einem geringen Anteil UVB bestrahlt, insgesamt (34 J cm™).

Die Zahl der Malassezia-Hefen (Pityrosporum ovale und orbiculare) war nach der UV-
Exposition in der Kontrollgruppe von 5077 auf 2641 Zellen und in der anderen Gruppe von
4281 auf 2374 gefallen. Es 183 sich also aufgrund der oben geschilderten Tatsachen
schluf¥folgern, dal3 die Malassezia spezies sehr empfindlich auf UV-Licht reagiert. Ein UV-
Filter konnte fur die Mikroorganismen einen grof3en Wachstumsvorteil gegentiber anderen

Organismen nach sich ziehen.

Tabelle 2: Wirkung von UV-Strahlen auf Mikroorganismen

Mikroorganismus | Autor/Jahr Auswirkung von UV-Strahlen

Pilze, Hefen Ellinger /1935 | Schédigung von Zellkern, Ribosomen, Lysosomen
Meyer /1949 und Mitochondrien fuhren zu Eiweil3denaturierung,
Fitzpatrick/ Nachlassen der Enzymaktivitdten sowie
1993 Verlangsamung des Stoffwechsels, der Motilitét

und Wachstum der Zelle

Saccharomyces Wang /1976 UV-Strahlung fuhrt zu vermehrtem Auftreten von

cerevisiae, Mutationen

Neurospora crassa,

Paramecium

aurelia

E.coli Parrish /1981 |UVA schéadigt die Nukleinsduren und hemmt die

Reparatursysteme der Zelle

Standardflora Faergemann/ Pityrosporum orbiculare reagierte im Vgl. zu den

menschl. Haut 1986 anderen Organismen wie Candida albicans, Saph.
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u.a. P. orbiculare aureus und Staph. epidermidis auf UV-Strahlung

am empfindlichsten

Malassezia-Hefen | Rivers/1988 UVA- und UVB-Strahlung hemmen die Hefen in

ihrem Wachstum

Malassezia Wikler/1990 elektronenmikroskopisch sichtbare Verklumpungen
der Ribosomen, Aufldsen der Zellkerne;

Zellwande bleiben unverandert

menschliche Burg/1992 Schadigung der Keratinozyten, Melanozyten,
Epidermis Fibrozyten, Endothel zellen und Fettzellen

2.4.3. Schutzmechanismen von Mikroor ganismen gegen UV-Licht

Die Haut ist ein Barriereorgan und als solches einer Vielzahl von Mutagenen ausgesetzt. Die
UV-Strahlung ist ein sehr potentes Mutagen mit grof3er klinischer Bedeutung fir den
Dermatologen  (Hauttumoren). Hyperkeratose und Verbreiterung der Epidermis,
Melaninproduktion sowie Mechanismen zur Reparatur der DNS-Schéden machen den
natUrlichen Lichtschutz der Haut aus. Die UV-Strahlung dringt kaum Uber die Haut hinaus
weiter in den Korper ein. Besonders betroffen sind Keratinozyten, Melanozyten, Fibrozyten,
Endothelzellen und Fettzellen (Burg 1992 S.17 und 18).

Die Dicke der Dermis in den einzelnen Korperregionen variiert stark, insofern ist die

Durchlassigkeit der ultravioletten Strahlung in den verschiedenen Regionen auch
unterschiedlich. Korperregionen mit dickem Stratum corneum (Fuf3sohlen und
Handinnenflachen) reagieren kaum auf UV-Licht. Je groRer die Wellenlange der Strahlung
desto geringer ist der Energiehaushalt der Strahlung und umso tiefer dringt die Strahlung in
die Dermisein (UVA: 5 mm tief bis zur Subcutis und UVB: 0,3 mm und UVC: 0,01 mm tief)
(Moschella 1992, Kap. 22, S508 und 509). Um 280 nm (UVB) liegt das
Absorptionsmaximum der aromatischen Aminosduren der Keratinozyten. Obwohl nur ein
kleiner Prozentsatz der Wellenlangen im Bereich 280-320 nm (UVB) die Dermis erreicht, ist
der biologische Effekt dieser relativ kleinen Energiemengen nicht zu vernachlassigen.
Wellenlangen zwischen 320-400 nm (UVA) zeigen einen geringeren photobiologischen
Effekt (Fitzpatrick 1993, Kap. 130).

Melanin schitzt die Haut besonders effektiv vor chronischer und akuter Sonnenbestrahlung.

Das unpigmentierte Stratum corneum &% mehr Strahlung durch als das pigmentierte. Der
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Schutz ist beinahe direkt proportional zum Mal3 der Melanisierung. Der Schutzeffekt resultiert
in der Moglichkeit des Melanins, Strahlung im UV-, sichtbaren und infraroten-Bereich zu
absorbieren. Im UV-Bereich ist die Absorption stérker as im sichtbaren Bereich (Parrish
1983, Kap. 4 S.61-76; Regan 1982, Kap. 6 S.152-179).

Bel Stimulierung der Melanozyten kommt es nachfolgend zur Pigmentierung der Haut. UV A-
Licht bewirkt ene sofortige aschgraue bis bréunliche Pigmentierung der Haut
(Sofortpigmentierung), wohingegen UVB zur Spéatpigmentierung (kupfer-kaffeebraun) der
Haut fuhrt. UVA hat zwar eine geringere Pigmentierungswirkung als UVB, aber der Antell
des UVA im Sonnenlicht ist hther. Aus diessm Grund kommt es auch unter nattrlichen
Bedingungen zur Melaninbildung. UVB bewirkt eine Melanogenese in der gesamten
Epidermis, wohingegen UV A nur in den basalen Epidermisschichten zur Pigmentierung fuhrt.
Langere Lichteinwirkung fuhrt sowohl zur vermehrten Melaninbildung (Hyperpigmentierung)
als auch zur Verdickung der Hornschicht (Lichtschwiele). Aber nur UVB bewirkt diese
Lichtschwiele. UVB bewirkt aso insgesamt einen besseren Schutz, weil die
Pigmentverteilung Uber die gesamte Epidermis verteilt ist und zusétzlich eine Lichtschwiele
existiert (Braun-Falco 1997, Kap. 13).

Wie im folgenden dargestellt haben sich auch die auf der menschlichen Haut |ebenden
Mikroorganismen analog zu M. furfur an eine verstdrkte UV-Exposition adaptiert.
Herpotrichiellaceae und Pleosporaceae zdhlen zu den Ascomyceten und konnen zum
Krankheitsbild der Phaeohyphomykosen fuhren (Hoog 1995; Polak 1990). Diese
Krankheitserreger bilden Uber Dihydroxynaphatalen und ein verwandtes Pentaketid Melanin
(Taylor 1987). Aufgrund ihrer sténdigen dunkel-schwarz-braunen Pigmentierung werden sie
"Dematiaceen” (Schwaérzepilze)genannt.

Neben den Schwérzepilzen synthetisieren noch weitere Mikroorganismen Melanin. Zu
erwdhnen ist Filobasidiella neoformans, besser als Anamorphe C. neoformans bekannt. Es
gehdrt zu der Klasse der Heterobasidiomyceten und benutzt Phenoloxidasen zur
Melaninproduktion (Polachek 1988). Melanin verstéarkt ihre Pathogenitét und schiitzt sie vor
UV-Licht (Wang 1994). Die Meéaninsynthese ist aber abhéngig von den
Nahrstoffbedingungen. Die Studie zeigt, dal3 melanisierte C. neoformans- Kulturen bei 10000
bzw. 20000 mJ cm? UV-Licht (254 nm) den nicht melanisierten Zellen in der Zellzahl
Uberlegen waren. Die erwédhnten Mikroorganismen sind auf Dopa und andere Phenole
angewiesen. Nur dann ist eine kontinuierliche Melaninsynthese gewéhrleistet (Polachek
1982).
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2.5. Fragestellung

Vor dem oben beschriebenen Hintergrund erscheint es sinnvoll, zu Uberprifen, warum

Malassezia furfur bei Zusatz von Tryptophan zum Kulturmedium ein braunes Pigment

synthetisiert.

Im Rahmen dieser Dissertation soll daher untersucht werden, wie stark das Wachstum des

Pilzes unter Zusatz von verschiedenen Aminosauren zum Nahrmedium und gleichzeitiger

UVA- bzw. UVB-Bestrahlung eingeschrankt wird.

Als Kontrolle dienten Pilze, die unter denselben Nahrstoffbedingungen aber ohne UV-

Bestrahlung aufwuchsen. Im einzelnen sollten dabei folgende Fragen beantwortet werden.

e Sind die untersuchten Referenzstdmme in der Lage, aus Tryptophan einen wirksamen UV-
Filter aufzubauen ?

¢ Inwelchem UV-Bereich wirkt der UV-Filter ?

e Sind rein lichtmikroskopisch Unterschiede zwischen bestrahlten und nicht bestrahlten
Organismen erkennbar ?

e Welcher Artist der Lichtfilter- physikalisch oder chemisch ?

e Reagieren alle Referenzstamme gleich ?

e Welche Bedeutung hat die erhthte UV-Resistenz fur die Mikroorganismen und fir das
Krankheitsbild der Pityriasis versicolor ?

e Schiitzt das Pigment auch den nicht an Pityriasis versicolor-Erkrankten vor UV-Licht, und

welche Schluf3folgerungen kann man daraus ziehen ?
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3. Material und Methoden

3.1. Referenzstdmme

In den Untersuchungen, die dieser Arbeit zugrundeliegen, wurden die in der Tabelle 3
aufgelisteten Malassezia Referenzstdmme und en  Wildstamm verwendet. Die
Referenzstamme wurden beim Centraalbureau voor Schimmelcultures, Baarn, The
Netherlands (CBS) kauflich erworben. Sofort nach Erhalt wurden die Referenzstamme
kryokonserviert, um immer auf den definierten Referenzstamm zuriickgreifen zu kénnen. Bei
dem Wildstamm handelt es sich um Untersuchungsmaterial (Hautschuppen) eines Patienten
aus der Poliklinik der Hautklinik der Justus-Liebig-Universitét Gief3en. Nach sorgféltiger
Hautdesinfektion wurden die Schuppen mit einem sterilen Skalpell von der Hautoberfldche
gewonnen, auf Selektivagar fur pathogene Pilze (Merck, Darmstadt, FRG) verimpft und mit
kaltsterilisiertem Olivendl (Pharmazeutenqualitét, Apotheke Klinik der JLU Gief3en)
Uberschichtet. Einmal wéchentlich wurden die Pilze auf modifiziertem Dixon-Agar kultiviert.
Als Kontaminationskontrolle (Wachstum nicht lipiddependenter V erunreinigungen-Bakterien,

Hefen) wurde Kimmig-Agar (s.u.) mitgefuhrt.

Tabelle 3: untersuchte Malassezia Stamme

Gattung Spezies Stamm Herkunft
Malassezia | M. furfur CBS1878T Kopfschuppen
Malassezia | M. furfur CBS 7019 NT Pityriasis versicolor
Malassezia | M. furfur CBS 6046 Pityriasis versicolor
Malassezia | M. furfur CBS 6094 unverénderte Haut
Malassezia | M. furfur CBS 4162 Schweineohr
Malassezia | M. furfur * 397 Pityriasis versicolor

CBS: Centraal bureau voor Schimmelcultures, Baarn, The Netherlands

T: Type - strain, NT: Neo - Type strain; *Wildstamm, isoliert von einem an Pityriasis
versicolor erkrankten Patienten der Poliklinik des dermatologischen Zentrums der
Universitétsklinik Gief2en
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3.2. Kulturmedien
Die Dauerkultur aler Stémme erfolgte bel 32°C auf modifiziertem (m)Dixon - Agar ( Gueho
1996, Guillot 1997). Einma wochentlich wurden die Hefen auf frisch zubereiteten Agar
weiterverimpft.

Modifizierter Dixon - Agar

In der vorliegenden Arbeit wurde modifizierter (m) Dixon - Agar (Tabelle 4) verwendet.
Dieses Kulturmedium setzt sich aus folgenden Bestandteilen zusammen:

3,6 % Malzextrakt, 0,6 % Pepton, 2 % getrocknete Ochsengalle, 1% Tween 40, 0,2 %
Glyceral, 0,2 % Olsaure, 1,2 % Agar, Aqua dest. auf 100 %

Tabelle 4: (m) Dixon-Agar

far 250 ml
3,6 % Malzextrakt 9¢g Merck, Darmstadt, FRG
0,6 % Pepton (Casein) 15¢g Pepton aus Casein, Merck
bzw.
Arginin(28,5 mMol) 159 Sigma, St. Louis USA
oder Tryptophan
(23,3 mMol)
2 % Ochsengalle 50 Difco, Detroit, USA
1 % Tween 40 25ml Tween 40 Atlas, Sigma St.
Louis USA
0,4 % Olivendl 1ml kalt sterilisiert
1.2 % Agar (Ag. Dest. 59 Agar Agar reinst, Merck
auf 100 %)
0,04 % Cycloheximid 01g Sigma-Aldrich, Steinheim,
FRG
0,005 % 0,0125 g**auf Merck, Darmstadt, FRG
Chloramphenicol 250 ml mit

AqQ.dest. auffillen
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** Die Stammlosung besteht aus. 6,25 mg Chloramphenicol / 1 ml H,O und wurde
sterilfiltriert abgefullt und bei -20°C gelagert; 2 ml der StammlGsung wurden zugegeben

Aus Kostengrinden wurde dem hier verwendeten (m)Dixon - Agar 0,4 % Olivendl statt
Glycerol und Olsiure zugesetzt. Zur Verringerung des Kontaminationsrisikos wurden
Chloramphenicol und Cycloheximid hinzugefugt. Die einzelnen Losungen wurden steril
filtriert und dem Medium nach Autoklavieren und Abkuihlen auf ca. 50°C zugesetzt, da beide
Substanzen temperaturempfindlich sind (Merck Index 1996). Autoklavieren erfolgte mit dem
Melag Autoklaven Typ 23 (Melag, Berlin, FRG) bei 1 bar Giber 30 min..

