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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Exophiala der matitidis

1.1.1 Taxonomie

Pilze werden als Eukaryonten definiert, die im Gegensatz zu Pflanzen und Algen kein
Chlorophyll bilden. Man unterscheidet die niedrigen Pilze, wie die zellulosehaltigen
Oomyzeten und die Myxomyzeten (Schleimpilze), von den hoheren Pilzen (Mykologie fur
Mediziner 2003). Die Einteilung der chitinhaltigen héheren Pilze (Eumyzeten) erfolgt vor
Allem anhand der Morphologie ihrer Sporenbildung. Diese erfolgt einerseits auf3en auf einem
Basidium (Sténder) durch Abschnirung, andererseits innerhalb eines Schlauches (Ascus).
Dementsprechend wird von Ascomyzeten (Schlauchpilzen) und Basidomyzeten
(St&nderpilzen) gesprochen.

Die Gattung Exophiala gehort innerhalb der Ascomyzeten zur Klasse der Euascomyzeten und
ist hier der Ordnung der Chaetothyriales der Familie der Herpotrichiellaceae zugeordnet
(Atlas of clinical fungi 2000). Ihre Vermehrung erfolgt entweder sexuell durch Sporenbildung
oder asexuell durch die Ausbildung von Konidien.

Angehotrige der Gattung Exophiala lassen sich auRerdem aufgrund ihrer Melanin-
einlagerungen in die Zellwand des Myzels und die Konidien, sowie ihrer molekularen
Phylogenese den Schwarzepilzen zuordnen. Neben Exophiala gehtren viele weitere potentiell
pathogene Pilze, die den Ascomyzeten sowie den Basidomyzeten zugeordnet werden, zu den
Schwaérzepilzen. Schwérzepilze sind dimorph wachsende Pilze mit der Fahigkeit zur
Melaninsynthese. Sie kdnnen sowohl als Hefen wachsen, als auch Myzel ausbilden. Haufig
sind in einer Kultur beide Wachstumsformen nebeneinander zu beobachten (Szaniszlo et al.
1993).

Des Weiteren gehtren Schwarzepilze, von denen keine sexuellen Hauptfruchtformen, aber
unterschiedliche sexuelle Nebenfruchtformen bekannt sind, zur Unterabteilung der
Deuteromyzeten (Fungi imperfecti). Bel diesen sind lediglich vegetative Sporen (Konidien)
zur Vermehrung beschrieben. Deuteromyzeten kdnnen anhand ihrer Konidiogenese in
Coelomyzeten und Hyphomyzeten unterteilt werden. Wahrend in Coelomyzeten die Konidien

von koniogenen Zellen jewells an einer bestimmten Stelle im Myzel gebildet werden, weist
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die Konidienbildung bei Hyphomyzeten stets eine zufdlige Verteilung auf. Exophiala
dermatitidis gehort zu den Hyphomyzeten.

1.1.2 Vorkommen

Exophiala dermatitidis ist ein fir Mensch und Tier potentiell pathogener Pilz, der entweder
Infektionen der Haut verursachen kann, oder nach systemischer Ausbreitung einen
ausgepragten Neurotropismus aufweist. Meist kommt er allerdings as Saprophyt auf Holz, in
der Erde und auf organischem Material vor.

Untersuchungen zur weltweiten Ausbreitung des Schwérzepilzes sind bislang nicht
vorhanden, allerdings gibt es zahlreiche Fallberichte aus verschiedenen Landern und Erdteilen

zu Infektionen bel Mensch und Tier sowie zum Vorkommen des Pilzes in der Natur.

1.1.2.1 Umweltisolate

Dixon et a. (1980) konnte erstmals in einer Studie das Vorkommen von E. dermatitidis auf
Holzern und Pflanzen sowie in Bodenproben aus Virginia zeigen. Ziel war der Nachweis von
Schwérzepilzen in der Natur. Die hohe Anzahl der positiven Proben belegt ein ubiquitdres
Vorkommen des Pilzesin Virginia

Der Boden im brasilianischen Regenwald bildet ein optimales Habitat fir pathogene Pilze.
Mok et al. (1984) untersuchten insgesamt 1949 Bodenproben aus dem gesamten
Amazonasgebiet mittels Maus- 1nokulationstechnik. VVon diesen Bodenproben erwiesen sich
12% (n=243) als positiv. Bei 7 Isolaten handelte es sich um Exophiala dermatitidis.

In einer epidemiologischen Studie in einer Futter- und Samenhandlung in Nordamerika
wurden Luft- und Bodenproben positiv auf Exophiala dermatitidis getestet (Espinel-Ingroff et
al. 1982)

Weiterhin wurden in den USA aus Taiwan importierte, zum Verzehr bestimmte Pilze
(Auricularia polytrichia) positiv auf Exophiala dermatitidis getestet. Somit gelang der erste
Nachweis dieses Schwarzepilzes auf L ebensmitteln (Kazanas 1986).

Von Nishimura and Miyaji (1982) wurde der Pilz in Proben von Luftbefeuchtern und Bade-
und Abwaéssern in Japan entdeckt, was die Erdteil-Ubergreifende Verbreitung von E.

dermatitidis unterstreicht.
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1.1.2.2 Isolatebe Tieren

In einer umfassenden Feldstudie im Amazonasgebiet wurden die Organe von 450 Fréschen
und Kroten mykologisch untersucht. Obwohl die Organe weder makroskopische, noch
histopathologische Veranderungen aufwiesen, konnten bei 54 der untersuchten Tiere
insgesamt 105 verschiedene Pilzstémme nachgewiesen werden, darunter auch Exophiala
dermatitidis (Mok and Morato de 1985).

Bel klinisch gesunden Fledermausen aus dem Amazonasgebiet in Brasilien konnte bei der
mykologischen Untersuchung der inneren Organe E. dermatitidis isoliert werden (Reis und
Mok 1979). In einer weiteren Studie wurde E. dermatitidis in der Leber von Flederméusen
gefunden. Das Isolat erwies sich nach subkutaner, intravendser und intraperitonealer Injektion
als pathogen fur Labormause, nach intravendser Injektion zeigte sich ein ausgepragter
Neurotropismus des Stammes (Muotoe-Okafor and Gugnani 1993).

Schliefdlich stammt aus Japan die erstmalige Beschreibung einer Sekundarinfektion mit E.
dermatitidis bei einem an malignem Lymphom erkrankten Hund. Das Krankheitsbild war
durch subkutane, schwarze Noduli im Bereich des Halses charakterisiert (Kano et al. 2000).

In einer Studie aus Texas konnten Wolf et a. (1992) Exophiala erstmals als Erreger von

Nasennebenhohleninfektionen bei Kleintieren nachweisen.

1.1.2.3 Infektionen beim Menschen

Beim Menschen verursacht Exophiala dermatitidis die kutane Chromoblastomykose, die
subkutane Phaeohyphomykose und das tiefe eumykotische Myzetom. Alle drel Formen
kénnen zu einer generaisierten Infektion fuhren, wobel der Erreger einen ausgepragten
Neurotropismus aufweist. Klinische Erkrankungen treten meist in Regionen auf, wo die
Menschen barfuld laufen und sich den saprophytér vorkommenden Erreger durch Traumata
inokulieren. Des Weiteren sind im asiatischen Raum, vornehmlich in Japan und Taiwan,
Erkrankungen durch E. dermatitidis haufiger anzutreffen. Da es sich hierbel oftmals um
generaisierte Infektionen bei immunkompetenten Patienten handelt, wird eine genetische

Disposition vermutet.

Bei der Chromoblastomykose (Dermatitis verrucosa) handelt es sich um eine kutane, nach
Trauma erworbene Infektion. Charakteristisch sind ulzerierende, papillomatése oder
granulomatdse Hautveranderungen. Die betroffenen Hautareale weisen derbe Knoten auf und

bilden sich im Verlauf der Erkrankung zu fléchenhaft verhornenden Warzen aus, die
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blumenkohlartig wuchern oder geschwurartig zerfallen. In Folge der lokalen Infektion kann
eine lymphogene Metastasierung auftreten. Ursache fur die Chromoblastomykose sind neben
Exophiala-Spezies auch Fonsecaea compacta, F. pedrosoi, Cladophialophora carrionii,
Phialophora verrucosa und Rhinocladiella aquaspersa (Atlas of clinical fungi 2000).

Die Phaeohyphomykose betrifft tiefere Hautregionen und gehdrt zu den subkutanen Mykosen.
Ursache ist ebenfalls die traumatische Inokulation der Erreger. Kennzeichen der
Phaeohyphomykose ist eine leukozytdre und eosinophile Immunantwort. Dies hat die
Entstehung charakteristischer infektitoser Granulome zur Folge. In der Histologie sind neben
diesen Granulomen die melanisierten Filamente, die der Pilz im Gewebe ausbildet, zu
erkennen (de Hoog 1997). Neben Haut und Unterhaut kann auch die Kornea a's Primérorgan
betroffen sein. So berichtet Gerard et al. 1998 von einem Fall eines Korneaulkus bedingt
durch Exophiala dermatitidis. Eine weitere Infektion der Kornea nach Korneatransplantation
in Frankreich beschreiben Benaoudia et al. (1999). Wie bei der Chromoblastomykose kann
die Phaeohyphomykose Ausgangspunkt einer systemischen Ausbreitung der Erreger sein
(Fothergill 1996). Als Erreger der Phaeohyphomykose gelten neben Exophiala- Spezies auch
Phialophora-, Aureobasidium-, Cladosporium-,und Alternaria- Spezies (Braun-Falco O. et
al. 1997).

Das eumykotische Myzetom (Maduraful’, Maduramykose) gehort ebenfals zu den
subkutanen Mykosen. Es handelt sich um ein langsam wachsendes, meist schmerzloses
Granulationsgeschwulst. Die zundchst lokale Primérinfektion der Haut durchsetzt zunehmend
tiefere Schichten bis auf den Knochen. Es erscheinen tumorartig deformierende
Schwellungen, die zur Fistelbildung mit purulentem, teilweise drusenhaltigem Sekret fihren.
Die Therapie ist schwierig und es bleibt oftmals nur die Amputation (Hof 2003). Zu den
Erregern derartiger Myzetome zéhlen die Pilzgattungen Madurella, Allescheria, Candida,
Sreptomyces und Exophiala. Das eumykotische Myzetom tritt Gberwiegend in sehr warmen
Regionen auf. Pradilektionsstellen sind die Extremitdten, wobei die Granulationsgeschwulste
auch an allen anderen K érperteilen auftreten kbnnen (Beketi et al. 2005),

Myzetome sind immer wieder Gegenstand von Fallberichten aus verschiedenen Léandern
gewesen. So berichten Correale et al. (2005) Uber ein Myzetom bei einem neugeborenen Kind
in Italien nach Legen eines Zentralen Venenkatheters und Gutierrez et al. (2005) dUber ein
Myzetom der Lunge eines Mannes in Spanien. Von Brownell et al. (2005) liegt ein Bericht
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Uber ein Myzetom im Ful3bereich eines Mannes aus Trinidad vor und eine retrospektive
Studie Uber 28 Jahre enthdlt 5 Félle von Myzetomen in Tunesien (Daoud et al).

Tritt eine generalisierte Infektion mit Exophiala dermatitidis auf, so weist der Pilz stets einen
ausgepragten Neurotropismus auf. Es handelt sich meist um immunkompetente Patienten
asiatischer Herkunft (Chang et al. 2000). Eine genetische Komponente wird dementsprechend
vermutet. Ein friherer Fallbericht aus Asien zur systemischen Ausbreitung von Exophiala
beschreibt zunéachst einen Befall des Lymphsystems mit anschlief3ender Ausdehnung auf das
ZNS (Hiruma et al. 1993). Auch sind Félle von invasiver Sinusitis, allergischer Sinusitis und
zerebraler Infektion bekannt (Brandt and Warnock 2003).

Aus Deutschland wird ein Befall der Lunge mit Exophiala dermatitidis bei Patienten mit
Cystischer Fibrose, ebenso die systemische Ausbreitung bei einem Kind mit akuter
lymphatischer Leukamie beschrieben (Blaschke-Hellmessen et al. 1994).

Schliefdich sind es Nachman et a. (1996), die den Fall einer Katheter-assoziierte Fungamie
durch Exophiala dermatitidis bei einem immunsupprimierten Kind zum Gegenstand ihres

Berichtes machten.

1.2 Pigmente

1.2.1 Definition und Funktion

Pigmente sind anorganische oder organische Stoffe mit Eigenfarbe, die im Gegensatz zu den
Farbstoffen im Anwendungsmedium praktisch unléslich sind (Brockhaus 2007). Der
Farbeindruck entsteht durch Absorption und Reflexion bestimmter Frequenzanteile des
sichtbaren Lichts.

In der Medizin werden endogene und exogene Pigmente unterschieden. Zu den endogenen
Pigmenten zadhlen alle Neben- oder Endprodukte des Stoffwechsels, wie die Abbauprodukte
des Sauerstofftragers Hamoglobin, némlich Hamosiderin, Hamatoidin und Bilirubin. Auch die
sogenannten autogenen Pigmente wie Lipofuszin und Melanin gehéren zu den endogenen
Pigmenten, genauso wie die Lipochrome in den Fettzellen. Unter exogenen Pigmenten
versteht man alle Pigmente, die von auf3en in den Korper gelangen und nicht von ihm gebildet
werden. Hierzu gehtéren Kohle und Tusche, die sich as Anthrakosen in alen Organen
ablagern kdnnen. Ebenso zahlen farbige Pflanzenstoffe wie Chlorophyll, Carotinoide, Flavine,
Xantophyll und Polyphenole dazu (Pschyrembel 2002)
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Einige der Pigmente sind in bedeutende metabolische oder physiologische Prozesse
eingebunden. Wichtige Beispiele hierzu sind das Chlorophyll in der Photosynthese, das
Hamoglobin als Sauerstofftréger oder das Melanin als antioxidatives Pigment in der
humoralen Abwehr und im UV-Strahlenschutz (Britton, 1983).

1.2.2 Tryptophanpigmente und Melanin

Pilze synthetisieren in Abhangigkeit von ihren Umwelteinfllissen ein breites Spektrum an
verschiedensten Pigmenten mit unterschiedlichen Funktionen.

Einige Spezies synthetiseren zum Schutz vor UV-Licht Melanin, beispielsweise
Cryptococcus neoformans, Exophiala dermatitidis und Aspergillus fumigatus (Jacobson et al.
1995; Brakhage et al. 1999; Schnitzler et al. 1999; Jacobson et al. 2000; Hamilton and Gomez
2002; Langfelder et al. 2003). Uber die Schutzwirkung vor schédlicher UV- Strahlung hinaus
wurden zahlreiche weitere Funktionen von Melanin erforscht, so der Schutz vor dem Abtdten
als Folge des Oxidative Burst in der Immunologie (Peltroche-Llacsahuanga et al. 2003).

Weiterhin sind bestimmte Pilz-Spezies in der Lage, auf Tryptophan-Mangelmedium
pigmentierte Indolalkaloide zu bilden. So wird bel der durch Malassezia hervorgerufenen
Erkrankung Pityriasis versicolor aba ein enger Zusammenhang dieser Pigmente mit dem
klinischen Bild vermutet (Mayser et al. 1998). Das klinische Bild dieser Erkrankung ist durch
depigmentierte, konfluierende Flecken im Bereich der Schweil¥rinne gekennzeichnet. Die
betroffenen Areale zeichnen sich durch eine Hyposensibilitét gegentber UV-Strahlung und
durch eine griine Fluoreszenz unter der Wood' schen Lampe aus.

In einem in-vitro-Bestrahlungsversuch an Candida albicans und Saphylokokken erwies sich
das von Malassezia furfur synthetisierte Pityriacitrin als potenter Schutz vor dem Zelltod
dieser beiden Mikroorganismen durch UV B- Bestrahlung (Machowinski et al. 2006). Es bietet
somit eine Erklérung fur die Unempfindlichkeit der unpigmentierten Stellen gegentiber UV-
Licht bei Pityriasis versicolor.

Ein weiteres von Malassezia furfur synthetisiertes Indolalkaloid, das Malassezin, fuhrt in
menschlichen Melanozyten zur Apoptose und kann in Zusammenhang mit den
depigmentierten Arealen bei Pityriasis versicolor gebracht werden (Kramer et al. 2005).

Die gelb-grine Fluoreszenz der betroffenen Stellen konnte mit der Bildung von Pityrialakton
durch Malassezia furfur in Zusammenhang stehen (Mayser et a. 2003). Weitere pigmentierte
Stoffwechselprodukte aus Tryptophan sind die Pityriarubine A, B und C, welche eine
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strukturelle Ahnlichkeit mit dem Proteinkinase-C-Hemmer Arcyriarubin aufweisen und den
Oxidative Burst signifikant hemmen (Kramer et al. 2005).

Andere bekannte Tryptophanderivate sind die Ergotalkaloide von Pilzen, wie das Mykotoxin
Ergotamin von Claviceps purpurea (Tudzynski et al. 1999). Auch das Phytohormon Indole-3
acetic acid (Vogler and Kuhlemeier 2003) gehdrt zu den Tryptophanderivaten, ebenso wie das
Ommochrom, welches die Augenfarbe bei Insekten bestimmt (Oxford and Gillespie 1998),

sowie industriell relevante Pigmente wie beispielsweise Indigo .
1.3 Immunologie
(Klinische Veterinarimmunol ogie 2000)

1.3.1 DasImmunsystem

Als Immunsystem (lat: immunis=frei, unberthrt) wird das biologische Abwehrsystem
hoherer L ebewesen bezei chnet, das Gewebeschédigungen durch Krankheitserreger verhindert.
Es entfernt in den Koérper eingedrungene Mikroorganismen oder fremde Substanzen und ist
aullerdem in der Lage, fehlerhaft gewordene korpereigene Zellen zu zerstoren.

Bestandteile des Abwehrsystems sind die Organe des lymphatischen Systems, im gesamten
Organismus verteilte Zellen (v.a. Leukozyten, Zellen des MPS) und Molekile
(Immunglobuline, Lymphokine).

Es erfolgt eine Unterteilung in die unspezifische, angeborene Abwehr und die erworbene,
spezifische Abwehr.

1.3.2 Angeborene oder unspezifische Abwehr

Bei der unspezifischen Abwehr handelt es sich um stammesgeschichtlich sehr frih
entstandene Mechanismen. Sie beinhaten Barrieren, zu denen die Epithelien, der
Saureschutzmantel der Haut und die Magensdure gehoren. Auch allgemein entzindliche
Reaktionen und humorale Faktoren wie das Komplementsystem gehdren zur unspezifischen
Abwehr, genauso wie das Lysozym und die Akute-Phase-Proteine. Zu den zelluléren Faktoren
zdhlen die Naturlichen Killerzellen, die polymorphkernigen Granulozyten und die Zellen des
MPS.
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Das Komplementsystem besteht aus Uber 30 Proteinen, die im Blutplasma geldst oder
zellgebunden vorkommen. Sie werden in einer Kaskade nacheinander aktiviert und fihren zur
Lyse fremder Zellen, zur Aktivierung immunkompetenter Zellen und zur Opsonierung von
Antigen-Antikdrperkomplexen. Die Aktivierung des Komplementsystems kann tber zwel
Wege erfolgen. Der klassische Weg wird durch die Bindung von Komplementfaktor 1 (C1) an
die Fc-Region 1gG- oder IgM-haltiger Immunkomplexe aktiviert. Der aternative Weg kann
durch IgA- oder IgE-Antikorper, durch Polysaccharide von Bakterien und Pilzen oder durch
Zellwandbestandteile von Protozoen ausgel 6st werden.

