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Abkürzungsverzeichnis 

 
                                                                                     
 
      AA     Arachidonsäure 
      A 23187     Calcimycin, ein Calciumionophor 

AE      Atopisches Ekzem 
Ah-Rezeptor   Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor 
Akt     Proteinkinase B 
ATP     Adenosintriphosphat 
β2-Integrine    Gruppe von Rezeptorproteinen 
BIM    Bisindolylmaleimid 
Ca2+    zweiwertiges Calcium 
C3b     Komponente des Komplementsystems 
CD11b     Rezeptorprotein aus der Gruppe der β2-Integrine 
CD18      Rezeptorprotein aus der Gruppe der β2-Integrine 
Cdc42    Untereinheit der NADPH-Oxidase 
DAG     Diacylglycerin; Di-Octanoyl-Glycerol 
DIHETES    Dihydroxyeicosatetraensäure  
DMSO    Dimethylsulfoxid 
DNS    Desoxyribonukleinsäure (=DNA) 
EDTA  ethylene diamine tetraacetic acid 

(Äthylendiamintetraessigsäure) 
ERK    Extracellular-regulated protein kinase 
et al.    und andere  
Fc      ein Rezeptorprotein 
FLAP      5-Lipoxygenase-aktivierendes Protein 
Fmlp         N-formyl-Methionin-Leucin-Phenylalanin 
g     Erdbeschleunigung (= 9,81 m/sec2) 
GDP     Guanosindiphosphat 
GTP    Guanosintriphophat 
gp91phox      Untereinheit der NADPH-Oxidase 
H/H ++    Hank`s HEPES cum Ca/Mg Puffer 
HETE     Hydroxyeicosatetraensäure 
HPLC    High Performance Liquid Chromatographie 
IC50  Konzentration eines Inhibitors, die nötig ist, um ein 

Enzym in vitro um 50 % zu blocken 
ICAM-1     Rezeptorprotein 
Ig      Immunglobulin 
IL     Interleukin 
IP3     Inosit 1,4,5 – Triphophat 
JNK     c-Jun NH2-terminal kinase 
KOH     Kaliumhydroxid 
LTA4     Leukotrien A4 
6-trans-LTB4    6-trans-Leukotrien B4 
6-trans-12-epi-LTB4   6-trans-12-epi- Leukotrien B4 
K252a    ein Proteinkinase C-Inhibitor aus der Gruppe der 

Staurosporine  
LO     Lipoxygenase  
LPS    Lipopolysaccharid 



M.     Malassezia  
MAPK     Mitogen-activated Proteinkinasen  
ml     milliliter 
mg     milligramm 
MPS     Mononukleäres Phagozytierendes System  
MW    Mittelwert 
NADPH     Nicotinamidadenindinukleotidphophat 
mg/d     milligramm pro Tag  
PAF     Plättchen-aktivierender Faktor 
PBS    Phosphat-gepufferte Salzlösung 
P29 peroxiredoxin  Untereinheit der NADPH-Oxidase 
P38MAPK    p38 mitogen-activated proteinkinase 
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PIP2     Phophatidylinosit-4,5-biphophat 
PKA    Proteinkinase A 
PKC    Proteinkinase C 
PLC     Phospholipase C 
PLD    Phospholipase D 
PMN     polymorphkernige neutrophile (Granulozyten) 
PV     Pityriasis versicolor 
Rac2    Untereinheit der NADPH-Oxidase 
RNS    Ribonukleinsäure (=RNA) 
Ro     Bisindolylmaleimid  
ROS    reactive oxygen species  

(reaktive Sauerstoffspezies) 
Rap1A    regulatorische Untereinheit der NADPH-Oxidase 
RPMI   Standardzellkulturmedium (entwickelt am Roswell 

Park Memorial Institute) 
SE     Seborrhoisches Ekzem 
SE     Standardabweichung  
SOD    Superoxiddismutase 
sp.     species 
spp.    Mehrzahl für species 
Tc-Zellen    T-Killer-Zellen 
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TNF    Tumor-Nekrose-Faktor 
µm     Mikrometer 
µM     mikromolar 
UV-Licht    Ultraviolettes Licht 
u.U.    unter Umständen 
vgl.    vergleiche 
 
 
 
 

 



1. Einleitung 
 

Die in dieser Arbeit untersuchten Pityriarubine A, B und C sind Teil einer Vielzahl von 

Pigmenten und Fluorochromen, die Malassezia furfur mit Tryptophan als einziger 

Stickstoffquelle produziert. Diese besondere Stoffwechseltätigkeit von Malassezia 

furfur ist in dieser Form unter den Spezies der Gattung Malassezia einzigartig und 

wurde erstmals von Mayser et al. im Jahr 1998 beschrieben [110] (vgl. Kap. 2.2).  