Jeweils 10 ml des Mediums wurden unter einer Laminar-air-flow Arbeitsbank (Uniflow
UUUB 1200, Biohazard) in sterile Kunststoffpetrischalen von 10 cm Durchmesser (Nunc,
Roskilde, DK) gegossen.

Pilz-Agar nach Kimmig (Merck, Darmstadt, FRG)

Zsammensetzung fur 1I: Glukose 19,0 g, Pepton e carne 15,0 g, NaCL 1,0 g, Glycerin 5,0 ml,
Agar-Agar 15,0 g.

Kimmig-Agar wurde zum Ausschluld einer Kontamination der lipophilen Malassezia-Hefen

eingesetzt.

3.3. Versuchsaufbau der Untersuchungen

Die Referenzstdmme von Malassezia furfur sowie ein Wildstamm wurden auf Dixon-Agar
sechs Tage lang angezichtet. Die Stickstoffquelle Pepton wurde entweder durch Arginin
(Konz. 6g/l) oder das Pigment - induzierende Tryptophan (Konz. 6g/l) ersetzt. Anschlief3end
wurden die Hefezellen abgeerntet (s.u.) und auf Dixon-Agar (mit Pepton) weiterverimpft
(s.u.). Zur Gewahrung gleicher Wachstumsbedingungen wurden auf Tryptophan- bzw.
Arginin angezichtete Pilze auf dieselbe Nahrbodenplatte aufgetragen, unten die von Arginin,
oben die von Tryptophan.

Unmittelbar danach wurden die Pilze mit UVA bzw. UVB (einmaig bzw. kumulativ)
bestrahlt. Die UVA-Bestrahlung fand nur einmalig bei 100, 150 und 200 Jcm? statt. Die
UVB-Bestrahlung wurde jeweils einmalig bei 100, 500, 1000, 1500 und 2000 mJ/cm? bzw.
mehrmalig bei 100, 300 und 500 mJcm? durchgefiihrt. Die Kontrollplatten wurden nicht
bestrahlt. Dann wurden die Agarplatten verschlossen und bel 32°C inkubiert. Nach finf Tagen
wurden die Kolonien nach ihrem Aussehen und ihrer Konsistenz beurteilt, anschlief3end
abgeerntet und in einem Trockengerét getrocknet. Das Wachstum der Hefen wurde Uber die

Bestimmung des Trockengewichtes der Kolonien berechnet. Die absolute Zellzahl wurde an
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einer Standardeichkurve, die Gewicht und Zellzahl jedes Stammes und Aminosaure (Arginin
und Tryptophan) enthielt, abgel esen.

Die Zellmorphologie der bestrahlten und nicht bestrahlten Pilze wurde mit einem Phasen-
Kontrast-Mikroskop (Dialux, Leitz, Wetzlar, Germany) bei 120facher, dann bei 480facher
VergrofRerung beurteilt.

Die Stickstoffquelle Pepton wurde in gleicher Menge (mg Gewicht) entweder durch Arginin
(Sigma) oder das pigmentinduzierende Tryptophan (Sigma) ersetzt. Arginin wurde unter allen
Aminosauren ausgewahlt, weil die damit ohne Belichtung erzielbaren Wachstumsraten denen
mit Tryptophan vergleichbar waren (Generationszeit 19 h). Dieswird bei CBS 7019 M. furfur
als Beispiel fur ale verwendeten Malassezia-Stdmme anhand einer Tabelle (Tabelle 5) und
der Abbildungen (Abbildung 1, Abbildung 2) graphisch dargestellt.

Tabelle 5: CBS 7019 M. furfur nach drei-, finf- bzw. siebentagiger Kultivierung auf (m)
Dixon-Agar mit Arginin bzw. Tryptophan

CBS 7019 nach dreitagiger Kultivierung:

CBS 7019 mg mg Mittelwert (mg) | Mittelwert

(Mio.)
Arginin 208 (199 (2,04 100
Tryptophan 205 (198 (20 100
CBS 7019 nach funftégiger Kultivierung:
CBS mg mg mg mg mg mg mg mg Mittelwe | Mittelwe
7019 rt(mg) |rt

(Mio.)

Arginin | 3,15 3,23 3,18 3,2 3,08 3,19 3,14 3,28 3,1813 [ 158
Tryptoph | 3,2 34 3,22 3,14 3,11 321 3,27 3,35 3,2375 | 159
an

CBS 7019 nach siebentagiger Kultivierung:

CBS 7019 mg mg Mittelwert (mg) | Mittelwert
(Mio.)

Arginin 326 (335 |33 162

Tryptophan 328 (321 |325 159
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Abbildung 1. graphische Darstellung der Kultivierung von CBS 7019 M. furfur mit

Arginin
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Abbildung 2: graphische Darstellung der Kultivierung von CBS 7019 M. furfur mit

Tryptophan
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Die Aminosduren wurden gleich gut verstoffwechselt, und die Pilzkulturen waren von
identischer Grof3e (siehe Abbildung 3).

CBS 7019 - M.furfur CHS 7009 - M. furfur CRS 7009 - M. Aurfur

{ control } { control § { control §

il on Dixon - agar (+Arg 1,52 ) 6l on Dixon - agar 6 on Dixon - agar (+Trp 1,5 41 )

Abbildung 3 CBS 7019 auf Dixon-Agar mit ARG- bzw. TRP-Zusatz

Nach sechs Tagen war der Zeitpunkt zum Abernten (3.5.) der Zellen erreicht. Die Pilze waren
noch nicht ausgetrocknet und hatten gentigend Pigment gebildet. Fir die anschlief3ende
Bestrahlung wurden die Hefen aler Stdmme auf (m)Dixon-Agar mit Pepton aufgeimpft. Die
Pilze wurden unmittelbar mit UVA bzw. UVB bestrahlt, weil der Pilzrasen nach 24 h zu stark
gewachsen wére.

Alle Pilzstamme wurden auf dieselbe Art bestrahlt(Abbildung 4). Bei mehrmaligen
Bestrahlungen wurden die einzelnen Bestrahlungsdosen ale 24 h appliziert. Die Kontrollen
wurden nicht bestrahlt. Unmittelbar nach der Bestrahlung wurden die Platten bei 32°C
inkubiert.

Die UVA-Bestrahlung konnte nur einmalig erfolgen, weil der Nahrboden aufgrund der hohen
Temperaturen, die wdahrend der Bestrahlung im Bestrahlungsfeld entstanden, stark
eintrocknete. Auf eine kilhlende Unterlage wurde verzichtet.

Auf die Belftung des Bestrahlungsfeldes muldte verzichtet werden, weil andernfalls die
MOoglichkeit bestanden hétte, dald die Nahrmedien kontaminiert worden waren. Zur
Minimierung des Kontaminationrisikos wurde dem Nahrmedium Chloramphenicol und
Cycloheximid hinzugefugt.

Fir das UVA-und UVB-Licht wurde im Anfangsstadium dieser Versuchsreihe eine Dosis-
Effekt-Kurve erstellt(Tabelle 6 und Tabelle 7).
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Abbildung 4: schematische Dar stellung des Ver suchsaufbaues

Aufimpfen der zu untersuchenden M. furfur Stamme auf Dixon-Agar mit
U U
Arginin  bzw. Tryptophan
159 U 15¢g
Kultivierung Uber 6 Tage im Brutschrank bei 32 °C
U
Aberntung
U
Waschen
U
Zahlen
U
Weiterverimpfung auf Dixon-Agar mit Pepton (oben TRP und unten ARG)
und sofortige UV-Bestrahlung
U
Tryptophan bzw. Arginin
U U U
UVA einmalig bzw. UVB einmalig bzw. UVB kumulativ (Uber 5 Tage)
100 J cm® oder 100 mJcm™? oder je100mJcm?ale24 h oder
150 Jcm™ oder 500 mJcm™ oder je200mJcm?ale24 h oder
200 Jcm’@ 1000 mJ cm™ oder je300mJcm?ale24h oder
1500 mJ cm oder
2000 mJ cm?
U
Kultivierung Uber 5 Tage (120 h)
U
Beurteilung der Kulturen nach Aussehen und Konsistenz
U
Aberntung und Trocknung
U
Zahlung
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3.4. UVA- und UVB-Exposition

Die fur die Versuche zur Verflgung stehenden technischen Gerdte werden in der
Lichtambulanz der Universitdts-Hautklinik in Giefsen hauptsachlich fir die Lichttherapie

benutzt.

UV/PUVA 800: UV / Puva 800 (Wadmann, Schwenningen, Germany) ausgestattet mit
Philips TL 20 W / 12-Lampen wurde als UV B-Quelle eingesetzt. Die UV B-Lampen haben ein
Strahlungsspektrum von 285 nm bis 350 nm mit einem Maximum bei 310 nm bis 315 nm.
Durch speziell angeordnete UV-Lampen und zusétzliche hochglanzpolierte Reflektoren wird
eine gleichmaliige und intensive Bestrahlung erreicht. Die hohe Bestrahlungsintensitét fuhrte
zu kurzen Bestrahlungszeiten.

Die Bestrahlungsstérke wurde téglich mit dem Waldmann-UV-Meter gemessen. Nach ca. 5
Minuten (bei kalten Strahlern) wurde die Strahlungsintensitét in mW/cm? ermittelt.

Gewitinschte Dosisin J/ cm? x 1000

Bestrahlungszeit in sec =

Strahlungsleistung in mW / cm?

Sellamed 4000: Die Bestrahlung mit UVA wurde mit einem Sellamed 4000 (Sellas Sunlight
Gevelsberg, Germany) durchgefihrt. Das Strahlungsspektrum lag zwischen 320-440 nm mit
einem Maximum von 365 nm. Die Berechnung der Bestrahlungszeit erfolgte nach der oben
angegebenen Formel. Die UV-Dosen wurden mit einem UV-Meter (Waldmann) gemessen.
Nach dem Vorgluhen der Geréte wurde jedesmal mit einer Schablone, auf der 9 Felder
eingezeichnet waren, die Intensitdét gemessen. Mit dem Mittelwert wurde dann die
Bestrahlungszeit errechnet.

Die Position der Petrischalen wurden ohne Unterbrechung der Bestrahlung einmal
untereinander gewechselt, so dal3 man die Differenzen, die zwischen den einzelnen Feldern
bestanden, ausgleichen konnte.

Anzumerken ist noch, dal? die Intensitét wahrend der Bestrahlung nicht mef3bar abnahm. Nicht
zu vernachlassigen ist die Temperaturzunahme und Erwdrmung des Nahrbodens wahrend der
Belichtung. Im Gegensatz zum UVB-Gerét, erhitzte sich die Unterlage beim UVA - Gerét
sehr deutlich. Bei einer Intensitét von 60 mW / cm? betrug die Temperatur 36° C, wohingegen
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sie bei 124 mW / cm? auf 42° C anstieg. Dies filhrte dann zur Eintrocknung des Agars. Mit
UVA - Licht war daher nur eine einmalige Bestrahlung moglich.

UV - Meter: Mit dem UV-Meter (Waldmann Lichttechnik) wurden Bestrahlungsstérken der
von den UV-Niederdrucklampen abgegebenen Strahlung in mW / cm® gemessen. Die
Bestrahlungsstérke der Lampen war u. a abhdngig von Spannungsschwankungen im
Stromnetz, von der Raumtemperatur und von den Betriebsstunden der Lampen. Das UV -
Meter war ein notwendiges Zusatzgeréa, um mit reproduzierbaren UV - Dosen arbeiten zu
kénnen. Um eine bestimmte Dosis in J/ cm? zu erreichen, wurde die Bestrahlungsstarke in
mW / cm? gemessen und die Belichtungszeit mit Hilfe der Umrechnungstabelle errechnet.

Abhangig von der Strahlertype (UVA, UVB - Bereiche) erschien auf Knopfdruck sofort die
digitale Anzeige der von den Strahlern emittierten Intensitat (mW / cm?). Der Doppel sensor
befand sich an einer ausreichend langen, flexiblen Leitung, um ihn in der richtigen

Mef3entfernung zu den Lampen plazieren zu konnen.

Technische Daten: Die spektrae Empfindlichkeit des Doppelsensors entsprach exakt dem
Spektrum der Original Waldmann-Niederdrucklampen (im Bereich UVA-Lampen bis 199,9
mW / cm? und im Bereich UV B-Lampen bis 19,99 mW / cm?).

3.5. Methoden der Keimzahlbestimmung und Er stellung von Wachstumskurven

Fur die quantitative Bestimmung von Wachstumszeiten wurde eine neue Zahimethode
entwickelt. Bei diesser Methode war das Verklumpen der Pilzzellen, welches bei der
bisherigen Zellzéhlung ein grof3es Problem war, irrelevant. Wie im folgenden beschrieben,
wurde nur das Gewicht der Biomasse bestimmit.