Lysozym ist ein Enzym, das auf Schleimhauten des Magen- Darmtraktes, im Blutplasma, in
Speichel, Trénen, Cerumen und im Schweild vorkommt. Hochkonzentriert kommt es in
polymorphkernigen Leukozyten vor. Es spaltet das dimere Murein, welches die innerste
Schicht der Zellwand von Bakterien bildet und hat somit eine starke bakterizide Wirkung.

Bei den Akute-Phase-Proteinen handelt es sich um in der Leber synthetisierte Plasmaproteine,
deren Serumkonzentration bei akuten entzindlichen Resktionen erhoht ist und die
wahrscheinlich fir die Infektionsabwehr wichtig sind.

Naturliche Killerzellen haben eine gemeinsame Vorlauferzelle mit den Lymphozyten im
Knochenmark, besitzen jedoch keine antigenspezifischen Rezeptoren auf ihrer Oberfléche.
Sie erkennen und zerstéren korperfremde oder entartete korpereigene Zellen anhand ihres
MHC |- Komplexes auf der Zelloberflache.

Die polymorphkernigen Granulozyten entstehen ebenfalls aus der myeloischen Reihe im
Knochenmark und machen 60-70% der Blutleukozyten aus. Eine Unterteilung erfolgt
entsprechend ihrer histologischen Anfarbbarkeit (Methylenblau-Eosin-Farbung, Giemsa-
Farbung) in neutrophile, basophile und eosinophile Granulozyten. Sie besitzen die Fahigkeit
zur Phagozytose, zur Adhérenz an das Gefél3endothel und zur durch Chemotaxis verursachten
Migration. Potente chemotaktische Faktoren fur Granulozyten sind aktivierte Komplement-
komponenten, Leukotriene, der Plattchenaktivierende Faktor, das bakterielle Tripeptid FMLP
sowie einige Zytokine. Ein Vordringen im Gewebe zu den eingedrungenen Erregern
ermoglichen die in den Granula enthaltenen Substanzen (saure Hydrolasen, Defensine,
Myel operoxidasen und Proteasen).

Neutrophile Granulozyten stellen den groften Anteil aler im Blut zirkulierenden
Granulozyten dar. Sie phagozytieren opsonierte Mikroorganismen, virusinfizierte Zellen,

Tumorzellen und andere korperfremde Antigene. Neben der Phagozytose sind sie zur
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Abt6étung von Mikroorganismen durch die Freisetzung toxischer Sauerstoffmetabolite (ROS-
Synthese, Oxidative Burst) befahigt.

Eosinophile Granulozyten sind an der Abwehr von Infektionen durch Parasiten und an IgE-
vermittelten Uberempfindlichkeitsreaktionen beteiligt.

Basophile Granulozyten sind an IgE-vermittelten Uberempfindlichkeitsreaktionen vom
Soforttyp beteiligt, da sie bei Degranulation wirksame Mediatoren wie Histamin freisetzen.
Unter MPS versteht man alle phagozytoseaktiven, von Monozyten abstammenden Zellen, die
Makrophagen der verschiedenen Korperhdhlen und Gewebe. Monozyten gehtren zu den
Leukozyten und sind die grofiten mononukledren Zellen im Blut. Sie sind zur Migration und
zur Phagozytose befdhigt und besitzen auf ihrer Membranoberflache u.a. Rezeptoren fir
Komplementproteine und Fc-Rezeptoren fir 1gG zur Phagozytose von Mikroorganismen.
Monozyten entstehen im Knochenmark aus der myeloischen Reihe der pluripotenten
Stammzelle und gelangen von dort aus in die Blutbahn. Die im Blut fur 1-2 Tage
zirkulierenden Monozyten differenzieren sich nach Auswanderung in verschiedene Organe zu
ortsstandigen, gewebetypischen Makrophagen. Zusétzlich konnen Makrophagen zu Antigen-
présentierenden Zellen werden, indem sie Epitope von Antigenen durch MHC II-Molekille
auf ihrer Oberflache présentieren und somit das spezifische Abwehrsystem Uber T-

Helferzellen aktivieren.
1.3.3 Adaptive oder spezifische Abwehr

Die Zellen der adaptiven Immunabwehr besitzen antigenspezifische Rezeptoren und kénnen
somit gezielt Antigene erkennen und Antikorper gegen sie bilden. Zu diesen spezifischen
Abwehrzellen gehoren die Antigen- prasentierenden Zellen, die T-Lymphozyten und die B-
Lymphozyten.

T-Lymphozyten entwickeln sich aus der lymphatischen Reihe der pluripotenten Stammzellen
im Knochenmark. Ihre Reifung und immunologische Differenzierung erfolgt wahrend der
Perinatalperiode und der Kindheit unter dem Einflud des Thymus (sogenannte
Thymuspassage). Alle Zellen, die mit kdrpereigenen Antigenen reagieren, werden eliminiert
(Negativselektion). Alle anderen T-Lymphozyten werden positiv selektioniert und reifen zur
funktionsfahigen T-Zelle. Nach ihrer Ausdifferenzierung halten sich die T-Lymphozyten als
Tréager der zellvermittelten Immunitét grofdtenteils in den sekundéren Organen des

lymphatischen Systems auf (Milz und Lymphknoten).
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Es werden verschiedene T-Zellpopul ationen anhand ihrer Oberflachenproteine unterschieden,
sie erfullen jewells unterschiedliche Funktionen. Aul3erdem tragen sie auf ihrer Oberflache
den T-Zell-Rezeptor, der jedem T-Lymphozyten das Erkennen eines spezifischen Antigens
ermoglicht (Schltsseal-Schlof3-Prinzip).

T-Helferzellen tragen ein CD4-Protein auf ihrer Oberflache. Sie erkennen Antigene, die von
Antigen- prasentierenden Zellen (Makrophagen, dendritischen Zellen, B-Lymphozyten) auf
MHC-11-Molekilen prasentiert werden. Durch die Erkennung der Antigene beginnen sich die
T-Helferzellen zu teilen und zahlreiche Botenstoffe freizusetzen. Es werden zwel Subtypen
unterschieden, TH1-Zellen fihren zu einer Verstarkung der zelluldren Antwort, wahrend THo-
Zellen die Bildung von Antikorpern und somit die humorale Antwort stimulieren
Zytotoxische T-Zellen (T-Killerzellen) erkennen Antigene, die ihnen von alen kernhaltigen
Zellen auf MHC-I-Molekilen dargeboten werden. Daher spielen sie vor alem in der
Erkennung und Beseitigung von viral infizierten Zellen eine Rolle. Sie heften sich mit ihrem
T-Zellrezeptor an diese krankhaft veranderten Zellen und setzen Substanzen frei, die zum
programmierten Zelltod fuhren (Apoptose). T-Suppresorzellen und T-Regulatorzellen
vermitteln die Toleranz verschiedener Antigene und vermeiden so eine Uberschiel3ende
I mmunantwort.

Die B-Lymphozyten tragen auf ihrer Oberflache antigenspezifische Rezeptoren, die aus
membrangebundenen Antikorpern bestehen. Jede B-Zelle kann nur einen bestimmten
Antigenrezeptor exprimieren. Der Erwerb dieser antigenspezifischen Rezeptoren erfolgt in
den B-Zell- Reifungsorganen. Bei Vogeln ist dies die Bursa fabricii, beim Menschen das
Knochenmark, bei Kaninchen der Blinddarm und bei Wiederkauern die Peyerschen Platten
des lleums. Nach dem Zusammentreffen von B-Zelle und passendem Antigen kommt es
infolge der Lymphokinausschittung durch  T-Helferzellen zur Bindung und
Ausdifferenzierung der B-Zelle zur Antikorper- bildenden Plasmazelle.

Antikorper  erkennen  bestimmte Bestandteile von  Antigenen  (Protein  und
Kohlenhydratmolekile) und binden sich an diese. Sie erfiillen drei Funktionen: die
Opsonierung der Antigene, die Aktivierung des Komplementsystems und die Inaktivierung
der Fremdstoffe durch Bildung von Komplexen.

1.3.4 Ablauf eéner Immunreaktion und Rolle des Oxidative Bur st

Nach Uberwindung der mechanischen und physikalischen Barrieren durch einen

korperfremden Stoff hangt die Reaktion des Immunsystems in erster Linie davon ab, ob es

10



Einleitung

sich um einen Erstkontakt handelt, oder ob die korpereigene Abwehr sich bereits mit dem
Antigen ausel nandergesetzt hat.

Bei Erstkontakt reagieren zunéchst die Zellen und humoralen Faktoren der angeborenen oder
unspezifischen Abwehr. Granulozyten werden chemotaktisch an den Ort des Geschehens
angelockt. Neutrophile Granulozyten eliminieren die Antigene durch Phagozytose oder durch
das Ausschitten toxischer Substanzen. Sie sind zur schnellen Freisetzung von
Sauerstoffradikalen (Oxidative Burst) befahigt, die zur Zerstérung eingedrungener Erreger
fuhren. Die Entstehung der Sauerstoffradikale in den Granulozyten erfolgt Uber die
Aktivierung der NADPH-Oxidase. Dieser Enzymkomplex besteht aus membrangebundenen
Komponenten, die Cytochrom b558 und ein 45-kD Flavoprotein enthalten, und aus
cytosolischen Bausteinen, welche als p47(phox), p67(phox) und GTP-bindendes Protein
charakterisiert sind (Clancy et al. 1992). Es wird vermutet, dal3 der Aktivierung der NADPH-
Oxidase eine Aktivierung der PKC vorangeht (Inoguchi et a. 2003). Die NADPH- Oxidase
katalysiert die Umwandlung von Sauerstoffmolekilen in Superoxidanionen (Abbildung 1).
Diese Superoxidanionen rekombinieren sich spontan mit anderen Molekilen und dienen als
Ausgangssubstanz fur die Entstehung weiterer Sauerstoffradikale. Es werden hoch reaktive
Substanzen wie Wasserstoffperoxid, Hydroxylradikale und Singulett-Sauerstoff gebildet. Sie
zerstoren sowohl extrazelluldr gelegene, als auch intrazellulér in Phagosomen aufgenommene

Erreger.

NADPH + 20, NADPH-Oxidase | N ADPY + 20,- + H*

Abbildung 1: Entstehung des Superoxidanions aus NADPH und Sauerstoff nach Aktivierung
der NADPH-Oxidase

Makrophagen beginnen im Zuge der Erstreaktion, die Antigene zu phagozytieren und
anschlief3end Epitope Uber MHC-11- Molekile zu préasentieren. Sie sind ebenfalls zur Bildung
von Sauerstoffradikalen beféahigt. Durch die Prasentation erfolgt die Aktivierung der B- und
T-Lymphozyten as Elemente der spezifischen Abwehr. Nach einer Erstinfektion bleiben
Antikorper und Gedachtniszellen zuriick, die bei einem erneuten Kontakt mit dem Erreger

eine wesentlich schnellere und effizientere Reaktion der kdrpereigenen Abwehr erméglichen.
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2 Hintergrund und Fragestellung

Die Synthese von Pigmenten und Fluorochromen auf Minimalagar mit Tryptophan as
aleiniger Stickstoffquelle wurde in der Arbeitsgruppe von Professor Mayser erstmals 1998
bel Malassezia furfur entdeckt. Makroskopisch zeigte sich eine braune Verfarbung des
Néahrbodens, die im UV-Licht bei 254 und 366 nm Wellenlange eine gelb-grinliche
Fluoreszenz aufwies (Mayser et al. 1998).

Im Jahr 2002 erfolgte die erste Verdffentlichung der physikalischen und spektroskopischen
Eigenschaften einer bislang unbekannten Substanz. Ihr wurde aufgrund der gelben Eigenfarbe
im Tageslicht und der vermuteten Beteiligung am Krankheitsbild der Pityriasis versicolor der
Name Pityriacitrin gegeben. Es wurde angenommen, dal3 das Indolderivat aufgrund seiner
komplizierten Ringstruktur einen komplexen UV-Filter darstellt (Mayser et a. 2002). Diese
Vermutung konnte in der Arbeit von Juncu im Jahr 2007 bestétigt werden. Die potente
Schutzwirkung der Substanz vor UV-Strahlung lief3 einen engen Zusammenhang zwischen
der Pigmentsynthese von Malassezia furfur und dem klinischen Bild der Pityriasis versicolor
alba vermuten. Bel der Pityriasis versicolor alba handelt es sich um eine Infektion der Haut,
die aufgrund der Lipophilie des Erregers Malassezia furfur oftmals erst nach der Pubertét
auftritt. Das klinische Bild ist gekennzeichnet durch helle, konfluierende Flecken in
schweil3haltigen Arealen. Bemerkenswerterweise zeichnen sich diese Flecken trotz
Depigmentierung durch vollige Hyposensibilitét gegentber UV-Strahlung aus und
fluoreszieren gelb-grin unter der Wood-Lampe. Die Synthese von Pityriacitrin durch
Malassezia furfur wird als Grund fur diese Unempfindlichkeit gegeniber UV-Strahlung
vermutet. Das von Malassezia furfur gebildete Pigment Malassezin fihrte im Modell zu
Apoptose in humanen Melanozyten (Kramer et a. 2005). Es wird ein Zusammenhang
zwischen Malassezin und der Depigmentierung erkrankter Hautareale vermutet. Die gelb-
grine Fluoreszenz der Lasionen wird moglicherweise durch das ebenfalls von Malassezia
synthetisierte Pityrialakton verursacht (Mayser et al. 2003).

Der von Mayser et al. (1998) erstmals entdeckte Tryptophanstoffwechsel erwies sich somit
sowohl aus biochemischer, als auch aus klinischer Sicht als hochinteressant. In Folge dessen
wurden 2004 zahlreiche weitere Stamme von Malassezia sp. hinsichtlich einer méglichen
Pigmentsynthese auf Minimalagar mit Tryptophan als alleinige Stickstoffquelle untersucht.

Interessanterweise zeigte neben M. furfur lediglich M. pachydermatis die Fahigkeit zur
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Synthese der Indolderivate (Mayser et a. 2004). Neben der Untersuchung der Malassezia
Stamme gelang im Jahr 2006 der Nachweis des Tryptophanstoffwechselweges bei Stammen
von Candida glabrata (Mayser et a. 2007). Es konnte bewiesen werden, dal3 der komplexe
Stoffwechselweg nicht nur in den hochentwickelten Basidiomyzeten vorkommt, sondern auch
bei den Ascomyzeten. Da die Entwicklung der beiden Formen vor rund 600 Millionen Jahren
auseinanderging, scheint die Fahigkeit zur Indolderivatsynthese somit fundamental bei Pilzen
Zu sein.

Im Jahr 2006 gelang Nies der Nachwels des Tryptophanstoffwechsels bel einer weiteren
Familie der Ascomyzeten. Neben der Isolierung der bereits bekannten Substanz Pityriacitrin
konnte sie mit dem Exophialin eine vdllig neue Substanz aus dem Pigmentspektrum von
Exophiala dermatitidis aufreinigen. Diese Ergebnisse gaben Anlal3 dazu, die Pigmentspektren
verschiedener Stdmme von Exophiala dermatitidis strukturell weiter aufzukléren. Der
Wildtyp von Exophiala dermatitidis besitzt neben der Fdhigkeit zur Pigmentsynthese aus
Tryptophan die Fahigkeit zur Melaninsynthese. Mutanten dieser Spezies weisen Defekte im
Melaninsyntheseweg auf und kénnen somit nur Vorstufen des Melanins synthetisieren. Fir
die vorliegende Arbeit bot sich daher ein Untersuchungsansatz Uber einen moglichen Einfluf3
der Melaninsynthese auf die Synthese von Pigmenten aus Tryptophan an.

Die Pathogenitét von Exophiala dermatitidisist bis heute weitestgehend ungeklért. Bisherige
Untersuchungen beschrénkten sich auf die Funktion des Melanins, das eine wichtige Rolle bei
Infektionen mit Exophiala spielt. So infizierten Dixon et a. (1987) Albinomause intravends
mit Zellen von Exophiala dermatitidis Wildtyp und der Mutante Mel-3 und konnten Melanin
erstmals a's Virulenzfaktor von Exophiala beschreiben. Die Mortalitdt lag nach Infektion mit
dem Wildtyp bei 100%, nach Infektion mit Exophiala dermatitidis Mel-3 betrug sie nach 21
Tagen 0% (Dixon et al. 1987). Ahnliche Ergebnisse hatten bereits Kwon- Chung et al. (1982)
bei der Untersuchung der Virulenz einer Melaninmangelmutante von Cryptococcus
neoformans an Mausen erlangt (Kwon-Chung et al. 1982). Wang et a (1995) konnten
erstmals eine Schutzwirkung des Melanins von Cryptococcus neoformans vor der Antikorper-
vermittelten Phagozytose zeigen. Schnitzler et al. (1999) fihrten eine wesentlich hohere
Abtotungs-Rate der Mutante Me-3 im Vergleich zum Meanin-hatigen Wildtyp von
Exophiala dermatitidis auf Unterschiede im Oxidative Burst zuriick. Grund fur die héhere
Virulenz der Melanin-bildenden Stdmme von Exophiala dermatitidis und Cryptococcus
neoformans konnte eine Neutralisation der kdrpereigenen Oxidantien wie Hypochlorid und
Permanganat durch das Melanin sein.
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Die Rolle der Indolderivate in Bezug auf die Pathogenitét von Exophiala dermatitidis ist
bisher vollig ungeklart. Fur Pityriarubin konnte im Modell bereits eine suppressive Wirkung
auf den Oxidative Burst nachgewiesen werden (Kramer et a. 2005). Aus diesem Grund sollte
in dieser Arbeit der Einfluld der Indolderivate von Exophiala dermatitidis auf den Oxidative
Burst und die Phagozytose im Vollblutansatz untersucht werden. Dartiber hinaus war die
Frage nach dem Einflu3 der Melaninsynthese auf Phagozytose und Oxidative Burst durch
Vergleich eines Wildtyp-Stammes mit seiner Melaninmangel-Mutante Gegenstand dieser

Untersuchung.

Zusammenfasssend ergaben sich fir diese Studie somit folgende Fragen:

1. Welche pigmentierten Tryptophanabbauprodukte synthetisiert der Melaninbildner
Exophiala dermatitidis Wildtyp- Stamm?

2. Unterscheiden sich die Pigmentspektren der Exophiala dermatitidis Melaninmangel-
Mutanten vom Wildtyp?

3. Schitzt sich der Wildtyp von Exophiala dermatitidis durch die Synthese von Melanin
vor der Phagozytose und/ oder dem Oxidative Burst?