Nachdem die Struktur der bis dahin unbekannten Pityriarubine entschlüsselt war [91], 

fiel eine Verwandtschaft zu biologisch aktiven Stoffen wie den Bisindolylmaleimiden 

auf, die als Proteinkinase-Inhibitoren in Signaltransduktionsprozesse von Zellen 

eingreifen und so beispielsweise die Aktivierung von Entzündungszellen hemmen 

(vgl. Kap. 2.6).  

Aufgrund dieser strukturellen Verwandtschaft  wurden in der vorliegenden Arbeit die 

Pityriarubine A, B und C im Hinblick auf ein mögliches inhibitorisches Potential 

gegenüber stimulierten Entzündungszellen untersucht. Ein in der Literatur häufig 

beschriebenes biologisches Modell für die Messung des inhibitorischen Potentials 

einer Substanz auf Entzündungszellen ist die Wirkung auf die granulozytäre 

Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies („burst“), weshalb auch in dieser Arbeit der 

„granulozytäre burst“ als ein Parameter untersucht wurde. In Kapitel 2.5 werden 

neutrophile Granulozyten und die in dieser Arbeit untersuchten Parameter der 

granulozytären Aktivierung näher beschrieben. 

Eine besondere Bedeutung erlangt die Produktion möglicherweise 

entzündungshemmender Substanzen vor dem Hintergrund, dass eine Reihe der 

bisher aus dem Pigment isolierten und biologisch charakterisierten Substanzen eine 

Verbindung mit der Pathogenese der Pityriasis versicolor (PV) vermuten lassen, 

einer durch Malassezia verursachten und weltweit verbreiteten Hautmykose.  

In Kapitel 2.4 wird auf die mit Malassezia assoziierten Krankheiten und speziell die 

Pityriasis versicolor, sowie auf den möglichen Zusammenhang dieser Krankheit mit 

den von Malassezia furfur produzierten Tryptophan-Metaboliten näher eingegangen.  

Die in dieser Arbeit untersuchte Wirkung der Pityriarubine A, B und C auf 

granulozytäre Entzündungsreaktionen soll also auch in den Kontext eines möglichen 

Zusammenhanges von Tryptophan-Metaboliten mit der Pityriasis versicolor gestellt 

und diskutiert werden. 
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2.Literaturübersicht 

 

2.1 Geschichte und Taxonomie der Gattung Malassezia  

 

Die Erforschung der Gattung Malassezia ist seit der ersten Beschreibung durch 

Eichstedt im Jahr 1846 [53] im Zusammenhang mit der Pityriasis versicolor von 

kontroversen Diskussionen begleitet. Dies betrifft sowohl die Taxonomie der Gattung, 

als auch deren Pathogenität und Bedeutung für die verschiedensten 

Krankheitsbilder, insbesondere der Pityriasis versicolor.    

Der Gattung Malassezia wurde 1853 von Robin [156] zunächst der Name 

„Microsporon furfur“ gegeben. Das aufgrund der Ähnlichkeit zu dem Dermatophyten 

Microsporum audouinii. Diese Gattungszugehörigkeit wurde im Jahr 1892 von H.E. 

Baillon [12] korrigiert, der aufgrund der Mikromorphologie das neue Genus schuf und 

zu Ehren des Pathologen Louis Charles Malassez, der 1874 die typischen runden 

und ovalen Sprosszellen beschrieb, dem Pilz seinen heutigen Namen “Malassezia“ 

gab. 

Eine Schwierigkeit in der Erforschung dieser Gattung lag in der erst im Jahr 1927 

durch Panja gelungenen Anzucht [136]. Zurückzuführen ist diese erst so spät 

gelungene Kultivierung auf die speziellen Bedürfnissen Malassezias an das 

Kulturmedium, die 1939 von Benham [14] mit der Lipiddependenz dieser Hefen 

charakterisiert wurde und den Weg für die unterschiedlichsten Kulturmedien ebnete. 

Die Probleme in der Taxonomie entstanden aber vor allem dadurch, dass die 

Erscheinungsvarianten der Gattung Malassezia lange als verschiedene Organismen 

angesehen wurden, so dass den Sproßzellen der Gattungsname Pityrosporum und 

der Hyphenform der Gattungsname Malassezia zugesprochen wurde. 