Keimzahlbestimmung (direkte Methode)

Es wurde nur mit sterilen Materialien gearbeitet, um Verunreinigungen zu vermeiden. Mit
einer ausgegliihten Platindse wurden die Pilze vorsichtig vom Agar abgelOst, in einer
Porzellanschale mit einem sterilisierten Morser zerkleinert und mit ca 1 ml NaCl 0,9 %
Losung (Firma: Braun-Melsungen AG) vermischt. In einem sterilen Glasréhrchen (Firma:
Assistent, Hannover, FRG) wurde dann die Pilzsuspension zur Waschung bei 1500 g drei
Minuten lang zentrifugiert (Zentrifuge der Firma: Hettich, Typ: Rotanta / RP). Der NaCl-
Uberstand wurde abgesaugt und das Gefal? mit frischer physiologischer NaCl gefullt. Auf
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einem Reagenzglasschilttler (Firma: Vortex Genie 2™) wurden die SproRzellen griindlich mit
NaCl vermischt.

Die Pilze wurden wie Erythrozyten in einer Neubauer Zéhlkammer (5 Gruppenquadrate)
gezahlt. Die Suspension mufite so lange mit NaCl verdinnt werden, bis eine Million Pilze in
einem ul enthalten waren.Die Zellzahl wurde nach der Formel: Zellzahl = S x 50 x f / ul
berechnet.

S = Summe der ausgezéhlten Zellen in 5 Gruppenquadraten

f = Verdinnungsfaktor.

Verdinnt wurde maximal 100 fach bel hohen Zellkonzentrationen. Dies entspricht in etwa
einer Konzentration von 6 x 10° Zellen / pl. Héher konzentrierte Suspensionen waren nicht
mehr zahlbar, da der Fehler zu grofd wurde.

Die Zahl der Generationen n wurde folgendermal3en berechnet: n= (IgN - IgNp) / 1g 2
N = Zellzahl nach Inkubation; No = Ausgangszellzahl.

Die Generationszeit in Stunden (g) errechnete sich nach g = t/n.

t = Inkubationszeit in Stunden

Erstellung von Wachstumskurven (indirekte M ethode zur K ei mzahlbestimmung)

Die Wachstumskurven wurden indirekt durch Bestimmung des Trockengewichtes des Pilzes
erstellt (Mayser und Pape 1998).

Die Anzucht der Hefezellen erfolgte auf (m)Dixon-Agar mit Arginin bzw. Tryptophan. Nach
sechs Tagen wurde der Pilzthallus vorsichtig vom Agar abgel 6st, in eéinem Morser zerkleinert
und mit physiologischer Kochsalzlsung (Braun, Melsungen) vermischt. Anschlief3end wurde
die Suspension zweimal bei 1500g Uber 3 Minuten zentrifugiert und danach in einem
Reagenzglasschiittler (Vortex Genie 2™) mit frischem NaCL aufgeschiittelt. Die
Pilzsuspension wurde auf 10° CFU/ul eingestellt (mittels Neubauerzahlkammer). Jeweils zwel
pul der PilzZlbsung wurden mit einer Eppendorfpipette auf den Né&hrboden in jeweils
mindestens drei Inokulatpunkten aufgetragen. Wegen der geringen Menge mulfde die
Pipettenspitze immer vorgespllt werden. Bel der Bestrahlung sollten méglichst wenig Pilze
Ubereinanderliegen, damit die oberen Zellschichten die unteren nicht vor der Bestrahlung
schitzten. Aus diesem Grund wurden jewells nur zwel pl aufgetragen.

Es wurden ale Pilze, sowohl digenigen, die einmalig oder mehrmalig mit UVA bzw. UVB

exponiert wurden as auch die, welche nicht belichtet wurden, auf den jeweiligen
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modifizierten Dixon-Agar aufgeimpft. So war gewahrleistet, dal3 alle Pilze zum Zeitpunkt der
Bestrahlung die gleichen Wachstumsbedingungen hatten.

Die erste Bestrahlung war sehr entscheidend. Zu diesem Zeitpunkt enthielten die einen Pilze
das lichtschitzende Pigment und die anderen nicht. Der Stoffwechsel der Pilze mufite sich
nach dem Auftragen auf den Dixon-Agar auf Pepton umstellen. Die untersuchten M.furfur
Stdmme wurden nach dem gleichen Bestrahlungsschema belichtet. Die UVA- / und UVB-
Dosen wurden in mehreren Vorversuchen festgelegt(Tabelle 6, Tabelle 7,

Tabelle 8). Die Pilze wurden nur bis maximal 200 Jcm UVA bzw. 2000 mJcmUVB
bestrahlt, da einige Pilzstémme wie 397, 1878 und 6094 den htheren UV-Belastungen nicht

widerstehen konnten.

Tabelle 6: Bestrahlungszeit UVA , + bedeutet Wachstum zu verzeichnen, (+) bedeutet sehr

wenig Wachstum sichtbar

M.furfur Amino- keine 50 100 150 200 250
Stamm Ssiure Belich- J/ cm? J/ cm? J/ cm? J/ cm? J/ cm?
tung UVA UVA UVA UVA UVA
7019 TRP + + + + + +
ARG + + + + + +
6046 TRP + + + + + +
ARG + + + + + (+)
4162 TRP + + + + + +
ARG + + + + + (+)
397 TRP + + + + kein kein

Wachstum | Wachstum

ARG + + + + kein kein

Wachstum | Wachstum

1878 TRP + + + + + +
ARG + + + + + +
6094 TRP + + + + + +

ARG + + + + + +
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Tabelle 7: Bestrahlungszeit UVB
M.furfur Amino- | keine 100 500 1000 1500 2000 2500
Stamm séure Belich- [mJ/cm* |md/em?® [mJ/em? |md/em?® [md/cm® | md/cm?
tung UvB UvB UVvB uvB UvB uvB
7019 TRP + + + + + + +
ARG + + + + + + +
6046 TRP + + + + + + +
ARG + + + + + + (+)
4162 TRP + + + + + + +
ARG + + + + + + +
397 TRP + + + + + + +
ARG + + + + + kein kein
Wachstum [ Wachstum
1878 TRP + + + + + + +
ARG + + + + + kein kein
Wachstum | Wachstum
6094 TRP + + + + + kein kein
Wachstum | Wachstum
ARG + + + + + kein kein
Wachstum | Wachstum
Tabelle 8: Bestrahlungszeit UVB kumulativ
M.furfur Amino- keine 500 1500 2500 3000
Stamm siure Belich- mJ/em®  |md/em®  [md/em® | md/om?
tung uvB UvB uvB UVvB
7019 TRP + + + + +
ARG + + + + +
6046 TRP + + + + +
ARG + + + kein kein
Wachstum | Wachstum
4162 TRP + + + + +
ARG + + + + kein
Wachstum
397 TRP + + + + +
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ARG + + + kein kein
Wachstum | Wachstum
1878 TRP + + + + +
ARG + + + kein kein
Wachstum | Wachstum
6094 TRP + + + + €]
ARG + + + + (+)

Nach der entsprechenden Kaultivierungszeit wurden die Pilzkulturen vorsichtig vom Agar
abgehoben und in ein mit 1 ml NaCL gefulltes Glasrohrchen eingertihrt. Es durfte kein
Zellmaterial im Glas haften bleiben und kein Agar mit abgetragen werden, weil dadurch das
Endergebnis verfascht worden wére. Das Ausgangsgewicht des trockenen Rohrchens war
zuvor mit einer elektronischen Halbmikrowaage (Sartorius, Modell R 180 D, Ablesebereich
0,01-0,1 mg, Gottingen) bestimmt worden. Anschlief3end wurde das Réhrchen bei 2750 g funf
Minuten lang zentrifugiert (Hettich Rotando HP). Die Uberstehende FlUssigkeit wurde
vollstandig abgesaugt. Jedoch durfte kein Zellmaterial mit aufgesaugt werden.

Das Zellmaterial in den Glasrohrchen wurde in einem Techne DRI-Block DB3 (Thermo Dux,
Heldelberg) Uber 24h bel 65 °C getrocknet.

Tabelle 9: Unterschiedliche Trockentemperaturen

Zdlzahl in Mio. 50°C /24 h 65°C/24h 80°C/24h
300 nicht trocken 6,21, 6,30 6,25; 6,20
200 nicht trocken 4,15; 4,22 4,19; 4,25
150 nicht trocken 3,10; 3,15 3,09; 3,15
125 2,59; 2,60 2,55; 2,44 2,50; 2,42

halbtrocken
100 2,15; 2,09 2,08; 2,02 2,11; 2,09
75 1,50; 1,57 1,54; 1,49 1,59; 1,51
50 0,99; 1,08 0,95; 1,02 verkohlt
25 0,43; 0,42 0,43; 0,42 verkohlt
0 0,07; 0,06 0,071; 0,069 verkohlt
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Be 50 °C trockneten selbst kleine Pilzmengen nicht vollstandig durch. Bel hoheren
Temperaturen (80 °C) waren die kleinen Pilzmengen bereits verkohlt. 65 °C erwies sich als
die ideale Temperatur (Tabelle 9).

Die Pilze wurden immer am finften Tag abgeerntet. Dieser Zeitpunkt erwies sich (Tabelle 10)
als am geeignetsten, weil die Pilzkolonien zu diesem Zeitpunkt ihren Wachstumshhepunkt

erreicht hatten und gut aberntbar waren.

Tabedlle 10: Kulturdauer

Belichtung | 3 Tage 3Tage 5Tage 5Tage 7 Tage 7 Tage
ARG TRP ARG TRP ARG TRP
keine 2,08;1,99 | 2,05;1,98 | 3,08; 3,19; | 3,11, 3,21; | 3,26; 3,35 | 3,28; 3,21
3,14; 3,28 | 3,27; 3,35 Risse Risse
100¥cm® | 1,63; 1,58 | 1,65; 1,62 | 2,78; 2,91; | 2,95; 2,83; | 2,95: 2,87 | 2,99; 2,90
UVA 2,95; 2,83 | 2,98; 2,87 Risse Risse
200Jcm? | 0,51; 0,58 | 1,22;1,29 | 1,25;1,17; | 1,85; 1,97; | 1,32; 1,25 | 2,09; 1,98
UVA zuweich 1,15; 1,28 | 1,88; 1,93 Risse
1000 0,82;0,88 | 1,53;1,48 | 1,66; 1,73; | 2,62; 2,66; | 1,63; 1,55 | 2,59; 2,44
mJ/cm? 1,61; 1,70 | 2,59; 2,68 Risse
uvB
1000 0,19; 0,05 | 1,12; 1,21 | 0,68; 0,58; | 1,96; 2,05; | 0,71; 0,65 | 1,96; 1,92
mJ/cm? zu weich, 0,71; 0,63 | 1,91; 2,02
UVvB Material-
verlust
1500 0,75;0,61 | 1,12;1,24 | 1,33; 1,38; | 1,98; 2,05; | 1,43;1,38 | 2,05; 1,91
mJem? | zuweich, 1,42; 1,29 | 1,97; 1,99 Risse
uvB Material-
kumulativ |  verlust
2500 0,39; 0,12 | 0,89; 0,72 | 0,79; 0,89; | 1,77, 1,83; | 0,89; 0,81 | 1,83; 1,89
mJem? | zuweich, | zuweich, | 0,95; 0,83 | 1,88; 1,91
uvB Material- | Material-
kumulativ |  verlust verlust
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Zu einem fruheren Zeitpunkt wéren die Pilze noch zu klein und in ihrer Konsistenz noch zu
weich gewesen zum Abtragen. Es wére zum Materialverlust gekommen. Bel noch langerer
Bebritungsdauer hétten die Pilze begonnen auszutrocknen. Die Pilzkultur wirde dann Risse
zeigen und schrumpfen.

Es wurde immer nur eine Pilzkultur abgeerntet. Dadurch war gewahrleistet, das die Zellmenge
auch gut durchtrocknete(Tabelle 11).

Tabelle 11: Anzahl der abgeernteten Inokul atpunkte

Belichtung Aminosaure 1 Inokul atpunkt 2 Inokulatpunkte
keine TRP 3,11; 3,21, 3,27; 3,35 sehr feucht
keine ARG 3,08; 3,19, 3,14; 3,28 sehr feucht

100 Jem* UVA TRP 2,95; 2,83; 2,98; 2,87 sehr feucht
100 Jcm? UVA ARG 2,78; 2,91; 2,95; 2,83 sehr feucht
200 Jem® UVA TRP 1,85; 1,97; 1,88; 1,93 etwas feucht
200 Jem“ UVA ARG 1,25;1,17; 1,15; 1,28 2,40; 2,45
1000 mJcm“ UV B TRP 2,62; 2,66; 2,59; 2,68 feucht
1000 mJcm? UV B ARG 1,66; 1,73; 1,61, 1,70 3,35; 3,30
2000 m¥cm® UVB TRP 1,96, 2,05; 1,91;2,02 feucht
2000 mJcm? UVB ARG 0,68; 0,58; 0,71; 0,63 1,20; 1,25
1500 mJcm” UVB TRP 1,98; 2,05; 1,97; 1,99 etwas feucht
kumulativ
1500 mJcm“ UVB ARG 1,33, 1,38; 1,42; 1,29 2,71
kumulativ
2500 mJcm* UVB TRP 1,77;1,83; 1,88; 1,91 etwas feucht
kumulativ
2500 mJcm“ UV B ARG 0,79; 0,89; 0,95; 0,83 1,75; 1,78
kumulativ

Nach Abkihlung der Glasréhrchen (Abbildung 5) auf Zimmertemperatur wurden sie
gewogen. Als Kontrolle wurden bei jeder Versuchsreihe vier Glaser mit 50 ul NaCl 0,9 %

mitgetrocknet.
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left: 6 d on Dixon-agar (+Arg)
right: 6 d on Dixon-agar (+Trp)
CBS 7019 - M.furfur (100 Mio.)
24 h after 65° C

Abbildung 5: CBS 7019 -M. furfur nach einer 24 -Std. Trocknung

Die Differenz zwischen Endgewicht und Ausgangsgewicht der Glasréhrchen entspricht dem
Gewicht der abgeernteten Pilze.