4. Haben die Tryptophanpigmente von Exophiala dermatitidis einen Einflufd auf den
Oxidative Burst?
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3 Material und Methoden

3.1 Pigmentgewinnung

3.1.1 Verwendete | solate von Exophiala dermatitidis

Diein dieser Arbeit verwendeten Referenzstdmme der Spezies Exophiala dermatitidis waren
von Prof. Dr. G. Haase aus dem Institut for medizinische Mikrobiologie des
Universitatsklinikums Aachen bereits fur vorangegangene Projekte zur Verfligung gestellt
worden (Tabellel). Es handelte sich um den Wildtyp von Exophiala dermatitidis und drei
seiner Melaninmangelmutanten. Sie weisen Defekte an unterschiedlichen Stellen des
Melaninsyntheseweges auf (Abbildung 2). Bei der Mutante Mel-3 handelt es sich um eine
spontane Mutation des Wildtyps. Ihr Synthesedefekt liegt auf einer sehr frihen Stufe des
Melaninsyntheseweges und sie ist aus diesem Grund zu keinerlei Melaninsynthese mehr
beféhigt. Der Synthesedefekt der Mutante Mel-1 liegt auf einer spateren Stufe, sie ist zur
Synthese von Scytalon und den Carotinoiden beféhigt. Der genaue Defekt in der
Melaninsynthese von Mel-4 ist bisang ungeklart, sie produziert kein Melanin, jedoch

Carotinoide.

Tabelle 1: Herkunft der Stdmme von Exophiala dermatitidis

Name Genotyp Herkunft Referenz Stamm
Exophiala A Prof. Dr. G. Haase | Wildtyp P 202
dermatitidis Aachen ATCC No. 34100
Exophiala A Prof. Dr. G. Haase | Md 3 P 201
dermatitidis Aachen ATCC No. 44504
Exophiala A Prof. Dr. G. Haase |Md 1 P 1108
dermatitidis Aachen ATCC No. 44502
Exophiala A Prof. Dr. G. Haase | Mdl-4 P914
dermatitidis Aachen ATCC No. 58058
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Abbildung 2: Enzymdefekte der verschiedenen Mutanten von E. dermatitidis im
M elaninsyntheseweg (Juncu 2007)
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3.1.2 Kulturmedien

3.1.2.1 Exophiala dermatitidis

Die verwendeten Stdmme waren in sterilen Kunststoffrohrchen (Cryo Tube Vias, Nunc,
Roskilde, Danemark) bei -196°C in Behdtern mit flissigem Stickstoff (HC 35, Taylor-
Wharton, Konigsstein) tiefgefroren.

Nach dem Auftauen erfolgte die Anzucht auf einem Selektivnahrmedium fir pathogene Pilze
(SPF, Merck, Darmstadt), der alle notwendigen Nahrstoffe bel gleichzeitigem Schutz vor

Schimmelpilzen aus der Anflugflora (Cycloheximid) und Bakterien (Chloramphenicol) bietet.

Seine Zusammensetzung kann der Tabelle 2 entnommen werden.

Tabelle 2: Zusammensetzung Selektivnahrmedium fir pathogene Pilze:

Zutat Menge (g/l)
Pepton aus Sojamehl 10,0

D (+) Glukose 10,0
Cycloheximid 0,4
Chloramphenicol 0,05

Agar- Agar 12,5

Tabelle 3: Zusammensetzung von 300 ml 1b- Agar:

Zutat Menge/ 300 ml Aqua dest. Hersteller

Agar- Agar 609 Merck, Darmstadt
D (+) Glucose 30 Merck, Darmstadt
KH,PO, 30 Merck, Darmstadt
MgSO, 159 Merck, Darmstadt
Tween 80 9ml Sigma- Aldrich

L- Tryptophan 099 Fluka Biochemika

Nach 6 Tagen Wachstum bei 32°C im Brutschrank (Heraeus Holding GmbH, Hanau) wurden

die Kolonien mittels eines sterilen Wattetupfers (Cotton buds, Karl Beese, Barsbittel) auf

einen transparenten Minimalagar (1b-Agar ) zur Induktion der Pigmentsynthese verbracht. Er
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ist beziglich der Inhaltsstoffe stark reduziert und besteht im Wesentlichen aus nur einer
Lipidquelle, Tryptophan als Stickstoffquelle und Glucose.

Die Herstellung erfolgte im Labor, die Zusammensetzung ist Tabelle 3 zu entnehmen. Hierzu
wurden zundchst Glukose, Agar-Agar und die Salze in einen 500 ml- Erlenmeyerkolben
eingewogen und mit 300 ml Aqua dest. aufgefillt. Danach erfolgte das Autoklavieren bei

1 bar Uber einen Zeitraum von 30 Minuten (Melag Autoklave Typ 23, Melag, Berlin). Nach
Abkuhlen auf etwa 50°C wurden Tween 80 und Tryptophan eingerihrt.

Das Einfullen von je 15 ml des hergestellten Nahrmediums in Kunststoffpetrischalen
(Durchmesser 10 cm, Nunc, Roskilde, DK) erfolgte unter einer Uniflow Biohazard Laminar
Flow Sicherheitsbank (Geratetyp UVUB 1200, Uniequip Laborgeréte, Martinsried).

3.1.3 Gewinnung des Rohextraktes

Die Inkubation des beimpften 1b-Minimalagars erfolgte bel einer Temperatur von 32 °C tber
einen Zeitraum von vier Wochen im Brutschrank (Heraeus Holding GmbH, Hanau).
Aufgrund der Bildung von Tryptophan-Metaboliten verféarbte sich der transparente Nahrboden
bereits nach 3-4 Tagen Wachstum der Stdmme braun. Diese Braunfarbung intensivierte sich
weiter bis zum Ende der vierwdchigen Wachstumsphase. Im UV-Licht zeigte sich bei 254
und 366 nm eine deutliche Fluoreszenz des Nahrbodens im gelb-griinen Bereich.

Zur Pigmentgewinnung wurde der Agar mit Hilfe eines Holzspatels aus den Petrischalen
gelost, wobei immer insgesamt je 40 Platten in ein 51-Becherglas Uberfuhrt wurden. Nach
anschlief3ender Zerkleinerung mittels eines Purierstabes wurde das gewonnene Material mit 3l
Ethylacetat (Merck, Darmstadt) aufgegossen. Zur Extraktion der Pigmente blieb das Gemisch
12 Stunden lichtgeschitzt bei Raumtemperatur stehen.

Anschlief3end erfolgte eine Filtration der Suspension Uber Glaswolle, um feste Bestandteile
von dem in Ethylacetat gelGsten Pigment zu trennen. Das Filtrat wurde in einem
Scheidetrichter mit Aqua dest. aufgegossen und gut durchmischt. Innerhalb von 10 Minuten
trennten sich im Scheidetrichter drel Phasen, die untere Wasserphase, die mittlere schaumige
Phase mit Tween und Agarresten und die obere Ethylacetatphase mit Pigment.

Nach Trennung der drei Phasen wurden aus der Ethylacetatphase durch Zugabe von
Natriumsulfat (Merck, Darmstadt) letzte Wasserreste gebunden. Die Trocknung dieses
gewonnenen Ethylacetat- Pigmentgemisches erfolgte in einem Rotationsverdampfer (Typ
VVI, Heidolph- Elektro KG, Kehlheim). Der Extrakt wurde fur die Pigmentgewinnung in

96% Methanol (Merck) aufgenommen und in Autosampler-Gewindeflaschen (Volumen 1,8
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ml) zur anschlief3enden lichtgeschitzten Lagerung bei —18 °C Uberfihrt. Um die Auswirkung
der Pigmente auf den Oxidative Burst zu untersuchen, wurde der Extrakt in DM SO (Sigma)

aufgenommen und ebenfalls in Autosampler- Gewindeflaschen gefllt.
3.1.4 Saulenchromatographie

Zu einer ersten Auftrennung des gewonnenen Rohextrakts wurde eine Saulenchromatographie
(Niederdruckchromatographie) durchgefihrt. Diesem Verfahren liegt das Prinzip der
Gelpermeations- oder Ausschluf3chromatographie zugrunde. Die aufzutrennenden Molekile
werden in einer mobilen Phase (96% Methanol) durch die stationére Phase (Sephadex LH 20,
Sigma) gefuhrt. Die stationére Phase weist relativ kleine Poren auf, das Prinzip der Trennung
ist eine Siebwirkung. Niedermol ekulare Bestandteile, deren grofites Molekll kleiner ist als der
Durchmesser der Poren haben ein gréf3eres Verteilungsvolumen. Sie verteilen sich sowohl auf
die stationére, als auch auf die mobile Phase und durchlaufen die Saule entsprechend langsam.
Die Verteilung der hohermolekulare Substanzen beschrankt sich auf die mobile Phase, sie
durchlaufen die Saule demnach schneller. Die verwendete Séule hat eine Léange von 525 mm
(NS29 mit Fritte, Fa. Pfeuffer).

Tabelle 4: Fraktionen der verschiedenen Stdmme von E.dermatitidis nach
Saulenchromatographie

Exophiala dermatitidisMel-1 (ATCC No. 44502): 7 Fraktionen
366nm Tageslicht Saule Tagedlicht Auffang
F1 leuchtend grinlich caramell-beige orange
F2 braunlich-lila caramell-beige braun-orange
F3 grunlich-leuchtend caramell-beige rot-orange
F4 lila-granlich weinrot rot
F5 lila-dunkel weinrot dunkelrot
F6 leuchtend hellgriin- rot-braun weinrot
F7 braunlich-lila braun rostrot
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Exophiala dermatitidis Wildtyp (ATCC No. 34100): 5 Fraktionen

366 nm Tageslicht Saule Tagedlicht Auffang
F1 lila- braun dunkelbraun braun
F2 leuchtend griin braun orange
F3 olivgrin braun orange
F4 lilaleuchtend braun orange
F5 olivgrin braun hellorange

Exophiala dermatitidisMel-3 (ATTC No0.44504): 8 Fraktionen

366 nm Tagedslicht Saule Tageslicht Auffang
F1 hell-ockergelb caramell rot
F2 lila caramell-braun orange
F3 neongelb caramell-braun orange
F4 lila caramell-braun rotbraun
F5 hellgrin-leuchtend caramell-braun rotbraun
F6 aubergine dunkel-caramell orange
F7 hellblau-leuchtend dunkel-caramell goldgelb
F8 lilathellgrin rot-braun hellgelb

Der gleichméaldige Flul3 der mobilen Phase wurde durch Druckaufbau mit einem Gummiball
erzielt, die Flief3geschwindigkeit betrug 19 ml/ min. Die Detektion der einzelnen Fraktionen
erfolgte bel Tagedlicht und mit Hilfe einer UV-Lampe (Desaga GmbH, Heidelberg) bel einer
Wellenlange von 366 nm. Die so gewonnenen Fraktionen wurden mittels Rotations-
verdampfer getrocknet, erneut in Methanol oder DM SO aufgenommen und zur Lagerung bei
—18°C in Autosampler-Gewindeflaschen Gberfuhrt.

Tabelle 4 zeigt die Anzahl der Fraktionen je nach Exophiala-Stamm und deren farbliche
Auspragungen im 366 nm- UV- Licht und bel Tageslicht

3.1.5 Diunnschichtchromatographie

Das der Dinnschichtchromatographie zugrunde liegende Trennverfahren beruht ebenfalls auf

der Verteilung eines Stoffgemisches zwischen einer mobilen und einer festen Phase. Die feste
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Phase besteht aus einem sehr feinkdrnigen Kieselgel, welches auf einer Glasplatte aufgetragen
ist (Kieselgel 60-Platten, Merck). Bei der mobilen Phase handelt es sich um ein polares
Laufmittelgemisch, bestehend aus Toluol- Ethylformiat- Ameisensaure im Verhaltnis 10:5:3.
Die zuvor mittels Saulenchromatographie gewonnenen Fraktionen (gelést in Methanol)
wurden am Linomaten (Camag, Muttenz, Schweiz) in einzelnen Banden auf die
Kieselgelplatten aufgetragen (Beispiel-Einstellungen fir 8 Banden je Platte siehe Tabelle 5).

Tabelle5: Einstellungen Linomat IV

Plattenbreite 200 mm
Startposition 18 mm
Bandenbreite 15mm
Abstand zwischen den Banden 6 mm
Geschwindigkeit 6 sec/pl
Volumen 20 ul
Druck Hauptventil > 100 bar
Druck Reduzierventil 4- 5 bar

Anschlie?end wurden die Kieselgelplatten fur 45 Minuten in eine mit Laufmittelgemisch
geséttigte, geschlossene Laufkammer gestellt. Das Laufmittel saugte sich mittels der
Kapillarkréfte an der DC-Platte nach oben. Sobald die aufgetragenen Banden erreicht wurden,
|6sten sich die darin enthaltenen Molekile. Sie waren nun sowohl den Kréaften der stationdren
Phase, als auch den Kréften der mobilen Phase ausgesetzt. Je nach Kréfteverhéltnis entfernten
sich die Molekile unterschiedlich weit von den Ausgangsbanden. Nach Markierung der
Laufmittelgrenze wurden die Kieselgelplatten unter einem Abzug getrocknet. Zur Detektion
der entstandenen Banden wurden die Kieselgelplatten zunéchst unter verschiedenen
Bedingungen fotografiert (Camag Reprostar 3, Camag, Muttenz, Schweiz, Tabelle 6). Die
Berechnung der Rf-Werte der einzelnen Banden im Tagedlicht und im UV-Licht erfolgte mit
dem Computerprogramm Win Cats (Camag, Muttenz, Schweiz). Durch Bedampfen der DC-
Platten mit NH3 (Ammoniaklsung reinst, 33%, Merck) und Salzsdure (Salzsdure rauchend,
37%, Merck) wurde das Verhalten und die Stabilitét der Substanzen in Abhangigkeit vom pH-
Wert Uberprift.
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Die so entstandenen Bandenmuster wurden hinsichtlich der jeweiligen Rf-Werte und ihres
Verhaltens im sauren, basischen und neutralen Bereich, sowie auf Basis ihrer Darstellung bei
Tagedlicht und unter UV-Licht bei 366 nm und 254 nm beurteilt. Somit konnten einige
Substanzen bereits aufgrund dieser optischen Merkmale durch Vergleich mit bereits
bekannten Reinsubstanzen identifiziert werden.

Um eine ldentifizierung der unbekannten Banden zu ermdglichen, erfolgte die praparative
Dunnschichtchromatographie. Die Banden wurden mit Einmalskalpellen ausgekratzt,
anschlieffend mit Moérser und Pistill fein zerkleinert und mit Ethylacetat und Aqua dest.
aufgegossen. Es bildeten sich zwel Phasen: die obere ethylacetathaltige Phase enthielt das
gelbste Pigment, die untere wasserhaltige Phase beinhaltete das ausgefallene Kieselgel. Die
obere Phase wurde mittels Einmal pipette abpipettiert und zur Bindung des Restwassers mit
Natriumsulfat (Fluka Biochemika, Buchs, Schweiz) versetzt. Die Flissigkeit wurde nun
mittels Rotationsverdampfer bis kurz vor der kompletten Trocknung abrotiert. Die nun
erhaltene viskése L 6sung wurde in Autosampler Gberfihrt und unter einem Stickstoffstrom in
einem Techne DRI-Block DB (Thermo Dux, Heidelberg) bei 40° C getrocknet.

Tabelle 6: Bedingungen Camag Reprostar 3

Bild 1 Aufnahme bei Tagedlicht

Bild 2 Aufnahme bei 366 nm

Bild 3 Aufnahme bei 254 nm

Bild 4 Aufnahme bei Tagedlicht nach Bedampfen mit HCI (rauchend, 37%, Merck)
Bild 5 Aufnahme bei 366 nm nach Bedampfen mit HCI

Bild 6 Aufnahme bei Tageslicht nach Bedampfen mit Ammoniak (reinst, Merck)
Bild 7 Aufnahme bei 366 nm nach Bedampfen mit Ammoniak
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Abbildung 3: Kieselgelplatten von Exophiala dermatitidis Mutante Mel-3, Fraktionen F1-F8 bei
Tagedlicht (links) und unter UV- Licht (rechts) im neutralen, sauren und basischen Bereich (von
oben nach unten)
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3.1.6 High Performance Liquid Chromatographie (HPL C)

Die HPLC, auch als Hochleistungs- Flissigchromatographie bezeichnet, diente der weiteren
Auftrennung der zuvor gewonnenen Banden der DC-Fraktionen. Sie sollte die Identifizierung
und Quantifizierung unbekannter Substanzen durch den Vergleich mit bereits bekannten
Reinsubstanzen (Standardisierung) ermdglichen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Arten von HPLC durchgefihrt, die
praparative und die analytische HPLC. Zielsetzung der préparativen HPLC war zunéchst die
Isolierung der Pigmente in definierter Reinheit bei maximaler Menge und minimaler Zeit. Bei
der analytischen HPLC wurde anschlief3end mit geringen Probenmengen gearbeitet mit dem
Ziel der moglichst vollstandigen Auftrennung der Einzelkomponenten der Fraktionen und
ihrer anschlief3enden Identifikation.

3.1.6.1 PraparativeHPLC

Bei der praparativen HPLC handelt es sich um eine reversed-Phase-HPLC. Sie diente der
Trennung der mittels Saulenchromatographie gewonnenen, noch recht komplexen DC-
Banden, die durchschnittlich 5-10 Komponenten enthielten.

Die stationdre Phase bestand aus einer unpolaren LiChrospher- RP8- Sdule (Merck,
Darmstadt, 30x250mm). Demzufolge traten unpolare lipophile Probesubstanzen eher in
Wechselwirkung mit der Saulenfillung als polare hydrophile Substanzen. Die fllssige Phase
bestand aus einem Gemisch aus Wasser und Acetonitril (Ldsungsmittel Gradient Grade,
Merck, Darmstadt), die Flussrate betrug 5 ml/min. Im zeitlichen Verlauf der reversed-Phase-
HPLC nahm der Wassergehalt des Gemisches ab (linearer Gradient von 100 — 0% Wasser
bzw. 0 — 100% Acetonitril Gber 180 Minuten). Lipophile Substanzen verblieben l&nger auf der
Saule als die hydrophilen Substanzen. Zur Erzeugung des Gradienten diente eine Gilson
Masterpumpe M 305, die mit einer weiteren Pumpe gekoppelt war (Gilson Modell 302). Beide
Pumpen waren mit einem préparativen Pumpenkopf mit einer Leistung von 50ml/min
versehen. Die Steuerung erfolgte tber ein Gilson 802-Modul.

Am Ende der Saule erfolgte die Detektion der einzelnen Fraktionen bei 220 nm mittels eines
UV-Detektors (Holochrome, Gilson). Die HPLC-Fraktionen von je 5 ml wurden in einem
Fraktionensammler (Super Frac, Pharmacia Biotech) aufgefangen. Es folgte eine

Zusammenfihrung der Komponenten auf Basis der Retentionszeiten, der Farbe und der
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Fluoreszenz. Die Entfernung der Loésungsmittel wurde durch eine anschlief3ende
Gefriertrocknung erzielt.

Eine weitere Auftrennung erfolgte durch einen erneuten HPLC-Durchlauf, wobei der
Konzentrationsgradient flacher und entsprechend breiter gewahlt wurde. Auch nach diesem
zweiten Durchlauf wurden einige Proben wieder vereinigt und erneut gefriergetrocknet. Im
nachsten Schritt wurde eine Tellprobe der so gewonnenen Fraktionen zur analytischen HPLC

verwendet.

3.1.6.2 AnalytischeHPLC

In der analytischen HPLC wurden Bruchteile der zuvor in der praparativen HPLC
gewonnenen Fraktionen auf ihre Reinheit untersucht.