Auch hier war es Panja im Jahr 1927 [136], der die beiden Lebensformen als erster zu 

einer Art zusammenschloss. Die Diskussion jedoch, ob sich nicht doch zwei Spezies 

hinter den beiden Erscheinungsformen verbergen, konnte erst im Jahr 1977 beendet 

werden, als es drei unabhängig voneinander arbeitenden Gruppen [52,125,165] gelang, 

die Hefeformen zur Produktion von Hyphen anzuregen. Dabei konnten sowohl die 

runden, als auch die ovalen Hefeformen zur Produktion von Hyphen veranlasst 

werden, so dass ab diesem Zeitpunkt all diese Formen nur als unterschiedliche 

Erscheinungsvarianten im Lebenszyklus ein und desselben Organismus angesehen 

wurden. 
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Die Unklarheiten um Identifizierung und Nomenklatur der Gattung Malassezia, für die 

unterschiedliche Forschungsgruppen jeweils ihre eigene Klassifikation favorisierten, 

wurde jedoch erst 1995 von Guillot und Gueho [77] beendet, die mittels einer 

vergleichenden Analyse der rRNS und DNS von 104 Isolaten der Gattung 

Malassezia sieben Spezies postulierten: M. furfur, M. sympodialis, M. obtusa, M. 

globosa, M. restricta, M. slooffiae und M. pachydermatis. Zudem wurden mit M. 

yamatoensis [182], M. japonica [183], M. nana [88] und M. dermatis [183] erst vor kurzem 

neue Spezies identifiziert. Die Gattung Malassezia wird darüber hinaus den 

Basidiomyzeten (Ständerpilzen) zugeordnet, dies unter anderem aufgrund des 

Chitingehaltes der Zellen [95].  

Auch wenn diese neue Einteilung allgemein anerkannt und durch andere Studien 

gestützt wird [78,95], besteht ein Problem darin, vorangegangene Studien in den 

Kontext dieser neuen Klassifizierung einzuordnen [160,8]. 

 

Da es sich bei der Gattung Malassezia um opportunistisch pathogene Keime handelt, 

die als Kommensalen auf der Haut leben, begleiten die Erforschung der Malassezia-  

Spezies auch gegensätzliche Diskussionen hinsichtlich der Pathogenität und der 

pathogenen Mechanismen diese Keime bzw. um der Kofaktoren, die nötig sind, eine 

Erkrankung auszulösen. Auf diese Problematik wird im Rahmen der mit den Pilzen 

assoziierten Krankheitsbilder eingegangen. 

 

 

2.2. Kennzeichen der Spezies Malassezia furfur 

 

Malassezia furfur ist ein Sproß- oder Hefepilz, der in Hefe- und Mycelform vorkommt, 

wobei die Mycelform auf gesunder Haut selten und in der Kultur nur unter 

bestimmten Bedingungen zu finden ist. Die Hefezellen sind charakterisiert durch eine 

lange, zylindrische, ovale oder runde Form, wobei auch Übergänge zwischen den 

Formen beobachtet werden, die offenbar teilweise vom Nährmedium abhängen 
[73,155,165,175]. Meist lagern sich die Zellen „nestförmig“ an, wobei um die Zellen kurze 

Hyphenelemente gelagert sind.  

Runde Zellen besitzen einen Durchmesser von etwa 2-3 µm, während ovale Formen 

durchaus 6 µm lang sein können. 
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Die Zellwand von Malassezia ist mit 0,12 µm im Gegensatz zu anderen Hefen relativ 

dick. Sie besteht aus mehreren Schichten, unter denen jedoch zwei Hauptschichten 

auszumachen sind [119]. Dieser mehrschichtige Wandaufbau verleiht den Zellen ihre 

mechanische Stabilität und Osmotoleranz. 

 

Malassezia-Hefen gehören bis auf M. pachydermatis alle zu den obligat lipophilen 

Mikrorganismen [200,90] und zeigen eine Abhängigkeit von längerkettigen Fettsäuren 

(Zahl der C-Atome ≥12), die in Fettsäuren höherer Kettenlänge umgewandelt werden 
[171] - ein Hinweis auf die Adaption an seborrhoische Areale. Am effektivsten werden 

von Malassezia dabei freie langkettige Fettsäuren verstoffwechselt, gleich ob 

gesättigt oder ungesättigt. Freie Fettsäuren kürzerer Kettenlänge (Zahl der C-Atome 

≤10) und davon abgeleitete Triglyzeride hingegen können das Wachstum von 

Malassezia hemmen [134]. 