Es wurde mittels einer jeweiligen Standardeichkurve, die durch direkte Zellzéhlung erstellt
wurde, in die absolute Zellzahl umgerechnet. Bei jedem Versuch wurden mehrere bekannte
Zellmengen mitgefihrt und der Versuch damit jeweils noch einmal intern geeicht. Fur jeden

Teststamm wurde auf jedem Testmedium eine eigene Eichkurve erstellt.

Erstellung von Eichkurven

Aus einer auf 10° CFU / ul eingestellten Pilzsuspension wurden bekannte Zellmengen
abgenommen und in Reagenzglaschen abgefiillt, deren Leergewicht zuvor bestimmt worden
war. Die Glaschen wurden finf Minuten lang bel 2750 g zentrifugiert und im Heizblock Uber
24 h bei 65°C getrocknet. Die Differenz zwischen Endgewicht und Leergewicht ermoglicht
die Gewichtsbestimmung der eingewogenen Zellzahlen. Die Werte wurden in ein Diagramm
eingetragen, wobei die x-Achse die Zellzahlen angab, und auf der y-Achse die entsprechenden
Gewichte abgetragen wurden. Es wurden fir jeden Stamm und fir jede Zellzahl zumindest
drei unabhangige Versuche durchgefihrt. Jeder Versuch wurde intern durch Mitflhren

bekannter Zellzahlen geeicht.
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Die nachfolgende Tabelle 12 und die Abbildung 6 und Abbildung 7 zeigen die Eichkurven,

die sich aus untersuchten Mal assezia-Stémmen ergaben.

Tabelle 12: Eichkurven-M el3er gebnisse aus 7019, 1878, 6046, 4162, 397 und 6094

Pilz | Zellzahl ARGmM|TRP | Zellzahl ARGM|TRP | Zellzahl ARGmM | TRP
(Mio.) g mg (Mio.) g mg (Mio.) g mg
7019 |0 0,02 |004 |25 0,18 |025 |50 092 |111
0,06 0,07 0,2 0,3 0,99 1,1
0,08 |0,09 028 |02 1,05 1,12
0,04 (0,02 0,32 0,22 1,03 0,99
1878 |0 0,05 |007 |25 0,4 047 |50 1,01 |1,03
0,02 0,09 0,49 0,5 0,98 0,96

0,09 |0,12

0,13 0,05
6046 |0 0,02 0,03 25 0,45 0,48 50 0,96 1,02
0,018 (0,027 0,55 0,56 0,99 0,95

0,022 (0,033

0,027 (0,03
4162 (0O 0,12 0,02 25 0,41 0,38 50 1,01 0,91
0,08 |0,09 049 |042 0,98 |0,95
0,04 0,1 0,52 0,49 1,05 1,05
0,01 |0,15 042 |05 1,08 |1,01
397 |0 0,03 0,05 25 0,51 0,53 50 1,03 1,05
0,07 |0,06 049 |0,555 099 |1,02

01 0,02

001 |01
6094 |0 0,12 0,02 25 0,47 0,54 50 1,03 1,04
0,13 |0,06 0,52 |048 051 |1,02

0,04 (0,08

0,5 0,13
MW |0 0,076 |0,065 |25 0,419 (0,429 |50 0,976 |[1,021
S 0,099 |0,038 0,115 |0,122 0,130 | 0,059
S+ 0,175 (0,103 0,534 (0,551 1,106 |1,080
S- -0,02 | 0,027 0,304 |0,308 0,845 | 0,961
7019 | 100 2,12 1,99 150 311 3,15 200 4,1 4.2
2 2,05 3,03 |3,08 4,08 (3,99
2,19 2,08 3,15 311 4,15 4,18
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218 (21 3,08 [3,09 4,03 4,22
1878 | 100 202 201 |150 308 297 |200 413 (4,05
197 |[2,05 302 (299 4,08 |411
6046 | 100 19 (208 [150 308 |31 200 41 4,02
2,06 (2,02 2,99 |[3,05 412 411
4162 | 100 19 (202 (150 307 |31 200 4,05 (4,03
206 (213 2,97 |[3,05 4,15 |4,15
21 2,08 31 3,15 4,2 4,08
2,03 (201 301 [3,02 415 |41
397 |100 197 (205 (150 302 |305 |200 4,05 (4,03
195 (2,02 2,98 (3,02 4 3,99
6094 | 100 203 201 |150 309 |304 |200 4,12 4,07
198 (2,05 3,07 |[3,06 415 |43
MW | 100 2,038 |2,047 |150 3,053 |3,064 |200 4,104 (4,102
S 0,075 [0,039 0,052 |[0,052 0,053 |0,089
S+ 2,114 |2,086 3,105 |3,116 4,157 14,190
S- 1,963 | 2,008 3,002 |3,013 4,051 |4,013
7019 | 300 6,22 |[6,3
6,19 |6,25
6,29 (6,2
6,33 |6,18
1878 | 300 6,04 |6,05
597 |59
6046 | 300 599 [591
6,03 |6,01
4162 | 300 6,09 (6,02
6,15 |6,09
599 6,12
6,1 6,15
397 | 300 599 (6,03
6,02 |6,05
6094 | 300 597 [5,99
6,02 |6,05
MW 6,087 |6,084
S 0,116 |0,109
S+ 6,203 |[6,193
S- 5971 |5,975
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Abbildung 6: Eichkurve mit Arginin (7019, 1878, 6046, 4162, 397, und 6094)

Eichkurve Arginin
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Abbildung 7: Eichkurve mit Tryptophan (7019, 1878, 6046, 4162, 397, und 6094)

Eichkurve Tryptophan
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3.6. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der GroRenunterschiede der Biomasse zwischen ARG und TRP
gefitterten Zellen bel unterschiedlicher UV-Exposition wurde mit einem parametrischen Test
(studentstt test fur unverbundene Stichproben) durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau wurde auf

einen zweiseitigen p-Wert <0,05 gesetzt.

3.7. UV-Filter auch fur Menschen nutzbar?

Die Hefezellen scheinen mit Tryptophan einen UV-Filter aufgebaut zu haben. Vor diesem
Hintergrund wurde versucht, das Tryptophan induzierte Pigment zu gewinnen und so fur den
Menschen nutzbar zu machen. An mehreren freiwilligen Probanden wurde dieses Experiment
vorgenommen.

Bel den Probanden wurde mittels einer UVB-Lichttreppe die MED, aso die minimae
Erythemdosis bestimmt. Dies entspricht der Bestrahlungsdosis, bei der eine leichte bis
mittelgradige Rotfarbung der nicht vorgebraunten Haut nach 24 h entsteht.

MED:

Fur die Ermittlung eines objektiven Wertes der Lichtempfindlichkeit der Haut gegeniber
erythemerzeugender UVB-Strahlung dient die Bestimmung der "minimalen Erythemdosis’
(MED). Die MED im UVB-Bereich liegt bei etwa 0,038-0,053 Jcm?, im UVC-Bereich bel
0,02 Jcm? und im UVA-Bereich etwa 1000 ma mehr (20-50 Jcm?®) (Braun-Falco
1997,Kap.70).

Auf dem Ruicken der Versuchspersonen wurden mit einer lichtundurchl&ssigen
Schaumstoffschablone 8 kleine Felder (1,5 x 1.5 cm) aufgemalt. Die Schablone wurde dort
wéhrend der Bestrahlung belassen und sorgte dafiir, dal3 nur die 8 Felder bestrahlt wurden.
Die Ubrige Haut wurde gut mit Stofftiichern geschiitzt. Die einzelnen Felder wurden einzeln
nacheinander mit 12,5/ 25/ 37,5/50/ 62,5/ 75/ 100/ oder 125 mJ/ cm? UVB bestrahlt. Nach 24
h wurde am Rucken die minimale Erythemdosis abgel esen.

In einem noch nicht bestrahlten Hautantell des Unterarmes zeichnete man erneut mit der
Schablone 2 Quadrate auf. Ein Quadrat wurde mit einem Wattestdbchen mit dem aus dem Pilz
gewonnenen Extrakt bepinselt, bis sich die Haut leicht braun farbte. Das Testared
fluoreszierte im UV-Licht. Das andere Viereck blieb unbehandelt. Anschliefiend wurden diese
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Quadrate mit der Bestrahlungsdosis, die der MED jedes einzelnen Probanden entsprach,
bestrahlt.

Nachfolgend wurde dergleiche Versuch am Ricken wiederholt. Nun wurde noch en
zusétzliches Viereck aufgemalt. Dort wurde der Extrakt in derselben Konzentration
aufgetragen und nach fUnfmindtiger Eintrocknungszeit mit Wasser abgewaschen.
Anschliefiend wurde mit derselben Bestrahlungsdosis bestrahlt wie in dem vorherigen
Versuch. Fur die Bestrahlung wurden dieselben Geréte verwendet wie fir die Pilzversuche.
Unter dem Punkt 4.3. " Ergebnis des Lichtversuchs am Menschen” sind die Ergebnisse dieser

Untersuchungen detailliert dargestellt.

3.7.1. Gewinnung von Rohextrakt und Pigment aus M. furfur und Nahrmedium

Zur Gewinnung des Rohextraktes wurde der Referenzstamm des M. furfur (CBS 7019) mit
einem Tupfer auf Dixon-Agar aufgetragen und 14 Tage lang inkubiert (Mayser und Wille
1998). Anschlieffend wurde der Inhalt der Petrischalen puriert und Uber 12 h mit Ethylacetat
(EE, Merck) extrahiert. Danach wurde der Rohextrakt Uber Glaswolle gefiltert, und das
Ldsungsmittel in einem Rotationsverdampfer abgedampft. Der Rickstand wurde mit Ethanol
aufgenommen und auf pH 5,0 eingestellt.

Anschlief3end wurde das Absorptionsspektrum des Extraktes bei 578 nm mit einem Beckman
DU - 68 Spektral photometer gemessen. Der Nullpunkt wurde mit Methanol 96 % eingestellt.
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4. Ergebnisse

4.1. Medium ohne UV-Bestrahlung

Rein makroskopisch sind die Pilze mit dem Zusatz der Aminosdure TRP dunkelbraun
pigmentiert, wohingegen die mit ARG angeztichteten Hefen von cremegelber Farbe sind, also
keine Pigmentierung aufweisen. Nur CBS 6094 wéachst sowohl mit TRP-Zusatz al's auch mit
ARG ohne Pigmentbildung.

Unter dem Lichtmikroskop ist kein Unterschied zwischen mit UV-belichteten und
unbelichteten Pilzstdmmen erkennbar. Auf TRP-haltigem Medium bildeten sich vermehrt
grofRe runde Zellen aus, wahrend die mit ARG angezlichteten eher oval und kleiner waren

(Mayser und Imkampe 1998).

4.2. Medium mit UVA-Bestrahlung (einmalig)

Eine UV-Exposition hatte bei alen untersuchten Pilzgattungen eine Einschrankung der
Wachstumsrate zur Folge (Abbildung 8).

Abbildung 8: CBS 7019 nach UV-Bestrahlung (oben TRP- unten ARG-Zusatz)

Die belichteten Pilze waren von cremegelber Farbe und lief3en sich aufgrund ihrer langsam
héarter werdenden Konsistenz gut abernten. Dabei war das Wachstum der Kolonien, die auf

ARG-haltigen Nahrmedien angeziichtet worden sind, bis auf CBS 6094, bei alen Pilzspezies
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stérker abgesunken als auf TRP-haltigem Medium. Auf den jeweiligen unbelichteten
Kontrollplatten war das Wachstum identisch.

Im Anhang sind die einzelnen Mef3ergebnisse in tabellarischer Aufstellung aufgefiihrt. Die
sich hier anschlief3enden Graphiken stellen die Pilzzahl (in Millionen) nach funf Tagen
Wachstumszeit in Abhangigkeit von der jewelligen UVA-Bestrahlungsintensitét dar. Die
Pilze wurden einmalig mit einer vorgeschriebenen UVA-Dosis (100, 150, 200 J cm™)
bestrahlt.

UVA-Bestrahlungsschema:
0, 100, 150, 200 J cm?UVA

Die Mef3ergebnisse werden in ener x/y-Graphik dargestellt. Auf der x-Achse sind die
Bestrahlungsintensitaten in J cm™ eingetragen. Auf der dazu senkrecht stehenden y-Achse
sind die bei der entsprechenden Bestrahlung gewachsenen Pilze in Millionen eingetragen.