Die stationére Phase bestand ebenfalls aus einer unpolaren reversed-Phase-Saule (RP-18, 4 x
250 mm, stationare Phase Shandon ODS Hypersil 3 um, Life Science International LTD,
Cheshire, England). Als mobile Phase wurde erneut ein Acetonitril-Wasser-Gemisch
verwendet, wobei die Fludrate 1 ml/min betrug. Im zeitlichen Verlauf der reversed-Phase-
HPLC nahm der Wassergehalt des Gemisches ab (linearer Gradient von 100 — 0% Wasser
bzw. 0 — 100% Acetonitril Uber 100 min). Die Retentionszeiten der Bestandteile konnten
somit Uber den Wasseranteil des Eluenten gesteuert werden. Da dieser zu Beginn der HPLC
bei 100% lag, verblieben die lipophilen Substanzen langer auf der Saule als die hydrophilen
Substanzen.

Der Aufbau des Gradienten erfolgte mittels Hochdruck (Gynkotek Gradientenpumpe 480,
Gynkotek, Germering).

Um einen optimalen Probenauftrag zu gewahrleisten, wurden Autosampler (Alcott Modell
738, Bischoff Analysentechnik, Leonberg) mit einem Volumen von 100 ul verwendet. Am
Ende der Saule erfolgte die Detektion der Fraktionen bel 220 nm (UV-Detektor 785, bai,
Bensheim).

Bei ausreichender Reinheit der gewonnenen Pigmente wurden die Proben zur weiteren
Strukturaufkl&rung unter Stickstoffatmosphére auf Trockeneis an das Institut fur Organische
Chemie der TU Munchen geschickt.
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3.2 Oxidative Burst und Phagozytose

3.2.1 Ve wendete lsolate

Fir alle Versuche beziglich Phagozytose und Oxidative Burst wurden ausschliefdlich der
Wildtyp von Exophiala dermatitidis (ATCC N0.34100) und seine Melaninmangel- Mutante

Mel-3 (ATCC No. 44504) verwendet (siehe Tabelle 1). Die Mutante Mel-3 synthetisiert kein
Mélanin, ihr fehlt somit eine wichtige Schutzfunktion vor der Immunabwehr des Wirtes. Sie
diente aus diesem Grund in alen durchgefihrten Messungen as Kontrollgruppe. Der
Vergleich dieser Kontrolle mit dem Wildtyp ermdéglichte die Untersuchung eines moglichen
Einflusse der Melaninsynthese auf Phagozytose und Oxidative Burst. Die Zugabe der
pigmentierten Tryptophanabbauprodukte ermdglichte die Untersuchung eines mdglichen

Einflusses dieser Pigmente auf Phagozytose und Oxidative Burst.
3.2.2 Anzucht und Kultur

Die Exophiala-Stamme wurden mittels einer sterilen Ose diinn auf SPF-Medium (Merck,
Darmstadt) ausgestrichen und fur 6 Tage bel 32°C im Brutschrank inkubiert. Die weitere
Kultur erfolgte in dem bereits von Schnitzler et a. verwendeten Flissigmedium fir Hefen
(Peltroche-Llacsahuanga et al. 2003d). Dieses Flissigmedium enthalt einen grof3en Anteil an
Yeast Extract, der nachweidich das Wachstum des dimorphen Pilzes in der Hefeform
begunstigt. Dieses einheitliche Wachstum ist Voraussetzung fir eine optimale Messung im
Durchfluf3zytometer. Y east Nitrogen Base enthdlt zahlreiche Stickstoffquellen, unter anderem
auch Tryptophan. Untersuchungen von Mayser et a. haben jedoch gezeigt, dal die
Aminosaure Tryptophan als alleinige Stickstoffquelle vorkommen mul3, um die Synthese der
Indolderivate anzuregen (Mayser et al. 1998b). MOPS acid und MOPS-Salz dienten als Puffer

des Mediums, Glucose a's Energielieferant.

Tabelle 7: Zusammensetzung des FlUssigmediums fir den Phagozytosever such (Schnitzler et al.)

I nhal tsstoff Menge. Hersteller

Y east Extract 50g DIFCO, Michigan
D (+) Glucose 10g Merck, Darmstadt
MOPS- Salz 17,26 g Sigma- Aldrich
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Y east Nitrogen Base 6,79 Sigma Aldrich
MOPS- Acid 1,919 Roth, Karlsruhe
Aquadest. ad 1 Merck

Die Wells einer 6-Well-Platte (Tissue Culture Plate, 6 Well, Flat Bottom, Falcon) wurden
unter sterilen Bedingungen mit 5 ml des Flissigmediums fur Hefen pro Well gefillt. Jeweils
eine Einzelkolonie von Exophaila dermatitidis wurde mit einer sterilen Ose hinzugegeben.
Die Inkubation erfolgte fur 3 Tage bei 32°C im Wasserschittelbad (GFL 1092).

Um lediglich Einzelzellen ohne Akkumulationen zu gewinnen, wurden die Pilzzellen
anschlief3end tber ein Sieb (Cell Strainer 40 um, BD- Falcon) filtriert. Das Filtrat wurde in 50
ml-PP-Rohrchen (Greiner, Labortechnik) verbracht und zweimal bei Raumtemperatur
zentrifugiert (3000Upm, 5 min). Zwischen den Zentrifugationsschritten wurden die Zellen mit

jeweils 5 ml 0,9%iger Natriumchloridlésung (Fresenius Kabi) gewaschen.

3.2.3 Verwendete monoklonale Antikorper zur Identifizierung der neutrophilen

Granulozyten im Dur chflu3zytometer

Zur genauen ldentifizierung der neutrophilen Granulozyten im Durchflu3zytometer wurden
diese in einem Kontrollansatz mit PE-geféarbten, monoklonalen CD 16-Antikdrpern (BD)
markiert. Es wurden 10ul der monoklonalen Antikérper (Konzentration 0,02 mg/ ml) zu 100
ul Vollblut (in 990 ul PBS) gegeben. Nach 45 min. Inkubation im Wasserschiittelbad bei
37°C wurde der Ansatz ebenfals zweimal zentrifugiert (1300 Upm, 10 min) und mit PBS
gewaschen. Anschlie?end wurden die geféarbten Zellen in 500 ul PBS zur Messung im

Durchfluf3zytometer aufgenommen.

3.24 Gewinnung der Tryptophanpigmente zur Untersuchung der Auswirkung

auf die Phagozytose und den Oxidative Bur st

Die zur Pigmentgewinnung verwendeten Referenzstdmme von Exophiala dermatitidis sind
Tabelle 1 zu entnehmen. Sie wurden wie in Kapitel 3.1.2.1 beschrieben zundchst auf
Sel ektivnahrmedium angeziichtet und anschlief3end fir 4 Wochen auf 1b-Agar verbracht.
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Selektiv Agar 6 Tage bei 32°C
ca. 60 Platten

l

1b Agar ‘
190 Platten 4 Wochen bei 32°C

l

Rohextrakt
in 15 ml Methan ol

’

¥

5 ml Rohextrakt 10 ml Rohextrakt

in 5ml DMSO in 10 ml Methanol

l l Saulenchromatographie
Zugabe zur Messung am
Durchfluzytometer Sephadex-Fraktionen
50l Aliquots in 3ml Methanol
¥ ™
2 ml je Sephadex- 1 ml jeSephadex-
Fraktion Fraktionen
in 1ml DMSO

Dinnschichtchromatographie

Zugabe zur Messung am
DurchfluBzytometer
50pl Aliquots

Abbildung 4: Pigmentgewinnung zur Messung ihrer Auswirkung auf den Oxidative Burst am
FACS
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Um eine Quantifizierung des synthetisierten Pigments zu erzielen, wurden 190 1b-Agarplatten
der jewelligen Stdmme von Exophiala zur Gewinnung von Rohextrakten verwendet
(Abbildung 4). Jeder dieser Rohextrakte wurde in insgesamt 15 ml Methanol geldst. 5 ml des
Gemisches wurden im Rotationsverdampfer abrotiert und in 5 ml DM SO aufgenommen, um
anschlief3end in 50 ul-Aliquots den Ansétzen zur durchfluf3zytometrischen Messung beigefligt
zu werden. Die restlichen 10 ml Rohextrakt wurden sdulenchromatographisch aufgereinigt.
Die Einzelfraktionen wurden in 3 ml Methanol gelost, wovon 2 ml der Aliquots zur weiteren
Aufreinigung mittels Dinnschichtchromatographie verwendet wurden. Der verbleibende Rest
von 1 ml wurde mittels Rotationsverdampfer abrotiert und in 1 ml DM SO gel6st und in Form
von 50ul Aliquots fir die Versuche im Durchflusszytometer verwendet.

Zur Zugabe einzelner Banden der saulenchromatographischen Fraktionen wurden 400 ul der
Einzelfraktionen mittels Linomat auf jewells 6 Kieselgelplatten aufgetragen. Anschlief3end
erfolgte eine Trocknung Uber 48h, um Reste des Laufmittels zu entfernen. Es erfolgte eine
Unterteilung der Fraktionen in acht Banden mit einer Breite von 1 cm. Diese Banden der 6
Platten wurden mittels préparativer Dunnschichtchromatographie aufgereinigt und in 300ul
DM SO gel6st. Die Zugabe zu den Versuchen erfolgte in Aliquots von 50ul.

Reinsubstanzen wurden in einer Konzentration von 100pg/ 50ul DM SO hinzugegeben.

3.3 Oxidative Burst

3.3.1 Dihydrorhodamine 123

Als Indikator fur den Oxidative Burst der neutrophilen Granulozyten wurde wie in der Arbeit
von Schnitzler et al. Dihydrorhodamine 123 gewéhlt (Peltroche-Llacsahuanga et a. 2003).
Dihydrorhodamine fluoresziert in seiner Ausgangsform nicht. Bel Inkubation mit Vollblut
diffundiert es in die Mitochondrien der neutrophilen Granulozyten. Dort wird es wahrend des
Oxidative Burst durch die Bildung der Sauerstoffradikale zu Rhodamine oxidiert. Dieses
fluoresziert griin bei einem Absorptionsmaximum von 488 nm. Die Zunahme der Fluoreszenz

in den Granulozyten ist somit ein Mal3 fur den Oxidative Burst.
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3.3.2 Versuchsaufbau Oxidative Bur st

Zunéchst wurden von den gemal3 3.2.2. angeziichteten Stammen von Exophiala dermatitidis
Wildtyp und Mel-3 je 5x10° Zellen in einer modifizierten Neubauer-Zahlkammer
mikroskopisch ausgezadhlt. Sie wurden in je 1ml PBS aufgenommen und mit 1ml
heparinisiertem Vollblut durch vorsichtiges Schwenken der PP-Réhrchen vermischt. Die
Zugabe von Dihydrorhodamine 123 (Sigma-Aldrich) erfolgte in einer Konzentration von 10
mg/l. Die Pigmente wurden in Form von Rohextrakten, einzelnen Sephadex-Fraktionen,
Banden der DC-Platten und as Reinsubstanzen zugegeben. Sie waren hierfr stetsin DM SO
gelést. In jeder Versuchsreihe diente ein Ansatz ohne Pigmente als Kontrolle. Die PP-
Rohrchen wurden bei 37°C im Wasserschiittelbad inkubiert.

Das Verhdltnis der neutrophilen Granulozyten zu den Hefezellen war nach Auszéhlen in der
Neubauer-Zahlkammer etwa bel 1:1. Somit konnte gewéhrleistet werden, dal? bei maximaler
Phagozytoseleistung jeder Granulozyt mindestens eine Pilzzelle phagozytieren konnte. Das
Vollblut stammte aus der jeweiligen Tagesspende der Blutbank des Instituts fir Immunologie
und Transplantationsmedizin in Gief3en von gesunden Spendern im Alter zwischen 20- 40
Jahren.

Nach 0-10-30-60 Minuten wurden jeweils 100ul entnommen und nach Zugabe von 2 mi
kaltem Lysepuffer (Lysisbuffer, 10x concentrate, BD) in PP-Conical-Tubes (15 ml, Falcon)
auf Eis gestellt. Der Lysepuffer bewirkt eine Lyse der Erythrozyten und stoppt die
Granulozytenaktivitdt durch das im Puffer enthaltene Formaldehyd ab. Auch die Kihlung der
Proben auf Eis verhinderte ein weiteres Ablaufen physiologischer Reaktionen. Im Anschluss
an das Abstoppen wurden die Proben zweima mit je 5 ml eiskaltem PBS gewaschen und
zentrifugiert (10 min, 1300Upm).

Zur Messung im Durchflusszytometer wurden die Zellen in 500 pl PBS aufgenommen.

3.4 Phagozytose

3.4.1 Verwendetes Fluorochrom als Marker der Hefezellen fur die Phagozytose-

M essung

Fur die Messung der Phagozytose wurden ebenfalls jeweils 5x10° Zellen von Exophiala
dermatitidis Wildtyp und seiner Mutante Mel-3 in einer modifizierten Neubauer- Zahlkammer

mikroskopisch ausgezadhlt. Sie wurden mit 10 ml isotoner Natriumchloridlésung in ein 50 ml
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PP-Rohrchen Uberfiihrt. Es erfolgte eine Behandlung mittels Ultraschallsonde (VibraCell
75022) Uber zwei Minuten. Ziel dieser Behandlung ist die verbesserte Aufnahme des
Fluoreszenzfarbstoffes zur Messung am Durchfluf3zytometer (Peltroche-Llacsahuanga et al.
2003).

Im Anschluss an die Ultraschallbehandlung wurden die Zellen erneut zentrifugiert (3000
Upm, 10 min) und in 1 ml PBS aufgenommen. Das Anféarben erfolgte mit BCECF-AM
(Sigma-Aldrich). Dieser Farbstoff fluoresziert in seiner Ausgangsform nicht. Nach
intrazelluldrer Aufnahme in die Hefezellen wird BCECF-AM durch eine Esterase zu BCECF
hydrolisiert. BCECF fluoresziert grin bel einem Absorptionsmaximum von 505 nm und
einem Emissionsmaximum von 530-540 nm. Um eine optimale Aufnahme des Farbstoffes zu
gewahrleisten, wurde BCECF-AM in einer Konzentration von 1mol/ | zu den Zellen gegeben
und fur 45 Minuten bei 37°C im Wasserschittel bad inkubiert.

Nach dem Féarben wurden die Pilzzellen erneut zweima mit je 5 ml PBS gewaschen und

zentrifugiert.
3.4.2 Versuchsaufbau Phagozytose

Es wurden 5x10° der mit BCECF-AM gefarbten Zellen von Exophiala dermatitidis Wildtyp
bzw. Mel-3 in 1ml PBS aufgenommen und mit 1ml heparinisiertem Vollblut bei 37°C im
Wasserschittelbad inkubiert. Die Zugabe der Pigmente erfolgte wie in Kapitel 3.3.2
beschrieben. In jeder Versuchsreihe diente ein Ansatz ohne Pigmente als Kontrolle.

Das Abstoppen der Phagozytose und die Lyse der Erythrozyten erfolgte ebenfalls wie in
Kapitel 3.3.2.

Zur Messung im Durchflusszytometer wurden die Zellen in 500 pl PBS aufgenommen.

3.5 Durchflusszytometer

3.5.1 Physikalische Grundlagen

3.5.1.1 Fluoreszenz

Unter Fluoreszenz versteht man die meist rasch abklingende Emission von Licht beim
Ubergang eines elektronisch angeregten Systems in einen Zustand niedrigerer Energie. Die
Anregung erfolgt photometrisch durch Licht einer spezifischen Wellenlange. Dadurch werden
Elektronen auf ein h6heres Energieniveau angehoben. Beim Zurtckfallen in das Grundniveau
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emittieren sie Energie in Form von Photonen. Ein Teil der Energie geht stets in Form von
Warme verloren. Deshalb ist das emittierte Licht immer von niedrigerer Energie und somit

langwelliger als das absorbierte Licht.

3.5.1.2 Streuung

Unter Streuung versteht man eine Richtungsanderung eines Teils der Primérstrahlung durch
Wechselwirkungsprozesse beim Durchgang durch Materie. Beispiele sind die Streuung von
Licht an Atomen oder Feinstaub, von Elektronen an anderen Elektronen oder von Neutronen
an Atomkernen.

Man unterscheidet zwischen elastischer und unelastischer Streuung. Bei der elastischen
Streuung ist die Summe der kinetischen Energie nach dem Stof3 genauso grof3 wie vor dem
Stofl3. Bei der unelastischen Streuung geht ein Teil der Energie in Form von Warme verloren.

Im realen Versuchsaufbau handelt es sich immer um unel astische Streuung.
3.5.2 Prinzip des Durchflusszytometers

(Quelle: Thomas Nebe, Institut fur Klinische Chemie, Klinikum Mannheim)

3.5.2.1 Lichtquelle

Als Lichtquelle am Durchfluf3zytometer dient ein luftgekuhlter Argonlaser. Dieser sendet
monochromatisches Licht der Wellenlange 488 nm aus. Der Lichtstrahl zeichnet sich durch
eine hohe Energiedichte aus und erzeugt demnach ausreichende Signale zur Messung. Im
Querschnitt weist er eine Gaus sche Energieverteilung mit dem Energiemaximum in der Mitte
auf. Mittels Linsensystemen wird er in eine éliptische Form gebracht. Sein kleinster
Durchmesser ist grofler als die zu messenden Partikel, um eine optimale Streuung zu

erreichen.

3.5.2.2 Messkivette

Die Probensuspension wird in eine Messkivette angesaugt. Hiebei teilt sich der
FlUssigkeitsstrom in einen Hull- und einen Probenstrom auf. Durch den héheren Druck des
Hullstroms zieht sich der Probenstrom in der Mitte fadenformig auf. Die darin enthaltenen
Partikel werden dadurch perlschnurartig aufgereiht am Argonlaser vorbeigefihrt. Die
Stromungsverhdtnisse und die Oberflachenbeschaffenheit in der Mefkivette fuhren bei

assymetrischen Partikeln zu einer Orientierung in Richtung Langsachse.
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3.5.2.3 Streuung des Argonlaserstrahls

Der emittierte Argonlaserstrahl wird von den gemessenen Partikeln in unterschiedlicher
Weise gestreut. Mit Detektoren wird einerseits das Streulicht im engen Winkel
(Vorwartsstreulicht) und andererseits das Streulicht im rechten Winkel (Seitwartsstreulicht)
gemessen.

Beim Vorwaértsstreulicht handelt es sich um eine Ablenkung des Laserstrahls von seiner
Geradlinigkeit um +/- 3°. Je grof3er der gemessene Partikel, umso grof3er der Streuwinkel. Es
wird somit als Parameter fur die Partikelgrof3e genutzt. Unter Seitwartsstreuung versteht man
die Ablenkung des Laserstrahls um 90° zur Seite. Diese Streuung ist von der Granularitét und
der Oberfl&chenbeschaffenheit der Partikel abhangig.

3.5.2.4 Fluoreszenz der Partikel

Partikel mit schwacher Priméarfluoreszenz kdnnen zur besseren Detektion und Abgrenzung
von anderen Zellpopulationen mit fluoreszierenden Farbstoffen angefarbt werden. Im
Durchfluzytometer kann eine grine Fluoreszenz, eine gelbe Fluoreszenz und eine rote
Fluoreszenz der Partikel detektiert werden. Beim Einsatz zweier Fluoreszenzfarbstoffe, deren
Spektren sich teilweise Uberschneiden, mussen die entsprechenden Anteile herausgefiltert

werden.