Die eingetragenen Werte sind als Mittelwerte zu verstehen (je Stamm vier unabhangige
Werte). Zusédtzlich wurden die Standardabweichungen eingetragen. Be  stérkeren
Bestrahlungsintensitéten wuchsen die Pilze teilweise nur noch in Einzelkolonien. Wie im
Anhang nachzulesen, sind einige der aufgeimpften Pilze gar nicht gewachsen. Bei den
Berechnungen wurden die Nullwerte mit in die Rechnung einbezogen. Aus diesem Grund sind
die Standardabweichungen bei einigen Untersuchungen hoher als bei anderen.

Die untersuchten pigmentproduzierenden M. furfur-stdmme zeigten eine unterschiedlich stark
ausgeprégte UV-Resistenz. Gerade in  dem hohen UVA-Bereich waren die
Wachstumsunterschiede bei den verglichenen Gruppen signifikant (p<0,0001). Die von den
Pilzen gebildeten TRP-Derivate sorgen insbesondere bei den hohen UV-Intensitéten fur den
Lichtschutz.
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Abbildung 9: Graphische Dar stellung CBS 7019 - UVA
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Abbildung 10: Graphische Darstellung CBS 6046 — UVA
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Die Abbildung 9 zeigt, da? bei einer einmaligen Bestrahlung mit 200 J cm™ UVA die mit
ARG angezuchteten Pilze von 158 Mio. auf 62 Mio. gesunken sind, wohingegen die mit
TRP-Zusatz nur auf 95 Mio. abgesunken sind. Das ist eine Differenz von 33 Mio. Pilzzellen.
Der Wachstumsunterschied ist hochsignifikant (p<0,0001).

Mit ansteigender applizierter UVA-Dosis nimmt das Wachstum bei beiden Gruppen ab, aber
die Wachstumsreduktion der mit ARG angezlichteten Hefen ist grof3er

(Abbildung 10). Bei einer UVA-Applikation von 200 J cm™ zeigt die eine Gruppe (ARG) eine
Reduktion auf 16% (d.h. 24 Mio) und die andere Gruppe auf 88% (d.h. 130 Mio.). Der
Unterschied ist hochsignifikant (p<0,0001).

Abbildung 11: Graphische Darstellung CBS 4162 - UVA
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Abbildung 11 zeigt, daB erst eine Bestrahlungsdosis von 200 J cm zu einem signifikanten
Unterschied zwischen beiden Gruppen (p<0,0001) fuhrt. Die mit ARG angeztichteten Hefen
verringern sich auf 22 Mio. und die entsprechend mit TRP angezlichteten auf 52 Mio.



Abbildung 12: Graphische Darstellung Wildstamm 397 - UVA
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Der Wildstamm 397 zeigt in den Untersuchungen die hochste UV-Sensitivitéat unter alen
verglichenen Pilzen. In Abbildung 12 ist sichtbar, dal3 beide Vergleichsgruppen auf die
entsprechende UV A-Applikation mit beinahe derselben Wachstumsreduktion reagieren. Nach
einer UVA-Applikation von 100 J cm sinkt die Zellzahl auf 105 Mio. ab unabhangig von der
Stickstoffquelle. Im Vergleich zu den unbelichteten Kontrollen entspricht dies ener
Reduktion um 25%. Bei 200 J cm™ UVA zeigen beide Gruppen kein Wachstum mehr. Im
Vergleich zu den anderen untersuchten Stdmmen ist der Wildstamm 397 der einzige, der

unabhangig von der verwendeten Stickstoffquelle bei 200 J cm™ UVA gar kein Wachstum

mehr zeigt. Er ist in diesem Bereich sehr UV-sensitiv.




45

Abbildung 13: Graphische Darstellung CBS 1878 - UVA
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Erst ab einer Bestrahlung mit 150 J cm™ UVA ist der Unterschied zwischen beiden Gruppen
(Abbildung 13) signifikant  (p<0,0001) und bleibt auch signifikant bei weiterer
Dosiserhdhung auf 200 J cm™. Die unbelichteten Kontrollen des CBS 1878 zeigen mit 175
Mio. (sowohl ARG als auch TRP) Zellen das stérkste Wachstum unter den verglichenen
unbelichteten  Kontrollen  aller  untersuchten  Pilz-Stamme.  Mit  zunehmender
Bestrahlungsstarke (200 J cm? UVA) nimmt die Differenz weiter zu (41%).

Im Gegensatz zu allen anderen untersuchten Pilzstémmen bildet CBS 6094 bei TRP-Zusatz
keine braunen Pigmente. Rein makroskopisch kann man die mit TRP angeziichteten Pilze
nicht von den mit ARG angeziichteten unterscheiden. CBS 6094 wird durch die UVA-
Applikation im Wachstum eingeschrankt, aber im Vergleich zu alen anderen untersuchten
Pilzstammen ist kein Wachstumsunterschied zwischen den beiden Vergleichsgruppen
feststellbar. Hieraus kann man schlul¥folgern, dal3 nicht TRP, sondern seine Derivate das
aktive Prinzip des Lichtschutzes darstellen. Bel ndherer Differenzierung stellte sich heraus,
dal3 CBS 6094 vermutlich M. sympodialis ist (Mayser und Raabe). Nach einer Applikation
von 100 J cm? UVA verringert sich das Wachstum auf 78% (entspricht 112 Mio./
unbelichtete Kontrollen mit 142 bzw. 143 Mio.) unabhangig von der Stickstoffquelle
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(Abbildung 14). Dieser Trend setzt sich bei weiterer Erhthung fort (150 J cm? UVA
entspricht einer Wachstumsreduktion auf 62%6=90 Mio. und 200 J cm™® UVA entspricht einer
Wachstumsreduktion auf 41%=59 Mio.).

Abbildung 14: Graphische Darstellung CBS 6094 - UVA
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4.3. Medium mit UVB-Bestrahlung einmalig und kumulativ

In den folgenden Abbildungen werden die Ergebnisse der einmaligen (1. Abbildung) und
kumulativen (2. Abbildung) UVB-Bestrahlung graphisch dargestellt. Die Hefen wurden
einmalig mit 100, 500, 1000, 1500, 2000 mJ cm? UVB bestrahlt bzw. an finf
aufeinanderfolgenden Tagen mit derselben UVB-Dosis (100, 300, 500 mJ cm™) kumulativ
belichtet.

UVB Bestrahlungsschema (einmalig):
0, 100, 500, 1000, 1500, 2000 mJ cm UVB

UVB Bestrahlungsschema (kumulativ):
0, 500, 1500, 2500 mJ cm UVB
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In den Graphiken wird die UVB-Dosis in mJ cm® angegeben. Die Mefergebnisse wurden in
einer x/y-Graphik dargestellt (s.0.). Im Anhang sind die einzelnen Mef3ergebnisse in
tabellarischer Aufstellung aufgefihrt. Einige der aufgeimpften Pilze sind gar nicht gewachsen.
Bel den Berechnungen wurden die Nullwerte mit in die Rechnung einbezogen. Aus diesem
Grund sind die Standardabweichungen bei einigen Untersuchungen hoher a's bei anderen. Die
untersuchten pigmentproduzierenden M. furfur-Stdmme zeigten eine unterschiedlich stark
ausgepragte UV-Resistenz. Gerade in  den hohen UVB-Bereichen waren die
Wachstumsunterschiede bei den verglichenen Gruppen signifikant (p<0,0001).

Abbildung 15: Graphische Darstellung CBS 7019- UVB (einmalig)
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Nach einer einmaligen UVB-Bestrahlung mit 100 mJ cm? (Abbildung 15) hat sich das
Wachstum beider Gruppen zu fast gleichen Tellen im Vergleich zu den unbelichteten
Kontrollen nur minimal reduziert (unbelichtete Kontrollen: ARG=158 Mio. und TRP=159
Mio.; 100 mJ cm? ARG=150 Mio. und TRP=150 Mio.) Bei einer Verfiinffachung der
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Strahlendosis auf 500 mJ cm ist ein hochsignifikanter Wachstumsunterschied (p<0,0001) zu
verzeichnen. Eine weitere Erhdhung der UVB-Dosis fihrt zu einer immer stérkeren
Wachstumsabnahme der Pilze.

Be einer mehrtagigen Bestrahlung mit je 500 mJ cm™? UVB (insgesamt 2500 mJ cm®)
verringert sich das Wachstum bei den mit ARG angeziichteten Zellen auf 41 Mio. und bei den

mit TRP angezlichteten Pilzen auf 88 Mio.

Abbildung 16: CBS 7019 - UVB (kumulativ)
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(Abbildung 16) im Vergleich zu den unbelichteten Kontrollen (ARG=158 Mio. und
TRP=159 Mio.). Wie zu erwarten, ist die Wachstumsreduktion bei einer 5 ma wiederholten
UVB-Dosis von 500 mJ cm™ wesentlich gréRer als bei einer einmaligen UVB-Dosis von 500
mJ cm? (ARG=120 Mio. und TRP=139 Mio.).
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Abbildung 17: Graphische Darstellung CBS 6046 - UVB (einmalig)
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Abbildung 18: CBS 6046 - UVB (kumulativ)
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Be einer UVB-Applikation von 1000 mJ cm? (Abbildung 17) betragt die
Wachstumsdifferenz zwischen beiden Versuchsreihen 45% (1000 mJ cm? : ARG=29%=43
Mio. und TRP=74%=110 Mio.). Be 2000 mJ cm?® UVB wachsen bei den mit ARG
angezichteten Hefen 16 Mio. und bei der Vergleichsgruppe 62 Mio..

Fir die mehrtagigen Bestrahlungen mit insgesamt 1500 mJ cm™ UV B(Abbildung 18) ergibt
sich ein hochsignifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen (p<0,0001). Die auf ARG
angezuchteten Hefen sind auf 41% (61 Mio.) bzw. bei TRP auf 86% (128 Mio.) abgesunken.
Bei 2500 mJ cm™ UVB ist bei den mit ARG angeziichteten Hefen kein Wachstum mehr zu

verzeichnen.

Abbildung 19: Graphische Darstellung CBS 4162 - UVB (einmalig)
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Be einer Applikation von 1000 mJ cm? (Abbildung 19) ergibt sich eine groRe
Wachstumsreduktion beider Gruppen. Die mit TRP angeziichteten Hefen fallen auf 60 Mio.
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und die mit ARG angeziichteten auf 16 Mio. ab. Bei einer Verdopplung der UVB-Dosis bleibt
die Zellzahl bel den mit ARG angeziichteten Hefen nahezu konstant bestehen. Die
Standardabweichungen sind so hoch, welil die aufgeimpften Pilze teilweise nicht gewachsen

sind und die Nullwerte in die Berechnung mit einbezogen werden.

Abbildung 20: CBS 4162 - UVB (kumulativ)
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Abbildung 20 zeigt, dai? bei einer kumulativen UVB-Dosis von 500, 1500 und 2500 mJ cm™
die Wachstumsunterschiede bei beiden Gruppen hochsignifikant unterschiedlich sind. Bei
2500 mJ cm’? ist das Wachstum auf 3% bei den mit ARG angeziichteten Hefen (5 Mio.) und
auf 26% (39 Mio.) bei der Vergleichsgruppe abgesunken.

Bei einer UVB-Dosis von 1000 mJ cm™? (Abbildung 21) ist der Wachstumsunterschied
zwischen beiden Gruppen (TRP=55%=78 Mio. und ARG=20%=29 Mio.) signifikant
(p=0,0029), und dieser Trend setzt sich bis zur héchsten gemessenen UV B-Einzel applikation
von 2000 mJ cm’ weiter fort (TRP=21% d.h. 30 Mio. und ARG=3% d.h. 4 Mio.; P=0,0005).
Bei den auf Arginin angezlichteten Hefen sind die Standardabweichungen bei den UVB-
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Applikationen 1000, 1500 und 2000 mJ cm? UVB so hoch, weil die aufgeimpften Pilze
tellweise nicht gewachsen sind, die Nullwerte wurden aber in die Berechnungen mit
einbezogen. Im Vergleich zu den anderen untersuchten Pilzstdmmen ist der auf ARG

angeziichtete Wildstamm 397 im UV B-Bereich 2000 mJ cm™ am UV -sensitivsten.

Abbildung 21: Graphische Darstellung Wildstamm 397 - UVB (einmalig)

160

140

120 +

—A— Arg MW
= ARG Stabw +
= ARG Stabw -
—0— TRP MW
= TRP Stabw +
= TRP Stabw -

100 +

CFU (Mio.)
0]
o

60 +

40 +

20 +

0 100 500 1000 1500 2000
mJ/cm2UVB

Hochsignifikante Unterschiede (p=0,0006) finden sich (Abbildung 22) bel einer kumulativen
Dosis von 1500 mJ cm™ UVB (unbelichtete Kontrollen ARG/TRP entspricht 142 Mio./143
Mio. und bei 1500 mJ cm™? ARG/TRP entspricht 30 Mio./51 Mio.). Eine Erhthung der
kumulativen Dosis auf 2000 mJ cm? UVB schrénkt das Wachstum der auf ARG
angeziichteten Pilze vollkommen ein (0 Mio.), wahrend hingegen die auf TRP angezlichteten

Pilze noch wachsen (38 Mio.).
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Abbildung 22: Wildstamm 397 - UVB (kumulativ)
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Abbildung 23: Graphische Darstellung CBS 1878 - UVB (einmalig)
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Die Applikation von 500 mJ cm™ fihrt zu einem signifikanten Unterschied (Abbildung 23)
zwischen den mit ARG bzw. TRP angeziichteten Hefen (p<0,0001). Dieser signifikante
Unterschied bleibt bis mindestens 2000 mJ cm™? bestehen. Bei einer einmaligen UVB-
Applikation von 1000 mJ cm™® und mehr zeigen die mit ARG angeziichteten Pilze fast kein
Wachstum mehr, wahrend hingegen CBS 1878 mit TRP angeziichtet bel denselben UV-Dosen

noch wachst.

Abbildung 24: CBS 1878 - UVB (kumulativ)
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Bei einer insgesamt 5-tagigen Bestrahlung (Abbildung 24) mit je 500 mJ cm™ UVB, also
insgesamt 2500 mJ cm ergibt sich ein signifikanter Unterschied zwischen den mit ARG und
TRP angezlichteten Stémmen (p<0,0001). Die mit ARG angeztichteten Stdmme zeigen kein
Wachstum mehr (0 Mio.), wohingegen die mit TRP angeziichteten noch wachsen (41 Mio.).
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Abbildung 25: Graphische Darstellung CBS 6094 - UVB (einmalig)
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Abbildung 26: CBS 6094 - UVB (kumulativ)
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Wie schon in der Abbildung 14 beschrieben ist auch bei der einmaligen UVB-Applikation
kein Wachstumsunterschied zwischen den Vergleichsgruppen zu verzeichnen (Abbildung 25).
Unabhéngig von der Stickstoffquelle ist bei 2000 mJ cm? UVB kein Wachstum mehr
vorhanden.

Bel der kumulativen UVB-Applikation (Abbildung 26) setzt sich der Trend, der sich schon in
der vorherigen Graphik abzeichnet, weiter fort. Eine kumulative UV B-Applikation von 500
mJ cm? reduziert das Wachstum auf 70% (entspricht 100 Mio.) unabhéngig von der
Stickstoffquelle. Bei weiterer Erhéhung der UV B-Applikation steigt die Wachstumsreduktion
wie erwartet an. Die kumulative Dosis von insgesamt 2500 mJ cm® senkt das Wachstum auf
15% (entspricht 22 Mio.).

4.4. Pilzextrakt

Die folgende Graphik (Abbildung 27) zeigt das UV-Spektrum des auf die Haut aufgetragenen

Rohextraktes bei 1. 500-Verdinnung. Wie im Material- und Methodenteil unter 3.6.1.
geschildert konnte man mittels Ethylacetat und Ethanol aus dem Pilz einen Rohextrakt
gewinnen. Die Extinktion dieses mit Ethanol verdinnten Extraktes wurde bei
unterschiedlicher Wellenlénge gemessen. Auf der x-Achse ist die Wellenldnge in nm
dargestellt und auf der y-Achse die der Wellenlange entsprechende Absorption. In der Tabelle
13 sind die Absorptionswerte den entsprechenden Wellenlangen gegenuibergestellt. Im
Anhang finden sich die Ergebnisse zweier anderer Verdinnungsstufen (1:100 und 1:1000).

Abbildung 27: Absor ptionswerte des Pilzextraktes
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Tabelle 13: Wellenlange und Extinktion des Rohextraktes

Weéllenlange Extinktion
343,0 0,073
288,0 0,433
2795 0,455
270,0 0,444
262,0 0,458

4.5. UV-Filter bei dul3erer Anwendung am Menschen

Der unter 3.7. beschriebene V ersuchsaufbau erbrachte folgendes Ergebnis.

Tabelle 14: UV-Schutz des auf die Haut aufgetragenen Rohextraktes

Testperson MED mit Extrakt ohne abge
Extrakt waschen
1 62,5 Ro6tung Rotung Rotung
2 46 keine Rétung Rétung
Rotung
3 50 keine Rétung Rétung
Rotung




Bel den Hautpartien, an denen der Pilzextrakt aufgetragen worden ist, war keine Rétung zu
sehen. Nur die ungeschiitzte Haut rotete sich (Abbildung 28 und Tabelle 14).

- 24 h nach 125 mJ / em” UV-B

extrakt  Mit Pilzextrakt  Pilzextrakt
e | nach Eintrocknung

S entfernt

Abbildung 28: Dermis 24 h nach UV B-Bestrahlung mit und ohne Rohextrakt



59

5. Diskussion

In der Vergangenheit konnte festgestellt werden, dal3 Malassezia furfur als einzige unter den
bekannten Spezies der Gattung Malassezia auf einem Nahrmedium, das nur aus der
Aminosaure Tryptophan (TRP) und einer Lipidquelle besteht, ein braunes in den Agar
diffundierendes Pigment bilden kann. Dieses Pigment fluoresziert im UV-Licht (Mayser und
Wille 1998). Die Pigmentbildung ist nur mdglich, wenn TRP as Stickstoffquelle vorhanden
ist. Die Lipidquelle ist austauschbar.
Unter diesen Wachstumsbedingungen bildet M. furfur dunkel-schwarz-braune Kolonien. Der
Agar farbt sich leicht bréunlich und fluoresziert im UV-Licht.
Mayser und Wille konnten mit ihren Untersuchungen einen vollkommen neuartigen
Stoffwechselweg des M. furfur feststellen. Der Stoffwechselweg ist bis heute noch nicht
vollstéandig geklart, aber er spielt bel der Klarung der Pathogenese der Pityriasis versicolor
moglicherwel se eine bedeutsame Rolle. In der Vergangenheit ist es gelungen, das Pigment aus
dem Nahrboden zu extrahieren und weiter zu analysieren. Typischerweise treten bei der
Pityriasis versicolor polychrome scheckige und schuppende Hautlasionen auf, die im
Woodlicht ocker-farben bis bréunlich fluoreszieren (Balus 1982). Aufgrund der Vielzahl von
roten bis braunroten Farbstoffen, die im Rohextrakt nachweisbar sind (Mayser und Wille
1998), ist es naheliegend den neu entdeckten Stoffwechselweg mit dem klinischen
Erscheinungsbild der Pityriasis versicolor zu verbinden. Eventuell spiegeln die einzelnen im
Extrakt nachgewiesenen Farbstoffe verschiedene Phasen der Erkrankung wieder.
Mit den Ergebnissen, die dieser Arbeit zugrundeliegen, wird in einem Modell nachgewiesen
(Mayser und Pape 1998), dal? die von M. furfur gebildeten Pigmente und Fluorochrome einen
chemischen Filter herstellen konnen, der M. furfur vor dem einfallenden UV-Licht schitzt.
M. spezies sind Tell der Standardflora menschlicher Haut (Yarrow 1984; Ingham 1993;
Gueho 1996; Hay 1992). Sie leben saprophytisch auf der Haut vieler Gesunder (Balus 1982)
und besiedeln hauptséachlich die oberen Hautschichten (Epidermis). Sie sind damit verstérkt
dem UV-Licht ausgesetzt. Man nimmt an, dal3 das Wachstum der Pilze durch die einfallenden
UV-Strahlen geféhrdet und eingeschrénkt sein konnte.

Wikler et a. zeigte 1989, dal’ das Wachstum von Pityrosporum-Hefen (heute Malassezia)
durch UV-Licht eingeschrankt wird. Anders als bel den dieser Arbeit zugrundeliegenden
Experimenten wurden die Pilze ds Suspension auf Dixon-Standardplatten aufgetragen und

durch Schwenken der Petrischale auf dem gesamten Agar verteilt. Anschlief3end wurden die
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Platten mit 25, 50, 75 Jcm? UVA und bis 900 mJ/cm? UVB bestrahlt. Bereits drei Tage nach
der UV-Exposition wurden die Einzelkolonien der Pilze ausgezahlt und mit Kontrollansétzen,
die keiner Bestrahlung ausgesetzt waren, verglichen. Wikler et a. fanden signifikante
Unterschiede bezuglich des Pilzwachstums.  Elektronenmikroskopisch  konnten sie
ultrastrukturelle Veréanderungen wie Verklumpungen der Ribosomen und aufgel 6ste Zellkerne
nachweisen. Das Wachstum der verwendeten M. spezies war durch die UV-Exposition in
vitro eindeutig gehemmt worden.

Faergemann konnte bereits 1986 zeigen, dal3 viele verschiedene Mikroorganismen, die aber
dle zur Standardflora der menschlichen Hautoberflache zéhlen, auf UVA- oder UVB-
Exposition mit einem Einbruch in der Wachstumskurve reagierten. Pityrosporum orbiculare
reagierte aber im Vergleich zu den anderen untersuchten Organismen wie Candida albicans,
Saphylococcus aureus und Staphylococcus epidermidis auf UVB-Licht am empfindlichsten.
Der diesen Versuchen zugrundeliegende UVB-Bereich lag bei 65, 123, 250 und 900 mJ cm™.
In dem den Versuchen zugrundeliegenden UV A-Bereich (25, 50 und 75 J cm™?) wurde nur das
Wachstum von P. orbiculare sichtbar gehemmt. Rivers fihrte 1988 in vivo eine
Doppelblindstudie mit M.-Hefen durch. Die Kontrollgruppe wurde sichtbarem Licht (31 Jcm’
%) ausgesetzt, und die anderen wurden mit UVA-Licht mit einem geringen Anteil UVB
bestrahlt (insgesamt 34 J cm™®). Die Zahl der Malassezia-Hefen (Pityrosporum) war nach der
UV-Exposition verringert. Es a3t sich also aufgrund der oben geschilderten Tatsachen
schluf¥folgern, dal3 die Malassezia Hefen sehr empfindlich auf UV-Licht reagieren. Ein UV-
Filter konnte fur die Mikroorganismen einen grofRen Wachstumsvorteil gegentiber anderen
Organismen, die ebenfalls sehr oberflachlich lokalisiert sind, nach sich ziehen. Eventuell
wéren die M.-Hefen anderen Pilzen oder Bakterien der menschlichen Standardflora tiberlegen,
sofern sich diese nicht auch an die verstérkte UV -Exposition adaptiert haben.

In dieser Arbeit wurde in einem Modell nachgewiesen, dal3 die von M. furfur gebildeten
Pigmente und Fluorochrome einen moglichen UV-Schutz in Form eines chemischen Filters
darstellen konnen. Die zu untersuchenden funf Referenzstdmme und ein Wildisolat von M.
furfur wurden sechs Tage auf einer Variante des m-Dixon-agar angezlichtet. Die
Stickstoffquelle Pepton wurde durch Arginin (ARG) bzw. Tryptophan (TRP) ersetzt.
Anschlief3end wurden die Hefezellen geerntet, in 0,9 % iger Kochsalzl6sung gewaschen und
in mehreren Impfpunkten mit einer Dichte von 2x10° Zellen auf m-Dixon-agar mit Pepton
verimpft. Unmittelbar danach wurden die Pilze mit UVA (100, 150 und 200 J cm™ einmalige
Dosis) bzw. UVB (100, 500, 1000, 2000 mJ cm? einmalige Dosis, 500, 1500, 2500 mJ cm™
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kumulativ) exponiert. Die Kontrollplatten wurden nicht bestrahlt. Unabhangig von der
Stickstoffquelle wuchsen die nicht UV-Licht ausgesetzten Kontrollansdtze nach finf Tagen in
identischer GroRe. Unter UVA- und UVB-Exposition traten Unterschiede in den
Wachstumsraten auf. Bei den auf TRP angezlichteten Hefen war das Wachstum weniger stark
eingeschrankt as bel denen auf ARG-haltigem Medium. Die Unterschiede zwischen den
beiden Wachstumsraten der jeweiligen Pilzstdmme waren besonders in den hohen UV A- und
UVB-Bereichen signifikant (p< 0,0001). Die einzelnen Referenzstdmme reagierten nicht alle
gleich stark UV-lichtempfindlich. Der Wildstamm 397 wies die geringste UV-Resistenz auf.
CBS 6094 zeigte keine Pigmentbildung und auch keine Unterschiede im Wachstumsverhalten
unter UVA- bzw. UVB-Licht. Diese Ergebnisse zeigen, dal3 M. furfur tatsachlich nur mit
Tryptophan Pigmente bildet, die einen wirksamen UV-Filter darstellen und dal3 es
Malassezia-Stamme gibt, die keine UV-Filter bilden konnen. Sie sind moglicherweise
anderen M.spezies zuzuordnen.

Analog zu M. furfur haben sich auch andere Pilze an eine verstéarkte UV-Exposition
adaptiert. Herpotrichiellaceae und Pleosporaceae zahlen zu den Ascomyzeten und kénnen
zum Krankheitsbild der Phaeohyphomykosen fihren (Hoog 1995; Polak 1990). Diese
Krankheitserreger bilden Uber Dihydroxynaphatalene und ein verwandtes Pentaketid Melanin
(Taylor 1987). Aufgrund ihrer sténdigen dunkel-schwarz-braunen Pigmentierung werden sie
" Dematiaceen” genannt, was soviel wie Schwarzepilze bedeutet.