Abbildung 5: Wellenldnge des sichtbaren Lichts (Quelle: FH Kdln)

33



Material und Methoden

In dieser Arbeit wurden die Zellen von Exophiala dermatitidis mit dem griinen
Fluoreszenzfarbstoff BCECF-AM zur Phagozytosemessung angefarbt. Als Indikator fur die
Aktivitét der Granulozyten wurde der grine Farbstoff Dihydrorhodamine 123 elngesetzt.

3.5.25 Detektion des Streulichtsund der Fluoreszenz

Im engen Winkel von +/- 3° werden grof3e Lichtmengen gestreut. Zur Detektion werden
entsprechend einfache Photodioden benutzt. Zur Detektion der Seitwértsstreuung und der
Fluoreszenz im 90° Winkel miissen Blenden und Photomultiplier-Rohren eingesetzt werden.

3.5.2.6 Signalverarbeitung

Jede Stoérung des gradlinig verlaufenden Laserlichts wird als ,,event” bezeichnet. Die Stérke
eines events wird in Volt gemessen, wobei die Spannung zwischen 0,00 und 10,24 Volt liegt.
Die Unterteilung der Messskala erfolgt in 0,01- Schritten, somit werden 1025 Intensitétsstufen
unterschieden.

Die Photonen werden in Strome und anschlief3end in Spannungsimpulse verwandelt. Die
analogen Signale werden verstarkt und schliefdlich in digitale Signale umgewandelt.

3.5.3 Messung im Durchflusszytometer

FL-1| «<——— Photomultiplierrohre
+«—— Bandpassfilter
Dichroter Teiler spiegel

~

I—__I FL-3

Zellsuspension —»

Probe—

SSC

E «— Laser

Abbildung 6: Schema Durchflusszytometer - Streuung des Argonlaserlichtes (Laser) durch die
perlschnurartig aufgereihte Zellsuspension und Messung der Vorwartsstreuung (FSC), der
Seitwartsstreuung (SSC) und ver schiedener Fluoreszenzen (FL-1 bisFL-3).
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Die Messung erfolgte spatestens zwel Stunden nach Ende der Inkubationszeit der Pilzzellen
mit BCECF bzw. mit Dihydrorhodamine im Durchflusszytometer (Becton Dickinson) des
Instituts fir Immunologie und Transplantationsmedizin in Gief3en. Die in 500ul PBS gel6sten
Granulozyten und Pilzzellen wurden hierzu in 5 ml-FACS-Rohrchen (Sarstedt, Numbrecht)
uberfuhrt

3.54 Auswertung

3.5.4.1 Phagozytose-Ansatz

Um die Menge der phagozytierten Pilzzellen durch die neutrophilen Granulozyten zu messen,
wurde zunachst ein Gate um die Granulozyten festgelegt (siehe Abbildung 7). Nach
Aufnahme der angefarbten Pilzzellen in die Granulozyten sollte laut Protokoll der RWTH
Aachen (Peltroche-Llacsahuanga et a. 2003k) eine Zunahme der Fluoreszenz FL-1 im

Granulozytengate mef3bar sein.

SSC-H

10

1.03
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1.01

10°

109 101 102 107 10+
FSC-H

Abbildung 7: Dotplot-Darstellung isolierter neutrophiler humaner Granulozyten mit Gate,
Vorwartsstreulicht (X- Achse) wurde gegen Seitwértsstreulicht (Y- Achse) aufgetragen.

3.5.4.2 Oxidative Burst
In einer Dotplot-Darstellung wurde die Vorwaértsstreuung als Parameter fur die Grol3e der
gemessenen Partikel gegen die Seitwértsstreuung als Granularitdtsparameter aufgetragen. Um

die Zunahme der FL-1 durch die Bildung von Rhodamine im Bereich der neutrophilen
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Granulozyten zu messen, wurde ein entsprechendes Gate festgel egt. Eine GrofRenzunahme der
Granulozyten nach Phagozytose der Hefezellen erforderte ein grofl3ziigig gewahltes Gate.

Alle sogenannten , events‘, welche in das Gate fielen, wurden in einer zweiten Darstellung
aufgetragen, wobel die Abszisse mit der FL-1 und die Ordinate mit der FSC-H belegt wurden.
Das Anlegen von vier Quadranten erfolgte so, dal3 im oberen linken Quadranten alle
neutrophilen Granulozyten zu liegen kamen, die noch keine Sauerstoffradikale gebildet
hatten. Dementsprechend fielen in den oberen rechten Quadranten alle Granulozyten, die
bereits Radikale gebildet hatten (Abbildung 9). Mit Hilfe des Cellquest-Programms am
Durchflusszytometer wurde der geometrische Mittelwert des oberen rechten Quadranten

berechnet.

.

S3CH

1023
F=iZ-H

Abbildung 8: Dotplot- Darstellung von lysiertem Vollblut mit Granulozytengate:
A=Zédltrimmer, B=M onozyten, C=Lymphozyten, D=Granulozyten

.

FSC-H

10° 107 102 10° 10*

Abbildung 9: Neutrophile Granulozyten aus lysiertem Vollblut
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3.6 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse wurden als Median + Standardabweichung vom Median aus n verschiedenen
Messungen dargestellt. Eine Normalverteilung wurde vorausgesetzt und die Daten wurden
durch einen zweiseitigen Student-t-Test analysiert. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von
p<0,05 wurde as satistisch signifikant, und eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,01
wurde al's statistisch hochsignifikant angesehen. Die Erfassung der Daten sowie die Erstellung
der Grafiken erfolgte mit Microsoft Excel 2000.
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4 Ergebnisse

4.1 Pigmentisolierung bei Exophiala dermatitidis

Zur Pigmentisolierung standen der Wildtyp von E. dermatitidis und seine
M el aninmangel mutanten Mel-1 und Mel-3 zur Verfigung (Tabelle 1). Bereits nach 3-4 Tagen
der vierwochigen Inkubationszeit zeigte sich eine Braunfarbung des 1b-Minimalagars. Diese
Braunfarbung verstérkte sich noch weiter bis zum Ende der Inkubationszeit und sprach fur
eine intensive Indolalkaloid-Synthese bei Exophiala dermatitidis. Desweiteren sprach die
vergleichsweise grofie Menge an 15 ml gewonnenem Rohextrakt aus 190 Agarplatten fur eine
hohe Syntheseleistung. Bel alen Nahrbodenschalen der Spezies konnte eine deutliche gelb-
grune Fluoreszenz im UV-Licht (366 nm) beobachtet werden.

Der melaninbildende Wildtyp, seine zur Synthese von Scytalone und Carotenoiden befdhigte
Mutante Mel-1, sowie die zur Melaninbildung nicht mehr befahigte Mutante Mel-3
unterschieden sich weder in der Menge an gebildetem Rohextrakt, noch in der Intensitét der

Braunfarbung.
4.1.1 Exophiala dermatitidis Wildtyp (AT CC No0.34100)

Nach Auftrennung des Rohextraktes durch Saulenchromatographie konnten finf verschiedene
Fraktionen gewonnen werden. Sie wiesen auf den Kieselgelplatten nach
Dunnschichtchromatographie sowohl bel Tagedlicht als auch im UV-Licht (254 nm und 366
nm) ein breites Spektrum an unterschiedlichen Banden auf (Abbildung 10 und Abbildung 11).
In der vorangegangenen Arbeit von Nies (2006) konnte das bel Tagedlicht gelbe Indolderivat
Pityriacitrin bel 13 Isolaten von Exophiala dermatitidis mittels vergleichender
Dunnschichtchromatographie nachgewiesen werden. Ein Nachweis im Wildtyp gelang bisher
noch nicht. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die gelben Banden mit einem Rf-Wert von 0,19
in den Fraktionen 2,3,4 mittels préparativer DUnnschichtchromatographie weiter aufgereinigt.
Die Elutionszeit in der anschliel?enden HPLC betrug 63-64 Minuten. Wie bereits aus
vorangegangenen Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Prof. Mayser bekannt, ist dies ein
Charakteristikum von Pityriacitrin. Somit gelang erstmals der Nachwel's dieses Indolderivates

im Wildtyp von E. dermatitidis.
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Eine rote Bande in Fraktion 4 lief3 aufgrund ihres errechneten Rf- Wertes von 0,38 und der
farblichen Intensitét das bereits aus anderen Pilzen bekannte Pityriarubin C vermuten. Sie
wurde ebenfalls diinnschichtchromatographisch weiter aufgereinigt. Bei der anschlief3enden
HPL C betrug die Elutionszeit 85 Minuten, ein Charakteristikum der vermuteten Substanz. Die
strukturelle Analyse mittels Spektroskopie in der TU Munchen fihrte zur erstmaligen
Identifizierung von Pityriarubin C bel Exophiala dermatitidis.

Die violetten Banden in den Fraktionen 3 und 4 mit einem Rf- Wert von 0,54 wurden
ebenfalls mittels praparativer DC und HPLC weliter aufgereinigt und zur Spektroskopie nach

M Unchen geschickt. Es handelt sich um ein Gemisch aus Exophialin und Desoxyexophialin.

v

Exophialin +Desoxyexophialin

v

Pityriarubin C

v

Pityriacitrin

Abbildung 10: DC-Platte Wildtyp von Exophiala dermatitidis (ATCC N0.34100) bel Tagedslicht

Pityriacitrin

Abbildung 11: DC-Platte Wildtyp von Exophiala dermatitidis (ATCC N0.34100) im UV-Licht
(366 nm)
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4.1.2 Exophiala dermatitidisMel-1 (ATCC No. 44502)

Nach Auftrennung des Rohextraktes durch Saulenchromatographie konnten sieben
verschiedene Fraktionen gewonnen werden (Abbildung 12 und Abbildung 13). Sie wiesen auf
der DC-Platte bei Tagedlicht ein deutlich geringeres Spektrum an Banden im Vergleich zum
Wildtyp auf. Die Banden dieser Mutante sind vorrangig von violetter bzw. gelber Farbe. Das

rote Indolderivat Pityriarubin ist auf den DC-Platten nicht zu erkennen.

v

Exophialin

v

Exophialin

—— Pityriacitrin

Abbildung 12: DC-Platte von Exophiala dermatitidisMel-1 (ATCC No. 44502) bei Tagedlicht

Pityriacitrin

Abbildung 13: DC-Platte von Exophiala dermatitidis Mel-1 (ATCC No. 44502) im UV-Licht bei
366 nm
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Nies (2006) gelang erstmals der Nachweis von Pityriacitrin bel dieser Mutante mittels
vergleichender Dinnschichtchromatographie. Die bei Tageslicht gelbe Substanz mit einem
Rf-Wert von 0,23 konnte auch im Rahmen dieser Arbeit aus der Fraktion 6 mittels
préparativer Dinnschichtchromatographie aufgereinigt werden. Aufgrund der Elutionszeit
von 63-64 Minuten in der HPLC konnte die Synthese der Substanz durch Mel-1 bestétigt
werden.

Auch das von Nies (2006) erstmals isolierte violette Exophialin mit einem Rf-Wert von 0,37
aus den Fraktionen 4,5 konnte erneut bestétigt werden. Desweiteren wurden zwei violette

Banden aus denselben Fraktionen mit einem Rf-Wert von 0,56 als Exophialin identifiziert.
4.1.3 Exophiala dermatitidis Mel-3 (ATCC No. 44504)

Die sdulenchromatographische Auftrennung des Rohextraktes der Melanin-freien Mutante
fuhrte zur Gewinnung von acht verschiedenen Fraktionen (Abbildung 14 und Abbildung 15).
Sie weisen im Vergleich zur Mutante Mel-1 ein vielfdtigeres Spektrum an Banden im
Tagedlicht und im UV-Licht (254 und 366 nm) auf.

Auch hier konnte die von Nies (2006) mittels vergleichender DC bereits identifizierte
Substanz Pityriacitrin (Rf= 0,16) in den Fraktionen 3,5 mittels préparativer DC und HPLC
bestétigt werden.

Eine aufféllig violette Bande in Fraktion 4 mit einem Rf- Wert von 0,56 wurde mittels
préparativer Dunnschichtchromatographie aufgereinigt. Die Elutionszeit in der HPLC betrug
92 Minuten. Aus diesem Grund konnte Exophialin erstmals in der Mutante Mel-3 von
Exophiala dermatitidis vermutet werden. Die nachfolgenden Untersuchung mittels
Spektroskopie in der TU Minchen bestdtigten diesen Verdacht. Exophiain wurde erstmals
von Nies (2006) in der Mutante Mel-1 nachgewiesen.

In den Fraktionen 5,6,7 wurden die deutlich roten Banden mit einem Rf-Wert von 0,39 mit
den Ublichen Verfahren aufbereitet. Aufgrund der Elutionszeit in der HPLC von 85 Minuten
konnte das Indolderivat Pitryriarubin C erstmals auch in einer Mutante von Exophiala
dermatitidis nachgewiesen werden.

Zwei weitere rote Banden in den Fraktionen 5,6 mit einem Rf-Wert von 0,19 bzw. 0,29 lief3en
Pityriarubin A bzw. B vermuten. Der Nachweisin der HPLC war jedoch aufgrund zu geringer

Mengen nicht moglich.
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» Exophialin

— Pityriarubin C

A

-+ Pityriarubin B

v

Pityriarubin A

v

Pityriacitrin

Abbildung 14: DC-Platte von Exophiala dermatitidis M el-3 (AT CC No0.44504) bei Tageslicht

Pityriacitrin

Abbildung 15: DC-Platte von Exophiala dermatitidis Mel-3 (ATCC No0.44504) im UV-Licht bei
366 nm

4.2 Phagozytose
Zur Phagozytosemessung wurden die Hefezellen von Exophiala dermatitidis Wildtyp und

Mel-3 mit BCECF-AM angefarbt. Damit eine optimale Aufnahme des Farbstoffes in die
Zellen gewdhrleistet war, erfolgte zundchst eine Behandlung der Zellen mittels

42



Ergebnisse

Ultraschallsonde (Kapitel 3.4.1). Nach intrazelluldrer Aufnahme wird BCECF-AM durch eine
Esterase zu BCECF hydrolisiert, welches eine grine Fluoreszenz aufweist. Mit einem
Emissionsmaximum von 530-540 nm kann diese grine Fluoreszenz im FL-1-Kanal des

Durchflusszytometers gemessen werden.

4.3 Vorversuche

Es wurde zunéchst untersucht, ob sich die Pilzzellen von Exophiala dermatitidis gleichméaliig
mit BCECF-AM anférben. Eine gleichmallige Fluoreszenz der Zellen in ausreichender
Intensitdt ist die Grundvoraussetzung fur die Messung der Phagozytose im
Durchflusszytometer.

Abbildung 16 zeigt die Histogramme der Pilzzellen vom Wildtyp nach Messung im
Durchflusszytometer. Auf der Abszisse ist die FL-1 aufgetragen, auf der Ordinate die Anzahl
der gezahlten Ereignisse. Im linken Bild ist die Messung von ungefarbten Pilzzellen zu sehen,
sie weisen lediglich eine schwache Primérfluoreszenz im FL-1-Kanal auf. Nach Anférbung
der Zellen mit BCECF-AM ist im rechten Bild eine deutliche Rechtsverschiebung der Kurve

Zu sehen.

Counts

64

Counts

64

W‘\\P

il

'1 |

i
il

i !

e M S -LMLM.!{!#!":'?\_‘H' . ...'.{‘_"!wmu.___.-__,.‘_
100 10t 102 108 104 10° 10t 102 108 100

FL-1 FL-1

Abbildung 16: Histogramm E. dermatitidis Wildtyp ungeféarbt (links), nach Anfarben mit
BCECF-AM (rechts)

Abbildung 17 zeigt das Histogramm der Zellen der Melaninmangel-Mutante Mel-3. Die
Rechtsverschiebung der Kurve nach Anférben mit BCECF-AM ist noch deutlicher zu

erkennen as beim Wildtyp. Hierfir konnte das beim Wildtyp in den Zellmembranen
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eingelagerte Melanin verantwortlich gemacht werden, welches die Emission des grinen

Farbstoffes beim Wildtyp verringerte.

Counts Counts
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100. .....101 . v . 0 e o

FL-1

Abbildung 17:Histogramm E. dermatitidis M el-3 ungefarbt (links), nach Anféarben mit BCECF-
AM (rechts)

Neben der durchflusszytometrischen Beurteilung der Pilzzellen wurden desweiteren die
neutrophilen Granulozyten beurteilt. Sie stammten aus Vollblut-EDTA-Proben aus der
Tagesspende des Ingtituts fir Transfusionsmedizin des Uniklinikums Gief3en. Die Spender
waren stets gesund und in einem Alter zwischen 20-40 Jahren. Eine Einversténdniserklarung
der Spender zur Verwendung ihres Blutes fUr Forschungszwecke wurde im Rahmen des
Aufnahmebogens zur Blutspende unterschrieben und liegt dem Institut vor.

SSC-H
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Abbildung 18: Dotplot-Darstellung neutrophiler Granulozyten mit Gate, Vorwartsstreuung
(Abszisse) wur de gegen die Seitwértsstreuung (Ordinate) aufgetragen
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Abbildung 18 zeigt die Dotplot-Darstellung der neutrophilen Granulozyten nach
Erythrozytenlyse. Auf der Abszisse ist die Vorwartstreuung als Mal3 fur die GrofRe
aufgetragen und auf der Ordinate die Seitwértsstreuung als Mal3 fur die Granularitét. Beide
Parameter der Zellen sind physiologisch. Alle Zellen aulerhalb der kompakten Dotplot-
Wolke sind Zelltrimmer. lhre geringe Anzahl spricht for eine hohe Vitalitét der

Granulozyten.
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Abbildung 19: Dotplot-Dar stellung E. dermatitidis Wildtyp mit Granulozyten-Gate
(aus Abbildung 18)
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Abbildung 20: Dotplot-Darstellung E. dermatitidis M el-3 mit Granulozyten-Gate
(aus Abbildung 18)
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Abbildung 19 zeigt die Dotplot-Darstellung der Pilzzellen des Wildtyps mit dem
Granulozyten-Gate. Auch hier sind die FSC auf der Abszisse und die SSC auf der Ordinate
aufgetragen. Ein Grofdteil der Population ist von gleicher Grof3e und Granularitét wie die
neutrophilen Granulozyten. Auch die Hefezellen der Mutante Mel-3 unterscheiden sich in
einer solchen Dotplot-Darstellung nicht von den Zellen des Wildtyps (Abbildung 19 und
Abbildung 20). Eine Unterscheidung der Pilzpopulationen von der Population der
Granulozyten war somit nicht moéglich. Dementsprechend ist die Fluoreszenzzunahme im
Granulozytengate kein sinnvoller Parameter fir die Phagozytose. Selbst Zellen, die noch nicht
phagozytiert wurden, kommen im Granul ozytengate zu liegen.

Abbildung 21 zeigt die Dotplotdarstellung neutrophiler Granulozyten nach Erythrozytenlyse.
Hierbei wurde die Fluoreszenz gegen die Granularitdt aufgetragen. Die geféarbten Pilzzellen
von Exophiala dermatitidis Wildtyp und seiner Mutante Mel-3 stellen sich im selben Bereich
dar (Abbildung 22) Eine Unterscheidung der Populationen war demnach auch in dieser
Darstellung nicht moglich.

Die Menge der durch die Granulozyten phagozytierten gefarbten Pilzzellen kann nur
festgestellt werden, wenn sich die beiden Zellpopulationen anhand der Grofe oder der
Granularitat im Durchflusszytometer unterscheiden lassen. Dies ist bei den Zellen von
Exophiala dermatitidis und den neutrophilen humanen Granulozyten nicht gegeben. Sie
gleichen sich sowohl in der Granularitét, als auch in der Grof3e.

Die grune Fluoreszenz FL-1 kann demnach sowohl von den geférbten, noch nicht
phagozytierten Pilzzellen stammen, als auch von bereits phagozytierten Pilzzellen nach

intrazelluldrer Aufnahme in die Granulozyten.
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Abbildung 21: Dotplot-Dar stellung neutr ophile Granulozyten
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Abbildung 22: Dotplot-Darstellung geféarbter Pilzzellen von E. dermatitidis Wildtyp (links) und
Mel-3 (rechts)

4.4 OxidativeBurst

Um die Anregung der Sauerstoffradikalbildung durch Exophiala dermatitidis in den
neutrophilen Granulozyten zu messen, wurden die Hefezellen der Mutante Mel-3 mit
humanem Vollblut inkubiert. Als Indikator fir den Burst diente Dihydrorhodamine 123,
welches durch die gebildeten Sauerstoffradikale zu Rhodamine oxidiert wird. Die Analyse
erfolgte am Durchflusszytometer. In einer Dotplot-Darstellung wurde die Vorwartsstreuung
als Parameter fUr die Grofle der gemessenen Partikel gegen die Seitwartsstreuung als
Granularitatsparameter aufgetragen. Nach Erythrozytenlyse des Vollbluts koénnen im
Durchfluf3zytometer drei verschiedenen Zellpopulationen und die Zelltrimmer unterschieden
werden (Abbildung 23). Die Granulozyten stellen sich as grof¥flachige Wolke mit hoher
Granularitét dar, wobei ein Teil der Zellen von Exophiala dermatitidis ebenfalls in diese
Wolke fallen. Die Monozyten und die Lymphozyten haben eine geringere Granularitét als die
Granulozyten. Die Zelltrimmer stellen sich as kleine Partikel mit geringer Granularitét da.
Um die Zunahme der griinen Fluoreszenz durch die Bildung von Rhodamine im Bereich der
neutrophilen Granulozyten zu messen, wurde ein entsprechendes Gate festgelegt. Eine
Grolenzunahme der Granulozyten nach Phagozytose der Hefezellen erforderte ein grof3ziigig
gewdhltes Gate.
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Abbildung 23: Dotplot-Darstellung von lysiertem Voallblut (links) und nach Inkubation mit E.
dermatitidis Mel-3 (rechts); A=Zelltrimmer, B=M onozyten, C=Lymphozyten, D=Granulozyten,
E=E.dermatitidis M el-3
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Abbildung 24: Neutrophile Granulozyten auslysiertem Vollblut

Alle ,events*, welche in das Gate fielen, wurden in einer zweiten Darstellung aufgetragen,
wobei die Abszisse mit der grinen Fluoreszenz und die Ordinate mit der Vorwartsstreuung
belegt wurden. Wiein

Abbildung 24 zu sehen, fallen die neutrophilen Granulozyten zum Zeitpunkt O Minuten in den
oberen linken Quadranten. Je mehr Sauerstoffradikale gebildet werden, umso weliter
verschiebt sich die Population in den oberen rechten Quadranten. Dementsprechend konnte
der geometrische Mittelwert des oberen rechten Quadranten als Mal3 fur den Oxidative Burst
berechnet werden.
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4.4.1 EinfluR der Melaninsynthese auf den Oxidative Burst

In Abbildung 25 ist der geometrischen Mittelwert der FL-1 nach 0-10-30-60 Minuten
Inkubationszeit dargestellt. Es wurde der Wildtyp mit der Mutante Mel-3 verglichen. Bel
beiden Stdmmen nahm die FL-1 im Verlauf der Inkubationszeit von 60 Minuten gleichméafdig
zu. Das Mittel der Fluoreszenz lag beim Wildtyp in allen Zeitstufen deutlich unter dem Mittel
bei der Mutante Mel-3. Der Unterschied zwischen den beiden Stdmmen war bereits zum
Zeitpunkt O Minuten signifikant. Zum Zeitpunkt 10-30-60 Minuten war die
Fluoreszenzentwicklung beim Wildtyp hochsignifikant niedriger als bei der Mutante Mel-3.
In den Ansdtzen mit dem Wildtyp wurden demnach deutlich weniger Sauerstoffradikale
gebildet.
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Abbildung 25: Vergleich Oxidative Burst von E. dermatitidis Wildtyp und Mel-3

4.4.2 Einflu® von DM SO auf den Oxidative Burst

Alle Pigmente waren fur die Versuche zum Oxidative Burst in DMSO gel6st. Aus diesem
Grund wurde die Wirkung von DM SO auf die ROS-Synthese untersucht. Abbildung 26 zeigt
den geometrischen Mittelwert der FL-1 im Verlauf der Inkubationszeit von 60 Minuten. Zur

Kontrolle wurden alein Zellen der Mutante Mel-3 mit Vollblut inkubiert. Sie wurde dem
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gleichen Ansatz unter Zugabe von 50ul DMSO gegnubergestellt. Es zeigte sich kein
signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und den Proben mit DM SO.
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Abbildung 26: Einfluf3 von DM SO auf den Oxidative Bur st

4.4.3 Einflul der Tryptophan-abgeleiteten Pigmente von E. dermatitidis Mel-3
auf den Oxidative Burst

Fur alle Versuche zum Einflufd der Tryptophanpigmente auf den Oxidative Burst wurde zur
Aktivierung der Granulozyten die Mutante Mel-3 verwendet. Sie synthetisiert im
Flissigmedium fir Hefen keine Indolderivate. Desweiteren ist sie nicht zur Melaninsynthese
befahigt und kann sich im Vergleich zum Wildtyp schlechter vor dem Burst schitzen. Aus
diesem Grund diente die Burstaktivitét in den neutrophilen Granulozyten nach Inkubation mit
diesem Stamm stets als Kontrolle. Die Tryptophanpigmente wurden in Form von
Rohextrakten, als Sephadex-Fraktionen, Banden der DC-Platten und in Reinform
hinzugegeben.
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4.4.3.1 Einflul der Rohextrakte auf den Oxidative Bur st

Die Rohextrakte von jeweils 190 Agarplatten von E. dermatitidis Wildtyp, Mel-1, Mel-3 und
Mel-4 wurden in DM SO gel6st. In den einzelnen Untersuchungen wurden jeweils 50l dieser

Pigmentgemische hinzu gegeben.
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Abbildung 27: Einfluss von Exophiala dermatitidis Rohextrakt Mel-3 auf den Oxidative Bur st

Abbildung 27 zeigt den geometrischen Mittelwert der griinen Fluoreszenz im Verlauf von 60
Minuten Inkubationszeit. Es wurde der Einfluss des Rohextraktes von Mel-3 mit der
Kontrolle verglichen. Sowohl bel der Kontrolle, als auch in den Ansdtzen mit 50ul Rohextrakt
der Mutante Mel-3 war eine Zunahme der Fluoreszenz FL-1 im Verlaufe der Inkubationszeit
Zu beobachten. Wahrend der ersten Sekunden der Inkubationszeit zeigte die Fluoreszenz in
den neutrophilen Granulozyten in beiden Ansdtzen keinen signifikanten Unterschied
(Abbildung 27). Ein signifikanter Unterschied zeigte sich bereits nach 10 Minuten
Inkubationszeit. Die Bildung von Rhodamine in den Proben mit Rohextrakt war im Vergleich
zur Kontrolle wesentlich geringer. Dies spricht fir eine schnell wirksame Schutzfunktion der
im Rohextrakt enthaltenen Tryptophanpigmente vor der ROS-Synthese.

In den néchsten Zeitstufen nach 30 und 60 Minuten Inkubationszeit nahm der geometrische

Mittelwert der FL-1 in den Proben mit Rohextrakt nur noch geringfigig zu. Im Gegensatz
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dazu stieg die Fluoreszenz in den Referenzmessungen proportional zur verstreichenden Zeit.
Der Unterschied zwischen den beiden Versuchsansétzen war nach 30 und 60 Minuten
Inkubationszeit hochsignifikant.

Abbildung 28 zeigt exemplarisch die Dotplot-Darstellungen von Mel-3 ohne und mit
Rohextrakt im zeitlichen Verlauf. Es wurde die Fluoreszenz gegen die Grél3e der gemessenen
Partikel aufgetragen. Bereits zum Zeitpunkt O Minuten war in beiden Proben eine
Rechtsverschiebung der Zellpopulation zu sehen. Die Bildung der Sauerstoffradikale lief
demnach schon innerhalb weniger Sekunden ab und fihrte zur Bildung von Rhodamine.
Bereits nach 10 Minuten Inkubationszeit wurde der Unterschied zwischen den beiden Proben
deutlich. In der Probe ohne Rohextrakt fluoreszierten nahezu alle Granulozyten, wahrend in
der Probe mit Rohextrakt deutlich weniger Rhodamine gebildet wurde. Dieser Unterschied

verstarkte sich im weiteren zeitlichen Verlauf noch.
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Abbildung 28: Ablauf des Oxidative Burst nach Aktivierung durch Zellen der Mutante Méel-3
ohne Schutz durch den Rohextrakt Mel-3 (links) und mit Schutz durch den Rohextrakt Mel-3

(rechts) nach unter schiedlichen I nkubationszeiten (0-10-30-60 Minuten)
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Abbildung 29: Ablauf des Oxidative Burst nach Aktivierung durch Zellen der Mutante Mel-3
ohne Schutz durch den Rohextrakt des Wildtyps (Balken hell) und mit Schutz durch den

Rohextrakt des Wildtyps (Balken dunkel) nach unterschiedlichen Inkubationszeiten (0-10-30-60
Minuten)

Der Rohextrakt des Wildtyps hemmte die Bildung von Rhodamine wie in Abbildung 29 zu
sehen, ebenfalls in alen Zeitstufen. Allerdings konnte nur nach 60 Minuten Inkubationszeit

ein signifikanter Unterschied zum Referenzansatz festgestellt werden.
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Abbildung 30: Ablauf des Oxidative Burst nach Aktivierung durch Zellen der Mutante Mel-3
ohne Schutz durch den Rohextrakt Mel-1 (Balken hell) und mit Schutz durch den Rohextrakt
Mel-1 (Balken dunkel) nach unter schiedlichen I nkubationszeiten (0-10-30-60 Minuten)
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Abbildung 31: Ablauf des Oxidative Burst nach Aktivierung durch Zellen der Mutante Méel-3
ohne Schutz durch den Rohextrakt Mel-4 (Balken hell) und mit Schutz durch den Rohextrakt
Mel-4 (Balken dunkel) nach unter schiedlichen I nkubationszeiten (0-10-30-60 Minuten)

In zwel Versuchsreihen mit den Rohextrakten der Mutanten Mel-1 und Mel-4 von Exophiala
dermatitidis zeigte sich eine Tendenz in alen Zeitstufen, die Sauerstoffradikalbildung im
Vergleich zur Kontrollgruppe zu unterdriicken (Abbildung 30 und Abbildung 31).

4.4.3.2 Einflul der Sephadex-Fraktionen auf den Oxidative Bur st

Die aus dem hoch wirksamen Rohextrakt von E. dermatitidis Mel-3 mittels
Saulenchromatographie weiter aufgereinigten und so gewonnenen Einzelfraktionen wurden in
DMSO gelost. Es wurden jeweils 50ul dieser Einzelfraktionen zum Gesamtansatz mit Mel-3
hinzugeflgt, um ihre Auswirkung auf die ROS- Synthese zu untersuchen.

Abbildung 32 zeigt den geometrischen Mittelwert der griinen Fluoreszenz zum Zeitpunkt
0-60 Minuten. Insgesamt wurde der Einfluf3 der Pigmentgemische der Fraktionen 1-8 auf die
Bildung von Rhodamine untersucht und mit der tblichen Kontrolle verglichen. Die Bildung
von Rhodamine war in den Proben mit den Fraktionen 2,6,7 bereits nach O Minuten deutlich
niedriger als bei der Kontrolle. Dieser Unterschied war in den Proben mit Pigmentgemisch
der Fraktion 2 hochsignifikant.

Nach 10 Minuten Inkubationszeit unterschieden sich die Fraktionen eins und sechs
signifikant, die Fraktion zwei hochsignifikant von der Kontrolle. Nach 30 Minuten wurde die
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Bildung von Rhodamine durch die Fraktionen zwei und sechs hochsignifikant unterdriickt.
Der Unterschied zwischen den Referenzmessungen und den Fraktionen eins und sieben war in
dieser Zeitstufe signifikant.

Nach 60 Minuten unterdriickten die Sephadex- Fraktionen 1,2,4,5,6,7 den Oxidative Burst
hochsignifikant. Die Fraktionen drei und acht zeigten in keiner Zeitstufe eine signifikante

Hemmung der Rhodaminbildung.
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Abbildung 32: Ablauf des Oxidative Burst nach Aktivierung durch E.dermatitidis-Zellen der
Mutante Mel-3 ohne Schutz durch die Fraktionen F1-F8 Mel-3 (Balkenl hell) und mit Schutz
durch F1-F8 (Balken 2-9) nach 0 — 60 Minuten I nkubationszeit. (n=8; *=p<0,05; **=p<0,01)

Die Fraktionen zwei und sechs von E. dermatitidis Mel-3 zeigten in allen Zeitstufen die
stérkste Unterdrickung der Bildung von Rhodamine im Vergleich zur Kontrolle. Die
Inhaltsstoffe dieser Fraktionen erwiesen sich as die potentesten Hemmstoffe der ROS-
Synthese in den neutrophilen Granulozyten. Die Unterdriickung durch die darin enthaltenen

Substanzen fand bereits nach wenigen Sekunden der Inkubation statt. Eine toxische Wirkung
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der Fraktionen konnte ausgeschlossen werden, da die Zellen sowohl mikroskopisch, als auch

in der Dot- Plot- Darstellung unverandert waren.
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Abbildung 33: Ablauf des Oxidative Burst nach Aktivierung durch E.dermatitidis-Zellen der
Mutante Mel-3 ohne Schutz durch die Fraktionen F1-F5 Wildtyp (Balken 1 hell) und mit
Schutz durch F1-F5 (Balken 2-6) nach 0,10,30,60 Minuten Inkubationszeit

Da sich das Pigmentgemisch des E. dermatitidis Wildtyps im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls

as potenter Hemmstoff des Oxidative Burst erwiesen hat, wurden die funf Einzelfraktionen
wie oben beschrieben, getestet (Abbildung 33). Die Zugabe der Fraktion eins verhinderte
nahezu vollstandig die Synthese von Sauerstoffradikalen. Die Fraktionen drel bis funf fuhrten

ebenfalls zu einer starken Hemmung des Oxidative Burst, Fraktion zwei hatte nur einen

maidigen Einfluss.

4.4.3.3 Einfluld der DC-Banden von Mel-3 auf den Oxidative Bur st

Die Fraktion 6 (Mel-3) wurde, wie in Abbildung 34 zu sehen, in Banden von 1 cm Lange

aufgeteilt. Diese Banden wurden nach Aufbereitung hinsichtlich ihrer Wirkung auf die

Bildung von Rhodamine im Vollblutansatz untersucht. Dieses Verfahren diente zur

Annaherung an die potenten Hemmstoffe des Oxidative Burst.
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Abbildung 34: Unterteilung der Sephadex- Fraktion F6 der Mutante Mel-3in einzelne
Banden B1-B8

Abbildung 35 zeigt den geometrischen Mittelwert der FL-1 im zeitlichen Verlauf von 60
Minuten Inkubationszeit. Die Inhatsstoffe der Banden 5-8 hemmten deutlich die Zunahme
der grinen Fluoreszenz in allen Zeitstufen. Die einzige bekannte Substanz im Bereich dieser
Banden ist das Pityriarubin C in Bande 6. In Bande 7 fiel neben zahlreichen Fluorochromen
eine unbekannte prominente Bande von grauer Farbe (Anthrazit) im Tageslicht mit einem
errechneten Rf- Wert von 0,50 auf. Bereits in verschwindend geringen Mengen erwies sich
die in dieser Bande enthaltene Substanz als potenter Inhibitor des Oxidative Burst. Eine
toxische Wirkung konnte nach mikroskopischer Kontrolle der Morphologie der Leukozyten
ausgeschlossen werden. Zur erwinschten ldentifikation dieses neuen Pigments und fir
weitere Messungen seiner Wirkung wurden 800 Tryptophanagar-Platten der Mutante Mel-3
angeztchtet und die graue Substanz wurde mittels préparativer DC aufgereinigt. In der HPLC
konnte die Substanz weiter aufgetrennt werden. Die anschlief3ende Zugabe der aufgereinigten
Substanz zum Vollblutansatz fihrte zu einer deutlichen Unterdriickung der Bildung von
Rhodamine im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 36) Eine weitere Analyse des hoch
wirksamen Stoffes in der TU Minchen und weitere Messungen am Durchflusszytometer

waren jedoch aufgrund zu geringer Substanzmenge nicht moglich.
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Abbildung 35: Ablauf des Oxidative Burst nach Aktivierung durch E.dermatitidis-Zellen der
Mutante Mel-3 ohne Schutz durch die Banden B1-B8 der F6 Mel-3 (Balken 1 hell) und mit
Schutz durch B1-B8 (Balken 2-9) nach unter schiedlicher I nkubationszeit (0-10-30-60 Minuten)
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Abbildung 36: Einflu der aus Fraktion F6 der E.dermatitidis-Mutante Mel-3 gewonnenen

grauen Substanz (Rf 0 0,50) auf den Oxidative Burst
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Abbildung 37: Ablauf des Oxidative Burst nach Aktivierung durch E.dermatitidis-Zellen der
Mutante Mel-3 ohne Schutz durch die Banden B1-B8 der F2 Md-3 (Balkenl hell) und mit
Schutz durch B1-B8 (Balken 2-9) nach unter schiedlicher I nkubationszeit (0-10-30-60 Minuten)

Neben dem Einflul der Banden B1-B8 der Fraktion F6 (Mel-3) wurden die Banden der
Fraktion F2 (Mel-3) in einem einmaligen Versuch untersucht. Abbildung 37 zeigt den
geometrischen Mittelwert der FL-1 im zeitlichen Verlauf von 60 Minuten Inkubationszeit.
Die Inhaltsstoffe der Banden 1,4,5 hemmten die Zunahme der grinen Fluoreszenz in allen
Zeitstufen.

4434 EinfluR der Reinsubstanzen auf den Oxidative Bur st

Von weiterem Interesse hinsichtlich ihrer Wirkung auf den Burst waren die bereits bekannten
Substanzen Pityriarubin C, Exophialin und Malassezin.