Das Pigment Melanin kommt in der Natur vor, und es Ubernimmt verschiedene Funktionen.
Polak untersuchte 1990 die pathogenetischen Mechanismen des Melanins. Sie zeigte, dal3 die
Melaninsynthese nicht nur einen UV-Schutz, sondern auch eine geringere Anfélligkeit gegen
Phagozytose bewirkt. Neben den Schwérzepilzen synthetiseren noch weltere
Mikroorganismen Melanin. Zu erwdhnen ist Filobasidiella neoformans (Anamorphe C.
neoformans). Sie gehort zu der Klasse der Heterobasidiomyzeten und benutzen
Phenoloxidasen zur Melaninproduktion (Polachek 1988). Melanin verstarkt ihre Pathogenitét
und schiitzt sie vor UV-Licht (Wang 1994). Die Melaninsynthese ist aber abhangig von den
Nahrstoffbedingungen. Die erwdhnten Mikroorganismen sind auf Dopa und andere Phenole
angewiesen. Nur dann ist eine kontinuierliche Melaninsynthese gewéhrleistet (Polachek
1982).

Simmons konnte 1987 zeigen, dal3 M.-Hefen zu den Basidiomyzeten zu zéhlen sind, well
sie, ebenso wie Filobasidiella neoformans, zu ener positiven Diazonium-blau-Reaktion

fihren und denselben ultrastrukturellen Zelwandaufbau besitzen wie Filobasidiella
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neoformans. Aber die Malassezia-Hefen stimmen noch in anderen Punkten mit Filobasidiella
neoformans Uberein. Wie sie konnen auch M. furfur nur unter bestimmten nutritiven
V oraussetzungen Pigmente und Fluorochrome bilden. TRP muf3 a's alleinige Stickstoffquelle
vorhanden sein (Mayser und Wille 1998). Derzeit ist der Stoffwechselweg selbst sowie die
Bedeutung fur M. furfur noch unklar. Es scheint, als spiele die Verstoffwechslung des
Tryptophan eine Rolle bei der Pathogenese der Pityriasis versicolor (Mayser, Wille 1998).
Moglich wére, dal3 die von M. furfur gebildeten Tryptophan-Derivate in das Immunsystem des
Wirts eingreifen analog zu Cryptococcus neoformans.

In dieser Arbeit konnte experimentell nachgewiesen werden, dal? die gebildeten Tryptophan-
Derivate des M. furfur einen potenten UV-Filter darstellen. Die bereits erwdhnten
Schwaérzepilze produzieren kontinuierlich Melanin, wohingegen M. furfur, wie Filobasidiella
neoformans, nur unter bestimmten nutritiven Voraussetzungen diesen Stoffwechselweg
einschlagt. Denkbar wére, dal3 der Stoffwechselweg viel Energie kostet, die dem Pilz nicht
ohne weiteres im UberfluR zur Verfigung steht. Es zeichnet sich ab, dal die relative
Anreicherung von Tryptophan bel Verlust anderer Stickstoffquellen, der Impuls fur die
Pigmentbildung des M. furfur ist. Bei exzessivem Schwitzen kdnnten derartige Bedingungen
auf der menschlichen Haut entstehen. Das Abtropfen ekkrinen Schweil3es fihrt zum Verlust
hydrophiler Stickstoffquellen und der meisten Aminosauren (Liappis 1980). Tryptophan ist
eine heterozyklische Aminosaure mit starker hydrophober Struktur. Die Strukturformel dieser
ASist fur die Bindung der Aminosdure an Proteine wie Albumin im Blut verantwortlich (Mc.
Menamy 1958). Tryptophan konnte auch in der Haut ebenso wie im Blut eine derartige
Proteinbindung eingehen. Vor alem deshalb, well Tryptophan aufgrund seines UV -Spektrums
auch einen natrlichen UV-Filter darstellen konnte (Sadtler 1980). Die relative Anreicherung
von Tryptophan nach starkem Schwitzen tauscht Warme und UV-Belastung vor. M. furfur
reagiert darauf zum eigenen UV-Schutz und Wachstumsvorteil gegentiber Konkurrenten mit
der Synthese Tryptophan-abhangiger Pigmente.

Bel den Untersuchungen dieser Arbeit wurden die UV-Dosen hoher gewdhit als bei
bisherigen in vitro Untersuchungen zur UV-Empfindlichkeit von Malassezia-Hefen (Wikler
1990; Faergemann 1986). Aufgrund anderer zur Verfigung stehender Technik waren die
Einzel- und Kumulativdosen im UVA- und UVB-Bereich zwar hoher aber dennoch nicht
unrealistisch hoch. Einerseits kdnnen die ausgewahlten UV-Dosen durchaus an einem
sonnigen Tag in den Sommermonaten in Mitteleuropa erreicht werden und andererseits sollte

Uberprift werden, bei welcher UV-Intensitét die Hefen schliefdlich absterben. Bel den héheren
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UV-Intensitéten waren die Wachstumsunterschiede signifikant different. Besonders in den
hoheren UV-Bereichen wurde deutlich, wie wirksam der aus Tryptophan-Derivaten gebildete
UV-Schutz wirklich ist.

Der in dieser Arbeit nachgewiesene UV-Schutz der durch Verstoffwechslung von
Tryptophan gebildeten Pigmente hat auch einen Bezug zur Klinik der Pityriasis versicolor. In
diesem Zusammenhang war zunéchst das Krankheitsbild der Pityriasis versicolor alba von
Interesse. Es ist die hypopigmentierte Form. Sie besteht wesentlich seltener als die
hyperpigmentierte Form der Pityriasis versicolor. Typischerweise bilden sich bei diesem
Krankheitsbild weiRe Lé&sionen auf der Epidermis. Vitiligo ist eine oft erwédhnte
Differentialdiagnose (Hay 1992, Lockshin 1973). Aufgrund eines autoimmunologisch
bedingten Melanozytenverlustes fehlt den Epidermiszellen das vor UV-Licht schitzende
Melanin. Die Folge sind haufig auftretende Sonnenbréande in den nicht pigmentierten weil3en
Hautregionen. El-Gothamy (1975) und Ruete (1933) beobachteten auch bel Pityriasis
versicolor alba eine Einschrankung der Dopa-Reaktion und Melaninsynthese. Obwohl das
Krankheitsbild in tropischen Regionen weit verbreitet ist und bis zu 50 % der Bevolkerung
betroffen ist (Hay 1992), wurde das Auftreten von Sonnenbrénden bel an Pityriasis versicolor
aba-Erkrankten nur selten beschrieben. Es konnte mit kinstlichem UV-Licht kein
Sonnenbrand in den weil3en Flecken induziert werden, wie Experimente aus dem frihen
Jahrhundert zeigen (Wertheim 1923, Ruete 1933). Bereits 1936 fanden zwei Forscher heraus,
dal3 die Hautschuppen von Pityriasis versicolor-Patienten einen UV-Filter besitzen (Lewis
1936).

Uber Jahre hinweg war nicht bekannt, welcher Art der Lichtfilter ist. Es konnte sowohl ein
physikalischer als auch ein chemischer UV-Filter sein. Die dieser Arbeit zugrundeliegenden
Experimente machen deutlich, dal3 es sich um einen chemischen Filter handelt. Der Filter ist
immanent vorhanden. Selbst mehrmaliges Waschen mit NaCl und Zentrifugieren kann ihn
nicht von den Mikroorganismen abl Gsen.

Bis heute ist noch nicht nachgewiesen, wo sich das Melanin in den Zellen befindet.
Moglicherweise befindet es sich in der Zellwand wie bei Exophilia spp. (Polak 1990) oder
aber im Zdllinneren.

Hervorzuheben ist, dal3 nicht Tryptophan selbst, sondern seine nach Verstoffwechslung
durch den Pilz gebildeten Derivate den UV-Schutzfilter bewirken. Nicht jede Malassezia-
Spezies ist in der Lage mit Tryptophan Pigmente zu bilden. CBS 6094, wahrscheinlich M.
sympodialis (Mayser, Haze 1997; Mayser, Pickel 1997), kann keine Pigmente bilden. Er
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zeigte im Gegensatz zu alen anderen untersuchten Stammen nach UV-Exposition keinen
Wachstumsunterschied zwischen den auf Arginin- und Tryptophan-Medium gezilichteten
Pilzen. Die einzelnen M. furfur-Stdmme zeigten aber ale ene unterschiedlich stark
ausgepragte UV-Resistenz. Es fiel auf, dal3 397, der Wildstamm, wie die anderen Stamme
Pigmente bildete und damit einen UV-Schutz aufbauen konnte, aber die UV-Resistenz von
allen untersuchten Pilzen am geringsten war. Es wére denkbar, dal3 die unterschiedlich stark
ausgepragte UV-Resistenz auf die Ausprdgung und den Krankheitsgrad der Pityriasis

versicolor Einfluld hat.

Es wurde nachgewiesen, dald die untersuchten Pilzstdmme aus Tryptophan vor UV-Licht
schitzende Pigmente bilden. Dieser UV-Filter konnte eventuell auch den Menschen nutzen.
An dre freiwilligen Probanden wurde gezeigt, dal3 der aus den pigmentbildenden Pilzen
gewonnene Rohextrakt die ansonsten ungeschitzte Haut vor UVB-Strahlen schitzen kann.
Die minimale Erythemdosis, die die Erythemschwelle unter UVB-Behandlung anzeigt, lief3
sich erhéhen. Die UV-Filterwirkung liegt im Bereich 280-320 nm. Damit korreliert sie auch
mit dem Absorptionsspektrum des Rohextraktes. Mdglicherweise konnte der Rohextrakt zu
einem wirksamen Bestandteil eines Sonnenschutzmittels werden. Dies ist allerdings noch

nicht nachgewiesen und zum jetzigen Zeitpunkt nur ein Blick in die Zukunft.
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6. Zusammenfassung

Mit den vorliegenden Untersuchungen sollte Gberprift werden, ob Stamme der M. furfur spp.
auf Tryptophan-haltigem Medium ein Pigment bilden, das sie wirksam vor UV-Exposition
schiitzt.

Die zu untersuchenden Referenzstamme (CBS 7019, 1878, 6046, 4162, 6094 und ein
Wildisolat 397 von M. furfur) wurden sechs Tage auf einer Variante des Dixon-Agar
angezuchtet. Die Stickstoffquelle Pepton war durch Arginin bzw. Trypophan ersetzt worden.
Anschlief3end wurden die Hefezellen abgeerntet, in 0,9 % iger NaCl gewaschen, in einer
Neubauer Zahlkammer gezahlt und auf 10° CFU / pl eingestellt. Mit einer Eppendorfpipette
wurden vier Aufimpfungen mit je 2 pl (2x10°% jeder Suspension auf Dixon - Agar (mit
Pepton) vorgenommen. Zur Gewahrung derselben Wachstumsbedingungen wurden die
Hefezellen (mit ARG bzw. TRP angeziichtet) auf dieselbe Nahrbodenplatte aufgetragen.
Unmittelbar danach wurden die Pilze mit UVA (100, 150 und 200 J cm™ einmalige Dosis)
bzw. UVB (100, 500, 1000, 1500, 2000 mJ cm™ einmalige Dosis; 500, 1500, 2500 mJ cm™
kumulativ) exponiert. Zum Vergleich wurden die Kontrollplatten nicht bestrahlt. Nach der
Bestrahlung wurden die Agarplatten verschlossen und bei 32 °C inkubiert. Nach finf Tagen
wurden die Kolonien nach ihrem Aussehen und ihrer Konsistenz beurteilt und anschlief3end
abgeerntet, in physiologischer NaCl gewaschen, zentrifugiert (4000 g / 5 min.) und 24 h bei
65°C in einem Trockengerét getrocknet. Das Wachstum wurde indirekt Gber die Biomasse
durch Wiegen der vier Kolonien ermittelt. Die absolute Zellzahl wurde an einer
Standardeichkurve, die Gewicht und Zellzahl jedes Stammes und Aminosaure (Arginin und
Tryptophan) enthielt, abgel esen.

Die Zellmorphologie der bestrahlten und nicht bestrahlten Pilze wurde mit einem Phasen-
Kontrast-Mikroskop (Dialux, Leitz, Wetzlar, Germany) mit 1200-facher Vergréf3erung
beurteilt.

Aus pigmentbildenden Pilzen wurde ein Rohextrakt erstellt und auf die Haut von drei
freiwilligen Probanden aufgetragen und mit der MED jedes einzelnen Probanden bestrahit.
Die R6tung der Haut wurde 24 h nach der UV B-Exposition beurteilt.

Unabhéngig von der Stickstoffquelle wuchsen die nicht UV-Licht ausgesetzten
Kontrollansdtze nach finf Tagen in identischer Grofe. Die Kolonien waren von cremegel ber
Farbe und lief3en sich aufgrund ihrer langsam hérter werdenden Konsistenz gut abernten.

Unter UVA- und UVB-Exposition traten Unterschiede in den Wachstumsraten auf. Bel den
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auf Tryptophan angeziichteten Hefen war das Wachstum weniger stark eingeschrankt als bei
denen auf Arginin-haltigem Medium. Die Unterschiede zwischen den beiden Wachstumsraten
der jewelligen Pilzstémme waren besonders in den hohen UV-Bereichen signifikant
(p<0,0001). Die untersuchten UV-Bereiche sind an sonnigen Tagen in den Sommermonaten
durchaus in Europa erreichbar.

Die einzelnen Referenzstamme reagierten nicht ale gleich UV-lichtempfindlich. Der
Wildstamm 397 wies die geringste UV-Resistenz auf. CBS 6094 zeigte keine Pigmentbildung
und auch keine Unterschiede im Wachstumsverhalten unter UV-Licht.

Rein lichtmikroskopisch konnten keine Unterschiede in der Mikromorphologie der Zellen
zwischen bestrahlten und unbestrahlten Kontrollen festgestellt werden. Grof3e runde Zellen
fanden sich eher auf Tryptophan-haltigem Medium und kleinere ovale Zellen auf Arginin.

Der aus CBS 7019 gewonnene Extrakt schitzte die Haut der Probanden vor dem einfallenden
UVB-Licht.

Diese Ergebnisse lassen folgende Schluf3folgerungen zu:

® Die untersuchten Referenzstdmme sind bis auf CBS 6094 in der Lage unter bestimmten
nutritiven Voraussetzungen -d. h. die Zugabe von Tryptophan zum Medium- einen

wirksamen UV-Filter aufzubauen.

® Die erhohte UV-Resistenz zeigt sich sowohl bei einmaliger UVA- bzw. UVB- as auch bei
mehrmaliger UV B-Exposition.

® Rein lichtmikroskopisch sind keine Unterschiede zwischen bestrahlten und nicht

bestrahlten Mikroorganismen zu erkennen.
® [Eshandelt sich um einen chemischen Lichtfilter.

® Die Referenzstdmme reagieren nicht alle gleich stark auf das UV-Licht. Der Wildstamm
397 ist am lichtempfindlichsten.

® Durch die erhdhte UV-Resistenz sind die Pilze vor UV-Licht geschiitzt und haben dadurch

einen Wachstumsvorteil, der auch bei der Pityriasis versicolor bedeutsam sein kdnnte.

Der aus pigmentbildendem Pilz gewonnene Rohextrakt schiitzt die menschliche Haut vor
einfallendem UVB-Licht. Moglicherweise kénnte aus dieser Substanz ein wirksames

Sonnenschutzmittel entwickelt werden.
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7. Anhang

Die Untersuchungsergebnisse der mit UV-Licht bestrahlten Pilze werden im folgenden in
graphischer und tabellarischer Aufstellung aufgefiihrt. Die Mef3werte sind nach den M.furfur-
Stémmen sortiert worden.

Unter 7.2. sind die Ergebnisse der UVA sowie UVB-Exposition (einmalig und kumulativ)
nach Pilzstammen geordnet tabellarisch dargestellt. Jede Tabelle besteht aus 12 Zeilen und 13
Spalten. In den Zeilen 1-8 werden nacheinander UV-Intensitét, Gewicht der Pilze, Mittelwert
und Standardabweichung in mg sowie die Signifikanz eingetragen. Mittelwert,
Standardabweichung und Signifikanz wurden mit einem Statistikprogramm errechnet. Die
statistische Auswertung der GrofRenunterschiede zwischen mit Arginin und Tryptophan
gefltterten Zellen bei unterschiedlicher UV-Exposition wurde mit eéinem parametrischen Test
(studentstt test fir unverbundene Stichproben) durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau wurde auf
einen zweisaitigen p-Wert <0,05 gesetzt. Die sich anschlief3enden Zeilen enthalten Mittelwert
und Standardabweichung in Millionen (CFU)umgerechnet. Anhand je einer Eichkurve, die bei
jedem Versuch durchgefuihrt wurde, konnte von dem jeweiligen Gewicht (mg) auf die Zellzahl
(Mio.) rickgeschlossen werden. Die Umrechnung des Gewichts der Standardabweichungen in
die entsprechende Zellzahl wurde mit Dreisatz durchgefihrt, wohingegen die Mittelwerte

direkt aus der Eichkurve abgelesen wurden.
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7.1. Eichkurve

Abbildung 29: Eichkurve (7019, 1878, 6046, 4162, 397 und 6094)
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7.3. UV - Spektren des Rohextraktes
Die folgenden Abbildungen stellen die Ergebnisse des 1:100 und 1:1000 mit Ethanol
verdinnten Rohextraktes dar. Auf der x - Achse sind die Wellenlange (nm) und auf der y -
Achse die entsprechenden Absorptionswerte des Extraktes bel der jeweiligen
Verdinnungsstufe eingetragen. An die Graphik schliefit sich jeweils eine zweispaltige
Wertetabelle an.

Verdiunnung 1:100 mit Ethanol

35T
3+ [ ]
25+

2+ ([ ]

Extinktion

15 +

1+

0,5 +

239,5 261 278,5 288 457,5

Wellenlange (nm)

Weéllenlange Extinktion
239,5 3,027
261 2,159
278,5 2,137
288 2,040
457,5 0,099
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Verdinnung 1:1000 mit Ethanal

0,25 +
0,2 + [ J PY [ ] °
-g 0,15 —+
g o1t
0,05 +
[ ]
0 | | | | !
260,5 271 279 287 334,5
Wellenlange (nm)
Wellenlange Extinktion
260,5 0,201
271 0,196
279 0,202
287 0,191
334,5 0,023
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7.5. Vearwendete Gerateund Materialien

1.) Zentrifuge:
Firma Hettich Rotanta/ RP

Rotor: 154 mm Radius

2.) Reagenzglasschiittler: Vortex Genie 2™

Firma: Bender & Hobein AG ; Zurich/Schweiz; Manufactured By Scientific Industries
INC., Bohemia, N.Y. 11716 USA
Model: G - 560 E, Serno: 2 - 33194, Voltage: 220, AMPS: 0,5, Hz: 50

3.) Lichtmikroskop: Dialux
Firma: Ernst Leitz, Wetzlar

Service: Leica
40 er Objektiv

4.) Brutschrank:
Firma Heraeus Holding GMBH

Bedingungen: 30°C; 1%CO;

5.)Lamina / Sicherheitsarbeitsbank / Schwebstoff - Filter: Uniflow Biohazard Laminar

Flow

Firma Biohazard

Typ: Uniflow UUUB 1200; Seriennummer: 89 / 23002

Luftmenge (m® / h):1250; Anfangswiderstand: 125; Abscheidungsgrad:  99;
Durchlassungsgrad:0,3y; Watt: 450; Volt: 220; Hz: 50

6.) Autoklav:
Firma: Melag Autoklav 23 (131°C 1 bar)

7.) Waage: Mettler Toledo

Firma: Mettler; Made in Switzerland; SNR 1113453350; TDNR 26523131; PB 602

Volt: 8 - 14,5; Hz: 50 / 60 ; Hochstlast:610 g, Mindestlast: 0,5 g, Eichwert (€):0,1 g,
Ablesbarkeit (d):10 g
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8.) Oberflachentemperaturheizplatte (zum Agarkochen): Ikamag RCT

Firma: Janke und Kunkel GMBH & CoKG, IKA - Labortechnik, D 7813 Staufen i Br.,
Telefon: 07633/831- 0

Fabrikatnummer: 690779; Typ: RCT; 220 Volt, 50 / 60 Hz; Heizung: 600 Watt; Motor:
30W; Gesamtleistung: 630 W

9.) Trockengerét: Thermo Dux Techne DRI - Block DB 3

Firma. Made in England by Techne (Cambridge) LTD Duxford Cambridge U.K.; Techne
Gesellschaft fur Laborgerdte mbH, Postfach 1622, D - 97866 Wertheim, Telefon: 09342 /
880188

Model: FD B 030D; Serial No: 54530 - 10; Ampere: 2,8, Volt: 230, Watt: 650, Hz: 50/ 60
Temperaturen: 0 - 105°C

10.) Dosimeter: Waldmann UV - Meter

Firma:H. Waldmann GMBH & Co, Werk fir Lichttechnik

Typ: 585 100, Ser.Nr.: 2668

Mef3bereich und Toleranz:

UVA: bis199,9 mW / cm® +/-5%

UVB: bis 19,99 mW / cm? 5%

Stromversorgung durch Batterie 9Volt, IEC 6LR61 (Alkali - Mangan Batterie)

11.) Spektral photometer:

DUes-Spektral photometer von Beckmann; Memory Pac™ Module

12.) Analysenwaage (Andrologie):
Firma: Sartorius research;Typ: R180D - "D,

Einstellungsmdglichkeiten:1:Max: 33g;Min: 50mg, T: -33g, dg: 0,01mg, e=1mg
2 182 50 -182 01 1
Sartorius GMGH Goattingen, 5K innerhalb 291 K./298K, (5K innerhalb +18°C / +25°C)
220 Volt, 50 Hz, 12 Va
geeicht bis 1998



91

Korrektur der Anzeige: Die Anzeige zeigt den Wéagewert des Wégegutes an. Die Masse des
Wégegutes kann mit obiger Formel errechnet werden.

13.) Lichtschutzsalbe: asab UV

Faktor 22 ; Chemische Fabrik Kreussler Pharma & Co GMBH

14.) Reagenzgl &ser:

Firma: Assistent; Durchmesser: 75 x 12 mm; Nr: 2775/ 6; starkwandig

15.) Pasteurpipetten: Pasteur Capillary Pipettes

Firma: Mainz WU; mit lang ausgezogener feiner Spitze,Kapillarinnendurchmesser 1,0 mm;
Saugrohr: ca 25 mm; Rohrauf3endurchmesser: 7 mm; aus Glas; insgesamt 150 mm,; Art -
Nr: 197734145

16.) Erlenmeyerkolben:

500 ml und kleinere
Firma Schott

17.) Parafilm M:
American National CAN T,,; Greenwich,CT. 06836; Art - Nr: 280131012

18.) Mérser: aus Porzellan, innen rauh, auf3en glasiert, DIN: 12906
Pastille: Stiel glasiert, Reibflache rauh, DIN: 12906

19.) UV - Augenschutzbrille:
UV - Absorption99,5%, Schutz vor UV - Strahlen im kurzwelligen Bereich, dunkle Gléaser,
Art - Nr: 360125059

20.) 0,9% NaCl:

Firma: b.Braun Melsungen AG,D - 34209 Melsungen, CH.B.: 7053 A 95

199ml  Injektionslésung  enthalten:  Natriumchlorid  0,9g in  Wasser  fir
Injektionszwecke,Elektrolyte: mmol /1 Natrium:154 und Chlorid: 154

21.) Eppendorfpipetten 4710 14696 N:
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22.) Pipettenspitzen:
weild: 0,5- 10 ul; Art - Nr:9260.1

gelb: 1 - 200 pl 2395.1
blau: 100 - 1000 ul 2679.1
22.) Petrischalen:

Firma Nunc Brand Products

5 bzw.10 cm Durchmesser

23.) agua ad iniectabilia Hameln:
Firma: PharmaHameln Infusionen GMBH,31789 Hameln

100 ml zur Bereitung parenteraler Losungen

24.) Agar:
Merck KGaA, Darmstadt; CHg.-Nr: K 23452615 645

25.) pH - Indikatorstdbchen: Neutralit pH 5 - 10
Merck

26.) Aminosauren: Sigma Chemical Co. St. Louis USA
L - vadlin: (L - 2- Amino - 3 - methylbutanoic acid) [72-18-4] C5H1INO2 FWw 117.1
V -0258 LOT 25H02932

L - Phenyldanin: (L - 2- Amino - 3 - phenylpropanoic acid) [63-91-2] CO9H11INO2 FW 165.2
P-2126 LOT 25HO0830

L - Alanin: [56-41-7] C3H7NO2 FW 89.09
A -5824 LOT 84 H02461

Glycin: (Aminoacetic acid) [56-40-6] C2H5NO2 FW 75.07
G-7126 LOT 85H0780

L - Leucin: (L - 2- Amino - 4 - methylpentanoic acid) [61-90-5] C6H13NO2 FW 131.2
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L -5652 LOT 95H00211

L - Isoleucin: [73-32-5] C6H13NO2 FW 131.2
| - 2752 LOT 36 H0240
L - Prolin: [147-85-3] C5H9NO2 FW 115.1
P-8449 LOT 25H08281

L - Tryptophan: [73-22-3] C11H12N202 FW 204.2 LOT 113 H02901

Arginin: [1119-34-2] C6H14N402 FW 210.7 LOT 74 H02802

27.) Dixon - Agar:
3,6% Malzextrakt: Malzextrakt - Bouillon, Merck,Nr.5397

0,6% Pepton: Pepton aus Casein, Fa. Merck, Nr.2239

2,0% Ochsengalle: Ox - Bile, desiccated, Fa. Oxoid L50

1,0% Tween 40: Tweend0 Atlas, Fa. Caelo, Nr.3474

0,4% Olivendl: aus der Apotheke sterilisiert

1,2% Agar: Agar Agar reinst, Fa. Merck Nr.1615

Cycloheximid: Acitidion 98% und Cycloheximid 98%,Aldrich, CAT.Nr.: C10,445-0

28.) CBS - Referenzstédmme:

Folgende Referenzstdmme stehen kryokonserviert zur Verfligung:

M al assezi a-Referenzstamme:

Stammbezei chnung Stamm
CBS1878T M. furfur
CBS 7019 NT M. furfur
CBS 6046 M. furfur
CBS 6094 M. furfur
CBS 4162 M. furfur

CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Baarn, The Netherlands
T: type-strain, NT: Neo-type strain

Wildstamm aus der Hautklinik:
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Probennummer Herkunft Institut / Herkunft

03/97 Hautschuppen Gief3en

29.) Bestrahlungsgeréte:

UV /Puva 800: Wadmann Lichttechnik, Schwenningen, Germany
Sellamed 4000: Sellas Sunlight, Gevelsberg, Germany

Strahler: Philips TL 20 W / 12
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