Fur Pityriarubin C war bereits in einer vorangegangenen Arbeit im Modell ein Einfluld auf die
ROS- Synthese gezeigt worden (Kramer et al. 2005). Eine mégliche Hemmung der ROS-
Synthese des Indolderivats im Vollblutansatz wurde bisher noch nicht untersucht. Die
Wirkung des in grof3en Mengen von Exophiala dermatitidis synthetisierten Exophialins ist
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bislang noch véllig ungeklért. Das erstmals in Malassezia entdeckte Pigment Malassezin

fUhrte zu Apoptose in humanen Melanozyten (Kramer et al. 2005).
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Abbildung 38: Einflu3 von Exophialin auf den Oxidative Burst
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Abbildung 39: Einflu von Malassezin auf den Oxidative Burst
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Abbildung 40: Einfluf3 von Pityriarubin C auf den Oxidative Bur st

Die Zugabe der Pigmente erfolgte in einer Konzentration von 100ug Reinsubstanz pro 50ul
DMSO je Ansatz. Trotz dieser grof3en Menge an Pigmenten war zwischen Kontrolle ohne und
Test-Ansdtzen mit Pigmenten kein signifikanter Unterschied festzustellen (Abbildung38-40).
Fur Exophialin lag der geometrische Mittelwert der FI-1 zwar in allen Zeitstufen deutlich
unter dem Mittelwert der Kontrolle, signifikant war die Hemmung der ROS-Synthese jedoch
in keinem Fall. Eine dhnliche Tendenz war nach Zugabe von Pityriarubin C zu erkennen
(Abbildung 40). Hier war der Unterschied lediglich nach 60 Minuten deutlich zu sehen. Die
Zugabe von Malassezin fuhrte zu keiner sichtbaren Hemmung der ROS- Synthese, der
geometrische Mittelwert der FL-1 lag nach 10, 30 und 60 Minuten sogar eher tber dem der
Kontrolle (Abbildung 39).
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5 Diskussion

Die Synthese von Pigmenten und Fluorochromen durch Kultivierung von Pilzen auf einem
Minimalagar mit Tryptophan as einziger Stickstoffquelle wurde erstmals bel Malassezia
furfur beschrieben (Mayser et a. 1998).

Im Jahr 2004 wurden im Rahmen ener Dissertation zahlreiche weitere Stdmme von
Malassezia hinsichtlich ihrer Fahigkeit zu einer solchen Pigmentbildung untersucht, wobei
nur Malassezia furfur und Malassezia pachydermatis zur Bildung von pigmentierten
Tryptophanabbauprodukten befahigt waren. Die Lipidquelle des Nahrbodens hatte keinen
Einflu auf diesen vollig neuen Stoffwechselweg und erwies sich somit als austauschbar.
Dartber hinaus wurde festgestellt, dal?3 strukturell dhnliche Stickstoffquellen (Tryptamin,
Serotonin, Gramin) die Hefen nicht zur Pigmentproduktion anregen konnten (Mayser et al.
2004).

In vivo kénnte der Zustand, bei dem lediglich Tryptophan als alleinige Stickstoffquelle auf der
Haut zur Verfiigung steht, das Ergebnis exzessiven Schwitzens sein (Liappis et a. 1979).

Die Verstoffwechselung des Tryptophans zur Pigmentsynthese erfolgt auf zwel verschiedene
Arten. Entweder wird der Pyrrolring des Indols (2,3-Benzopyrrol) gedffnet und es werden
Ommochrome  mittels  Polyketidsynthasen gebildet (Phenoxazin-Ommochrom-
Stoffwechselweg), oder der Indolring bleibt erhaten und es werden die sogenannten
Indolderivate synthetisiert. Als Indolderivate konnten bis heute u.a. Malassezin, Pityriacitrin,
Pityrialakton, Pityriaanhydrid, Pityriarubine A-C, Exophiain, sowie Malassezia-Indol A
beschrieben werden (Mayser et al. 2002, Mayser et al. 2003, Irlinger et a. 2004, Kramer et al.
2005, Nies 2006, Mayser et a. 2007).

Zusétzlich zur strukturellen Analyse dieser vallig neuen Pigmente liegen flr einige bereits
Daten Uber ihre moglichen Funktionen vor. Pityriacitrin stellt durch seine komplexe
Ringstruktur einen potenten UV-Filter dar. Es wurde erstmals aus Malassezia furfur isoliert
(Mayser et a. 2002). FUr das ebenfalls erstmals in Malassezia entdeckte Pigment Malassezin
wurde eine apoptotische Wirkung in humanen Melanozyten nachgewiesen (Kramer et al.
2005). Pityriarubin, welches in Pilzen wie Candida glabrata (Mayser et al. 2007) und
Malassezia furfur (Irlinger et al. 2004) nachgewiesen wurde, weist eine Schutzwirkung vor
der ROS- Synthese auf (Kramer et al. 2005). Pityrialakton konnte fur die gelb-griine
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Fluoreszenz unter der Wood schen Lampe der betroffenen Hautareale bei Pityriasis versicolor
verantwortlich gemacht werden (Mayser et al. 2003).

Weitere Untersuchungen sollten kléren, ob es sich bei dem durch Tryptophan angeregten
Stoffwechselweg um einen bel Pilzen weit verbreiteten Stoffwechselweg handelt. Mayer
(2008) wies die Synthese der Indolderivate Pityriacitrin und Pityriarubin erstmals im
pflanzenpathogenen Pilz Ustilago nach. Bei 17 von 27 untersuchten Stdmmen konnte eine
Pigmentsynthese nachgewiesen werden. Nies (2006) beschrieb Pityriacitrin erstmalig bei 13
I solaten von Exophiala.

Einige Stémme von Exophiala dermatitidis sind neben der Synthese der Indolderivate auch
zur Melaninsynthese befahigt. Melanin erwies sich als potenter Schutz vor dem Killing als
Folge von Phagozytose und Oxidative Burst neutrophiler Granulozyten (Peltroche-
Llacsahuanga et al. 2003).

Erkenntnisse von Zuther et a. (2008) haben gezeigt, dal3 das von Ustilago mayids
synthetisierte Pigmentspektrum die Tryptophanmetabolite enthdlt, welche vermutlich im
Zusammenhang mit der Atiologie der Pityriasis versicolor stehen. Aus diesem Grund kann der
vollstandig sequenzierte Maisbrandpilz fortan als Modell zur Untersuchung der Biosynthese
der Tryptophanpigmente fungieren. Es konnte gezeigt werden, dal3 in der Pigmentsynthese
von Ustilago maydis lediglich der erste Schritt von Tryptophan zu Indolpyruvat enzymatisch
durch eine Aminotransferase (TAM-1) katalysiert ist.

Fir drel der bereits bekannten Pigmente konnte eine spontane Entstehung aus Indolpyruvat
und Tryptophan bewiesen werden. Pityriacitrin entstand in sterilen Losungen, die lediglich
aus Tryptophan und Indolpyruvat bestanden. Es wird eine Kondensation der beiden Stoffe
vermutet, die Uber weitere Zwischenschritte zur Entstehung von Pityriacitrin fuhrt. Auch
Pityriarubin C entstand in Spuren aus Indolpyruvat und Tryptophan. Pityriaanhydrid formierte

sich sowohl in diesen Losungen, als auch in Losungen, die lediglich Indolpyruvat enthielten.

Die vorliegende Arbeit sollte zunéachst die Arbeit von Nies fortfihren und somit stand die
weitere strukturelle Aufklarung der Pigmente von Exophiala dermatitidis Wildtyp und seinen
Mutanten im Fokus. Die Ergebnisse von Zuther et al. (2008) zur spontanen Entstehung der
Tryptophanderivate aus Indolpyruvat und Tryptophan wurden erst nach Abschlul® der
Pigmentisolierung im Rahmen dieser Dissertation vertffentlicht. Die Isolierung von
Pityriacitrin aus allen von Nies und in dieser Arbeit untersuchten Stdmmen von Exophiala

bestétigte die Ergebnisse von Zuther et al. zur spontanen Entstehung dieses Pigments. Auch
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Mayer (2008) konnte Pityriacitrin aus alen zur Tryptophanpigmentsynthese befdhigten
Ustilago- Stéammen isolieren.

Pityriarubin C konnte nur aus Exophiala dermatitidis Wildtyp und seiner Mutante Mel-3
isoliert werden. Auf den DC-Platten von Mel-1 konnte keine rote Bande mit einem Rf-Wert
von 0,38 nachgewiesen werden. Auch bel den Untersuchungen von Ustilago wurde
Pityriarubin nicht in allen zur Synthese befdhigten Stdmmen gefunden. Eine spontane
Entstehung der Pityriarubine ist demnach unwahrscheinlich.

Die von Nies erstmalsin Mel-1 isolierte, bislang noch vollig unbekannte Substanz Exophialin
wurde im Zuge dieser Arbeit nun auch im Wildtyp und der Mutante Mel-3 nachgewiesen.
Dartiber hinaus konnte aus derselben Bande mit einem Rf-Wert von 0,54 auf der DC-Platte
des Wildtyps neben Exophialin auch Desoxyexophialin isoliert werden. Exophialin entsteht
durch Kondensation von Flaviolin aus dem Melaninstoffwechselweg und Indol-3-Essigsdure
zu einem instabilen Zwischenprodukt, aus dem nach Ringschlu? Exophiain und seine
Abkommlinge Desoxyexophialin und Exophialapyruvat hervorgehen. Eine Kondensation der
beiden Substanzen ohne enzymatische Katalysierung ist nicht méglich und eine spontane
Entstehung von Exophialin kann somit ausgeschlossen werden. Auch die Tatsache, dai3 die
Substanz bislang nur in Exophiala dermatitidis nachgewiesen wurde, spricht gegen eine
spontane Entstehung.

Insgesamt unterschieden sich die Pigmentspektren der drei untersuchten Stdmme von
Exophiala dermatitidis deutlich. Die DC-Platte des Wildtyps zeigte neben den bereits
identifizierten Substanzen ein breites Spektrum an Banden mit unterschiedlichen farblichen
Auspragungen und unterschiedlichen Rf-Werten. Betrachtet man die
dinnschi chtchromatographischen Platten der beiden Mutanten Mel-3 und Mel-1, so féllt eine
wesentlich geringere Vielfalt an bei Tageslicht sichtbaren Substanzen im Vergleich zum
Wildtyp auf. Auch in der Anzahl der Fraktionen nach sdulenchromatographischer
Auftrennung unterschieden sich die untersuchten Mutanten vom Wildtyp. Alleine im Zuge
dieser Arbeit, in deren Verlauf die DC-Platten immer wieder in neuen Ansdizen
nachproduziert wurden, war das optische Ergebnisimmer wieder reproduzierbar.

Ahnlich waren die Ergebnisse der Untersuchungen des Tryptophan-Pigmentspektrums von 17
Ustilago-Stdmmen durch Mayer (2008). Jeder Stamm wies ein individuelles, reproduzierbares
Bild auf den DC-Platten auf.

Bisher konnte eine spontane Entstehung der Tryptophanpigmente nur fur Pityriacitrin und

Pityrialakton  bewiesen werden. Das unterschiedliche Bild der Dunnschicht-
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chromatographieplatten und die Reproduzierbarkeit dieser Unterschiede stellt eine Entstehung
aler Tryptophanpigmente auf spontanem Weg in Frage. Dementsprechend erwies sich die
Untersuchung der Mutanten im Vergleich zum Wildtyp von Exophiala dermatitidis auch nach
den neuen Erkenntnissen von Zuther et al. (2008) zur Biosynthese der Tryptophanpigmente

assinnvoll.

Neben der strukturellen Analyse des Pigmentspektrums von Exophiala dermatitidis sollte die
Auswirkung der Indolderivate auf die Phagozytose und den Oxidative Burst mittels
Durchflusszytometer untersucht werden.

Infektionen mit dem Schwaérzepilz beschrénken sich meist in Form von Phaeohyphomykosen
oder Chromoblastomykosen auf die Haut. Einige Fallberichte beschreiben jedoch eine
systemische Ausbreitung des Pilzes mit ausgepragtem Neurotropismus. Oftmals wird die
Infektion erst in sehr fortgeschrittenen systemischen Stadien diagnostiziert, da die Patienten
zunéchst nahezu beschwerdefrel sind. Dies spricht fir Mechanismen des Pilzes, das
Immunsystem seines Wirtes zu unterdriicken. Ziel dieser Arbeit war es, einen Beitrag zur
Aufklarung der Pathogenitéat von Exophiala dermatitidis zu leisten.

Bisherige Untersuchungen zur Pathogenitét beschrénken sich auf die Funktion des Melanins,
das eine wichtige Rolle bel Infektionen mit Exophiala dermatitidis spielt. 1987 infizierten
Dixon et a. Albinoméuse intravents mit Zellen von Exophiala dermatitidis Wildtyp und
Mel-3 und konnten Melanin erstmals as Virulenzfaktor von Exophiala beschreiben. Die
Mortalitét lag nach Infektion mit dem Wildtyp bei 100%, nach Infektion mit Mel-3 betrug sie
nach 21 Tagen 0% (Dixon et al. 1987). Ahnliche Ergebnisse erlangten Kwon-Chung et al.
bereits 1982 bel der Untersuchung der Virulenz einer Melaninmangelmutante von
Cryptococcus neoformans (Kwon-Chung et a. 1982). Wang et a konnten 1995 erstmals eine
Schutzwirkung des Melanins vor der Antikorper-vermittelten Phagozytose zeigen (Wang et
al. 1995). 2004 konnten Schnitzler et al. eine wesentlich hohere Killing-Rate der Mutante
Mel-3 im Vergleich zum melaninhaltigen Wildtyp als Folge des Oxidative Burst nachweisen
(Peltroche-Llacsahuanga et al. 2003). Grund fur die hohere Pathogenitét der melaninhaltigen
Stdmme von Exophiala dermatitidis und Cryptococcus neoformans ist die Neutralisation von
Oxidantien der korpereigenen Abwehrzellen (Hypochlorid, Permanganate).

Die Rolle der Indolderivate in der Pathogenitdt von Exophiala dermatitidis ist bisher
weitgehend ungeklart. Fir Pityriarubin konnte bereits eine suppressive Wirkung auf den
Oxidative Burst nachgewiesen werden (Kramer et al. 2005). In dieser Arbeit wurde das
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komplette Tryptophan-Pigmentspektrum von Exophiala dermatitidis Wildtyp und seinen
Mutanten Mel-1, Mel-3 und Mel-4 hinsichtlich einer Wirkung auf den Oxidative Burst
untersucht.

Zunéchst sollte die bereits im Institut fir Mikrobiologie der RWTH Aachen angewandte
Methode zur Messung von Phagozytose und Oxidative Burst am Durchfluf3zytometer etabliert
werden (Peltroche-Llacsahuanga et al. 2003). Das Protokoll wurde so modifiziert, dal3 eine
Messung des Einflusses der Tryptophanpigmente von Exophiala dermatitidis auf die ROS-
Synthese in den neutrophilen Granulozyten moglich wurde.

Zur Phagozytosemessung wurden die Zellen von Exophiala dermatitidis Wildtyp und Mel-3
in einem Speziaflissignahrmedium angezlchtet. Ziel war die Gewinnung der Zellen des
dimorphen Pilzes in der Hefeform, um eine gleichmaliige Anfarbung zu erméglichen. Nach 3-
4 Tagen Inkubationszeit konnte diese Hefeform mikroskopisch bestdtigt werden. Die
Anférbung der Pilzzellen erfolgte mit dem griin fluoreszierenden Farbstoff BCECF-AM, der
bereits mit Erfolg von verschiedenen Autoren zur Messung der Wechselwirkung zwischen
Mikroorganismen und Granulozyten verwendet wurde (Peltroche-Llacsahuanga et al. 2003).
Der Farbstoff eignet sich deshalb gut fur derartige Studien, da er in die Hefezellen
hineindiffundiert und somit zu keiner Veranderung der Oberfldchenmerkmale fuhrt. Die
Wechselwirkung zwischen den Pilzzellen und den Granulozyten bleibt demnach unverandert.
Des Weiteren bleibt die Vitalitét der Zellen erhalten (Podbielski et al. 1996, Schnitzler et al.
1995). Die Z€llen des Wildtyps und der Mutante Mel-3 féarbten sich nach Behandlung mittels
Ultraschallsonde sehr gleichméfdig an, allerdings fluoreszierten die Zellen des melanisierten
Wildtyps deutlich schwécher nach intrazellulérer Aufnahme von BCECF- AM als die Zellen
der Mutante Mel-3. Hierfir konnte von Schnitzler et al. (1999) das in den Zellmembranen
eingelagerte Melanin verantwortlich gemacht werden, welches die Absorption des
Argonlasers und die Emission des griinen Farbstoffes verringerte.

In dieser Arbeit wurde heparinisiertes Vollblut verwendet, da eine Isolierung der
Granulozyten mittels Dextran-Sedimentation nachweislich zu einer Aktivierung der
Granulozyten fuhrt (Podbielski et al. 1996, Schnitzler et al. 1999). Die bei hohen
Heparinkonzentrationen bekannte Hemmung der Phagozytose konnte durch eine
Konzentration von 10 I.E pro ml ausgeschlossen werden (Peltroche-Llacsahuanga et al.
2003).

Um die Anzahl der phagozytierten Zellen am Durchflusszytometer nach der Methode der

RWTH Aachen zu messen, muf3 eine Unterscheidung der Pilzzellen von den neutrophilen
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Granulozyten anhand der Grof3e (FSC) oder der Granularitét (SSC) moglich sein. Ausgehend
von zwel unterschiedlichen Zellpopulationen zum Zeitpunkt O Minuten wéare demnach eine
Abnahme der freilen gefarbten Hefezellen bei gleichzeitiger Zunahme der fluoreszierenden
Granulozyten nach 10-30-60 Minuten zu messen.

Weder die Zellpopulation des Wildtyps von Exophiala dermatitidis, noch die der Mutante
Mel-3 lieffen sich jedoch mit Hilfe der Grof3e oder Granularitét hinreichend am
Durchflusszytometer von den neutrophilen Granulozyten unterscheiden. Beide Stéamme
wurden unserem Labor bereits fur die Arbeit von Nies vom Uniklinikum RWTH Aachen
freundlicherweise zur Verfugung gestellt und schon im Vorfeld sequenziert. Eine mdgliche
Kontamination konnte durch mikroskopische Untersuchung ausgeschlossen werden, des
Weiteren wiesen Wildtyp und Mel-3 ein morphol ogisch nahezu identisches Bild bezogen auf
GroRRe und Granularitdt im Durchflusszytometer auf. Die Zellen waren wahrend des gesamten
Versuches in isotoner Kochsazlésung beziehungsweise PBS gelost, wodurch eine
Veranderung der Morphologie durch osmotische Schwankungen ausgeschlossen werden
konnte.

Bei den gegebenen Eigenschaften der Zellpopulationen war lediglich die Messung der
Abnahme der nicht fluoreszierenden neutrophilen Granulozyten mdglich. Allerdingsist diese
Aussage ohne eine Messung der Zunahme der fluoreszierenden Granulozyten nach
Assoziation mit den Pilzzellen wertlos.

Eine Messung der Phagozytose nach dem Protokoll der RWTH Aachen war demnach durch
aleiniges Anférben der Hefezellen mit BCECF-AM unmdglich. Um die beiden Populationen
effektiv zu unterscheiden, mufdten die Granulozyten ebenfalls mit einem Fluoreszenzfarbstoff
angeférbt werden, der allerdings nicht im FL-1-Kanal gemessen wird. Pattanapanyasat et a
beschreiben 2007 eine durchflusszytometrische Messung der Phagozytoseaktivitét nach
Inkubation von Candida albicans mit Vollblut pédiatrischer Patienten. Die Granulozyten
wurden mit PE-konjugierten monoklonalen anti-CD-13 Antikorpern markiert, die Pilzzellen
wurden ebenfalls mit BCECF-AM gefarbt. In einem zwei-Farben-Diagramm konnten somit
die rot-fluoreszierenden Granulozyten von den griin-fluoreszierenden Pil zzellen unterschieden
werden. Erste Messungen der Phagozytose nach dem Protokoll von Pattanapanyasat et al
wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit bereits durchgefihrt. In einer Dotplot-
Darstellung wurde die grine Fluoreszenz auf der Abszisse aufgetragen, die rote Fluoreszenz
auf der Ordinate. Die Unterteilung der Darstellung in vier Quadranten erlaubte die

Unterscheidung der Pilzzellen von den Granulozyten und eine Abgrenzung der beiden
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Populationen von Pilzzellen, die bereits phagozytiert wurden. Die Methode wird derzeit in der
Arbeitsgruppe von Prof. Mayser etabliert.

Zur Messung der ROS-Synthese der Granulozyten am Durchflusszytometer wurden die
Zellen des Wildtyps von Exophiala dermatitidis und die seiner Mutante Mel-3 ebenfalls nach
dem Protokoll der RWTH Aachen in einem Speziaflissigndhrmedium angezichtet. Eine
Synthese der Tryptophanmetabolite konnte ausgeschlossen werden, da in einer
vorausgegangenen Arbeit festgestellt wurde, dass Tryptophan hierzu als alleinige
Stichstoffquelle vorhanden sein mul3 (Mayser et al. 1998).

Die Synthese der Sauerstoffradikale in den Granulozyten erfolgt Gber die Aktivierung der
NADPH-Oxidase. Sie kann sowohl intrazellula& in Phagosomen erfolgen, as auch
extrazelluldr. Dihydrorhodamine 123 wird durch die gebildeten Radikale zu Rhodamine
oxidiert, welches grin fluoresziert und als Indikator fir den Oxidative Burst diente.

Es wurde zunéchst die Burst-Aktivitéat in den Granulozyten nach Inkubation mit Zellen des
melanisierten Wildtyps von Exophiala dermatitidis mit der Burst-Aktivitdt nach Inkubation
mit Zellen der Mutante Mel-3 verglichen. Bereits Peltroche-Llacsahuanga et al. (2003)
konnten eine schitzende Wirkung des Melanins vor den Auswirkungen des Burst zeigen, da
sich die beiden Stdmme signifikant im Killing unterschieden. In dieser Arbeit gelang es
erstmals, eine Schutzwirkung des Melanins vor dem Oxidative Burst direkt im Vollblutansatz
zu zeigen. Die Burst-Aktivitédt der Granulozyten nach Inkubation mit Zellen des Wildtyps lag
bereits zum Zeitpunkt O Minuten, also nach wenigen Sekunden der Inkubation, signifikant
unter der Aktivitdt nach Inkubation mit den Zellen der Mutante Mel-3. In allen anderen
Zeitstufen war dieser Unterschied hochsignifikant.

Granulozyten sind die am Haufigsten anzutreffenden Zellen des Immunsystems in mit
Schwaérzepilzen infizierten Arealen. Aus diesem Grund spielen sie eine entscheidende Rolle
fur die weitere Ausbreitung der Pilze im Korper. Die Unterdrickung dieser
Abwehrmechanismen innerhalb weniger Sekunden durch Melanin stellt somit einen
entscheidenden Beitrag zum Grad der Virulenz des Pilzes dar. Bereits 2001 konnte eine
hohere Virulenz des Wildtyp-Stammes im Vergleich zur weif3en Mutante in einem Maus-
Infektionsmodell nachgewiesen werden (Feng et al. 2001). Auch die beschriebenen klinischen
Falle von generalisierter Ausbreitung des Wildtyps von Exophiala dermatitidis bestétigen die
hohe Invasivitdt des Stammes. Die im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesene hochpotente
Unterdriickung des Oxidative Burst innerhalb weniger Sekunden durch Melanin stellt eine
logische Erklérung fir diese klinischen Beobachtungen dar.
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Der Rohextrakt von Exophiala dermatitidis Mel-3 stellt ein Gemisch aller Tryptophanderivate
des Pilzes gel6st in DM SO dar. Dieses Pigmentgemisch inhibierte die ROS-Synthese nach 10
Minuten signifikant, nach 30 und 60 Minuten hochsignifikant, was fir eine potente Wirkung
einzelner Bestandteile oder der Kombination dieser spricht. Eine signifikante Hemmung der
Sauerstoffradikal synthese durch DM SO konnte ausgeschl ossen werden.

Auch der Rohextrakt des Wildtyps unterdriickte den Burst signifikant im Vergleich zur
Kontrollgruppe, allerdings war dieser Unterschied erst nach 60 Minuten zu verzeichnen.

Fir die Gewinnung der Rohextrakte der beiden Stamme wurde die gleiche Anzahl an
Tryptophanagarplatten und die gleiche Verdinnung in DMSO verwendet. Eine geringere
Pigmentsynthese des Wildtyps muss dennoch as eine mogliche Erklarung fur die weniger
intensive Wirkung des Rohextraktes auf die Sauerstoffradikalsynthese in Betracht gezogen
werden. Andererseits konnte die Mutante Mel-3 ein wirksameres Pigmentspektrum
synthetisieren, was den Melaninmangel und die damit verbundene geringere Virulenz
ausgleicht.

Alle vier untersuchten Rohextrakte hatten Einflul} auf die Intensitdt des Oxidative Burst,
wobei das Pigmentgemisch der Melanin-freien Mutante Mel-3 die stérkste Wirkung hatte. Ihr
fehlt ganzlich die Fahigkeit zur Melaninsynthese, wohingegen die anderen Mutanten zur
Synthese von Vorstufen des Melanins befahigt sind. M6glicherweise kompensiert sie diesen
Defekt durch die Synthese héher wirksamer Substanzen.

Die Rohextrakte von Mel-1 und Mel-4 zeigten ebenfals eine Tendenz zur Hemmung der
ROS-Synthese. Eine Untersuchung dieser Pigmentspektren hinsichtlich ihrer Wirkung auf die
Sauerstoffradikal synthese wére deshalb in einer nachfolgenden Arbeit von Interesse.

Um die besonders potenten Hemmstoffe aus dem Gemisch herauszufinden, wurden die
Pigmente nach Auftrennung durch Saulenchromatographie hinsichtlich ihrer Wirkung auf die
ROS-Synthese untersucht. Die Fraktionen zwei und sechs der insgesamt acht Fraktionen von
E. dermatitidis Mel-3 erwiesen sich as die starksten Hemmstoffe. Keinerlei Auswirkung auf
den Oxidative Burst hatten die Fraktionen drei und acht.

Es konnte demnach gezeigt werden, dal3 bestimmte Stoffe aus einzelnen Fraktionen von Mel-
3 offenbar fur die potente Schutzwirkung vor der Immunantwort des Wirtes verantwortlich
sind. Die deutlichen Unterschiede zwischen den Fraktionen waren stets reproduzierbar. Es
erfolgte eine weitere Anndherung an die wirksamen Substanzen und anschlief3end die Zugabe

von Reinsubstanzen.
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Kramer et al. (2005) konnte erstmals eine Unterdriickung des Oxidative Burst durch die von
Malassezia furfur synthetisierten Pityrarubine im Modell nachweisen. Die ROS-Synthese in
den neutrophilen Granulozyten wurde jeweils mit Calciumionophor A23187, IL-3, FMLF und
PE stimuliert. Eine Hemmung der ROS-Synthese auf Ebene der Proteinkinase C durch
Arcyriarubin A war bereits bekannt. Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit der Pityriarubine
mit Arcyriarubin C konnte eine Hemmung der Sauerstoffradikalesynthese durch die
Pityriarubine vermutet werden. Die Pityriarubine hemmten die ROS-Synthese nach
Stimulation mit 1L-3, A23 und FMLF, wobei Pityriarubin C die stdrkste Hemmung
verursachte. Keine Hemmung erfolgte nach Stimulation mit PE oder partikuldren
Stimulantien wie Zymosan. Die Schluf3folgerung der vorliegenden Arbeit war, dald die
Pityriarubine an einer Stelle im Reaktionsweg von IL-3 oder FMLF angreifen, da es sich bei
A23 um einen unspezifischen Ca-Aktivator handelt. Mit dem Hintergrund dieser neuen
Erkenntnisse sollte im Zuge dieser Dissertation eine mogliche Wirksamkeit der Pityriarubine
auf die ROS-Synthese im Vollblutansatz Gberprift werden. Selbst in hohen Konzentrationen
zeigte Pityriarubin C jedoch keinen signifikanten Einflul3. Somit kann eine signifikante
Wirkung dieser Stoffgruppe auf den Oxidative Burst im Vollblutansatz ausgeschlossen
werden. Vermutlich handelt es sich bel den Pilzzellen um partikuléare Stimulantien des
Oxidative Burst.

Nies et al. (2006) konnten erstmals die Synthese des vollig neuartigen Stoffes Exophiain in
Exophiala dermatitidis Mel-1 nachweisen. In der vorliegenden Arbeit konnten Exophialin und
Derivate von Exophialin auch aus dem Wildtyp und der Mutante Mel-3 isoliert werden. Die
Funktion dieser Substanzen ist bisher vollig unbekannt und aus diesem Grund wurde die
Auswirkung von Exophialin auf die ROS-Synthese untersucht. Es zeigte sich allerdings selbst
in hohen Konzentrationen keine signifikante Hemmung der Sauerstoffradikalsynthese in den
Granulozyten im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Malassezin fuhrt zur Apoptose in Melanozyten und konnte somit fir die unpigmentierten
Hautareale bel der Pityriasis versicolor verantwortlich gemacht werden (Kramer et al. 2005).
Im Rahmen dieser Arbeit wurde diese Substanz erstmals hinsichtlich einer moglichen
Auswirkung auf den Oxidative Burst untersucht. Es konnte jedoch selbst in hohen
Konzentrationen keine signifikante Hemmung des Burst festgestel It werden.

Eine bisher vollig unbekannte graue Substanz aus E. dermatitidis Mel-3 mit einem Rf-Wert
von 0,50 hemmte hingegen die ROS-Synthese deutlich. Diese Substanz konnte fur die potente
Wirkung der Tryptophanpigment-Gemische in Frage kommen. Eine strukturelle Analyse war
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leider nicht moglich, da das Grau nur in verschwindend geringen Mengen synthetisiert wurde.
Diese Tatsache spricht ebenfalls dafiir, dass es sich um einen hochpotenten Hemmstoff der
Sauerstoffradikal synthese handeln koénnte. Eine weitere Aufarbeitung dieses Stoffes in einer

nachfolgenden Arbeit ware demzufolge von besonderem Interesse.
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6 Zusammenfassung

Indolderivate wurden von der Arbeitsgruppe um Prof. Mayser 1998 erstmals bei der Hefe
Malassezia furfur beschrieben, bei der sie vermutlich in eéinem klinischen Zusammenhang mit
der Hautkrankheit Pityriasis versicolor stehen. Im Jahr 2006 konnten Nies et al. solche
Indolderivate erstmals bel Exophiala dermatitidis nachweisen. Ziel der vorliegenden Arbeit
war die vergleichende Untersuchung der Pigmentspektren verschiedener Stdmme von
Exophiala dermatitidis und ihre Uberprifung auf eine mogliche Rolle in der Pathogenese von
Exophial a-der matitidis-I nfektionen.

Hierfir wurden der Wildtyp und seine Mutanten Mel-1, Me-3 und Me-4 zur
Pigmentsynthese auf 1b-Minimalagar angezlichtet. Nach vierwoéchiger Wachstumsphase
wurde das dabei entstandene Pigment als Rohextrakt gewonnen, durch chromatographische
Methoden vorgereinigt, sowie einzelne farbige Bestandtelle weiter aufgereinigt. Die
Stukturaufklérung isolierter Reinsubstanzen erfolgte an der TU Minchen. Grundlage zur
Untersuchung des Oxidative Burst stellte der von Schnitzler et al. (1999) etablierte
Vollblutansatz mit Dihydrorhodamine 123 a's Indikator fur die Sauerstoffradikal synthese von
neutrophilen Granulozyten dar. Die anschlief3ende Messung erfolgte am Durchfluf3zytometer.

Im Rahmen der Untersuchung der Pigmentspektren konnte beim Wildtyp von Exophiala
dermatitidis erstmals die Synthese von Pityriacitrin, Pityriarubin C, Exophialin und
Desoxyexophialin nachgewiesen werden.

Fir die Mutante Me-1 konnte erstmals das bisang nur durch vergleichende DC
nachgewiesene Pityriacitrin in der HPLC, sowie durch Analyse der TU Miunchen bestatigt
werden. Desweiteren konnte Exophialin aus zwei violetten Banden mit einem Rf-Wert von
0,38 und 0,56 isoliert werden.

Unter den Syntheseprodukten der Mutante Mel-3 wurde erstmals Exophialin, Pityriarubin C
und Pityriacitrin nachgewiesen.

Beim Vergleich des Wildtyps von Exophiala dermatitidis mit seiner Melaninmangel-M utante
Mel-3 hinsichtlich ihrer Auswirkung auf den Oxidative Burst in Vollblutproben konnte eine
deutliche Hemmung des Oxidative Burst durch den Wildtyp gegeniber Mel-3 aufgezeigt
werden. Dies |al%t den Ruckschlul3 auf eine deutliche Schutzwirkung des vom Wildtyp

synthetisierten Melanins vor der ROS-Synthese zu.
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Zusammenfassung

Auch die untersuchten Pigment-Rohextrakte von Wildtyp, Mel-1, Mel-3 und Mel-4 hatten alle
eine hemmende Wirkung auf die ROS-Synthese, wobel der Rohextrakt von Mel-3 den
stérksten Einfluf3 hatte.

Bei den Sephadex-Fraktionen der Mutante Mel-3 ergaben unterschiedliche Einfllsse auf die
ROS-Synthese. Die Fraktionen zwei und sechs zeigten in allen Zeitstufen zwischen 0 und 60
Minuten die stérkste Unterdriickung, wohingegen bei den Fraktionen drei und acht zu keinem
Zeitpunkt Auswirkungen auf die ROS-Synthese beobachtet wurden.

Nach welterer Unterteilung der hemmenden Fraktion sechs der Mutante Mel-3 mittels
préparativer DUnnschichtchromatographie in acht Banden konnte eine deutliche Hemmung
des Oxidative Burst durch die Banden 5-8 verzeichnet werden. In diesem Bereich kam neben
zahlreichen Fluorochromen und Pityriarubin C eine prominente Bande von grauer Farbe vor.
Diese Substanz hemmte die ROS-Synthese deutlich, wohingegen Pityriarubin C keinen
Einfluld darauf hatte. Auch die acht Banden der Fraktion zwei der Mutante Mel-3
unterschieden sich in ihrer Auswirkung auf den Oxidative Burst. Hier wirkten sich nur die
Fraktionen 1,4,5 hemmend auf die ROS-Synthese aus.

Die weiterhin untersuchten Reinsubstanzen Exophialin und Malassezin hatten selbst in hohen
Konzentrationen keinen signifikanten Einflul? auf die ROS-Synthese.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dal3 Exophiala dermatitidis Wildtyp und seine Mutanten
unter den eingesetzten Anzuchtbedingungen ein sehr unterschiedliches Spektrum an
pigmentierten Indolderivaten bilden, das sich stets reproduzieren liefd. Es wurde eine
Hemmung der ROS-Synthese durch diese Pigmente in Form von Rohextrakten einzelner
Stamme, in Form weiter aufgereinigten S&ulenchromatographie-Fraktionen, sowie in Form
von Einzelbanden beobachtet. Die l&aRt Rickschlisse auf deren wichtige Rolle in der
Pathogenese von Exophiala dermatitidis-Infektionen bel Mensch und Tier zu. Die aus diesen
Resultaten hervorgehenden neuen Fragestellungen sind weiteren  Untersuchungen
vorbehalten.
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7 Summary

In 1998, the working group of Prof. Mayser first described some particular indole derivatives
in the yeast Malassezia furfur, which might be clinically related to the skin disease pityriasis
versicolor. In 2006, Nies et a. were the first ones able to show the production of these indole
derivatives in Exophiala dermatitidis. The aim of this study was to compare the pigment
spectrum of different species of Exophiala dermatitidis and to clarify whether they are part of
the pathogenese of infections with Exophiala dermatitidis.

The wildtype and its mutants Mel-1, Mel-3 and Mel-4 were cultivated on minimal agar as a
base for pigment production. The pigment was extracted after a period of growth of 4 weeks
and chromatographically purified to obtain pure substances. Structural analyses of the isolated
substances were performed at Munich Technological University. Following the studies of
Schnitzler et a. (1999), unlabeled yeast cells were incubated in heparinized whole blood and
dihydrorhodamine 123 was added as an indicator for the ROS-synthesis in the granulocytes.
Flow cytometric analysis was performed in a FACScan flow cytometer.

By investigating the pigment spectrum of Exophiala dermatitidis, the synthesis of
Pityriacitrin, Pityriarubin C, Exophialin and Desoxyexophiain in the wildtype could be
shown.

In former studies, the pigments of the mutant Mel-1 were aready investigated by comparative
DC and the indole pyruvate Pityriacitrin was found to be produced by this yeast. In the
present study, this achievement could be approved by HPLC and the anaysis of Munich
Technological University. Exophialin, an amost ankwown indole derivate which was isolated
from Mel-3 for the first time by Nies et al. (2006) was found in two violet DC-bands of Mel-1
(Rf=0,38; Rf=0,56).

The indole derivates Exophialin, Pityriarubin C and Pityriacitrin were detected in the mutant
Mel-3 in this present study.

The degree of the oxidative burst evoked by Exophiala dermatitidis wildtype was found to be
lower when it was compared with its mutant Mel-3. The wildtype is probably protected from
the oxidative burst by its synthesised Melanin.

When the raw extracts of the wildtype, Mel-1, Mel-3 and Mel-4 were added in the
experimental series of oxidative burst, evoked oxidative burst levels were also found to be
lower compared with the contol without any indole derivates. The raw extract of Mel-3
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inhibited the oxidative burst most. The sephadex-fractions of the mutant Mel-3 had different
influences on the synthesis of ROS. Fractions two and six suppressed the oxidative burst in all
time levels between O and 60 minutes strongly, while fractions three and eight had no
influence on the synthesis of ROS at any time.

Fraction six was subdivided by preparative thin layer chromatography into eight bands and
the bands 5-8 were able to inhibit evoked oxidative burst levels. Beside the already known
Pityriarubin C and other fluorochromes these three bands 5-8 include an unknown grey-
coloured pigment. This grey pigment was able to inhibit the synthesis of ROS strongly, while
Pityriarubin C had no influence on the evoked oxidative burst. The eight bands of fraction two
of the mutant Mel-3 differed in the way tey influenzed the oxidative burst. Only fractions
1,4,5 led to a decreased oxidative burst level. Although added in high concentrations, the pure
substances Exophialin and Malassezin did not have any influence on the synthesis of ROS.

| summary can be said that the wildtype of Exophiala dermatitidis an its mutants are able to
produce a very bright and different spectrum of pigmented indole derivates when cultivated
on minimal agar. This pigment spectrum is reproducable at any time. An inhibition of the
ROS synthesis was shown by these indole derivates when they were added as raw extracts,
fractions of thin layer chromatographie and as single bunches. The indole derivates seem to
play an important role in the pathogenesis of infections in human beings and animals caused

by Exophiala dermatitidis.
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