 

Der Nachweis gelingt über Abstriche und Hautschuppen und eine Anzucht auf 

geeigneten Medien. Dies kann bei Malassezia furfur im Gegensatz zu anderen 

Malassezia-Spezies ein Minimalmedium mit Aminosäuren oder anderen 

Stickstoffquellen sowie einer Lipidquelle sein, da Malassezia furfur, abgesehen von 

der beschriebenen Lipidabhängigkeit, ein recht anspruchsloser Keim ist. 

Malassezia furfur besitzt also die Fähigkeit, Lipide als einzige Kohlenstoffquelle zu 

nutzen und benötigt zudem weder Spurenelemente, Vitamine, noch Elektrolyte [109]. 

Malassezia – Hefen besitzen eine Lipaseaktivität [36]. Diese membranständige 

extrazelluläre Lipase ist während der logarithmischen Phase des Zellwachstums 

besonders hoch, was die Bedeutung der Hydrolyse von Lipiden für das Wachstum 

unterstreicht [144]. 

Darüberhinaus produziert Malassezia eine Phospholipase [153] und ein Enzym mit 

Lipoxygenase-Aktivität [126]. Beide sind Enzyme, die bei Entzündungsreaktionen mit 

Malassezia-Beteiligung eine Rolle spielen könnten. 

 

Ein bereits bekannter, von Malassezia-Hefen produzierter Metabolit ist Azelainsäure, 

die mit ihrer bakteriziden [89] und fungiziden [30] Wirkung eine wichtige Bedeutung im 

Konkurrenzkampf mit anderen Mikroorganismen um Lebensraum auf der 

Hautoberfläche zukommt. Darüberhinaus wird Azelainsäure als Inhibitor der 
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Tyrosinase eine mögliche Bedeutung in der Depigmentierung bei der Pityriasis 

versicolor alba zugesprochen [124,157]. 

 

Die Kolonien von Malassezia furfur zeigen sich cremefarben bis gelblich [1] mit dem 

typisch fruchtigen Geruch, dem ursächlich flüchtige γ-Lactone zugrunde liegen. Die 

optimalen Wachstumsbedingungen liegen bei 32 – 37 ° C und bei einem pH-Wert 

von 5,5 bis 6,5. 

Malassezia – Hefen wachsen sowohl unter anaeroben, mikroaeroben und auch 

aeroben Kulturbedingungen. 

 

Eine besondere Stoffwechseltätigkeit, die Malassezia furfur von anderen Malassezia-

Hefen abgrenzt, ist die Fähigkeit, eine Vielzahl von Pigmenten und Fluorochromen zu 

produzieren, wenn Tryptophan als einzige Stickstoffquelle zur Verfügung steht [109, 

110]. Aus diesen konnte bereits eine Reihe von Substanzen mit biologischer 

Wirksamkeit isoliert werden (vgl. Kap. 2.4.2).  

Unter den anderen Spezies der Gattung Malassezia produziert nur noch M. 

pachydermatis Pigmente – jedoch in weit geringerer Vielfalt und Menge als M. furfur 
[113]. 

 

2.3 Epidemiologie von Malassezia-Hefen 

 

Wie erwähnt, gehören Malassezia – Hefen zur residenten Mikroflora der Haut des 

Menschen [200,90] und lassen sich von nahezu allen erwachsenen Individuen 

kultivieren; dabei kommt Malassezia sowohl in der Hyphen- als auch in der 

Sprosszellform vor. Die Lipidabhängigkeit führt dazu, dass Malassezia vor allem in 

den talgdrüsenreichen Arealen der Haut zu finden ist, also der vorderen und hinteren 

Schweißrinne, sowie im Kopf-, Hals- und Gesichtsbereich und dort in erster Linie in 

den oberen Zellagen [142, 143,195]. 

Die Besiedlungsdichte ist individuellen Schwankungen unterworfen [154,189] und 

korreliert positiv mit steigender Talgproduktion und zunehmenden 

Feuchtigkeitsgehalt der Haut [131], so dass die Kolonisierung während der Pubertät 

beginnt und die Besiedlungsdichte mit steigendem Alter und dem damit 

einhergehenden Abfall der Lipidkonzentration auf der Haut wieder abnimmt. So findet 
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sich in der Gruppe der 30-jährigen eine signifikant höhere Dichte als bei den 40- bis 

80-jährigen [15]. 

 

Malassezia-Hefen kommen auf eine Häufigkeit von 78-97 % im Kopfbereich und auf 

92–100 % im Bereich des Stammes [108,132,155]. Sie werden auch bei Haussäugetieren 

und anderen Warmblütern nachgewiesen. Dabei wird mittlerweile deutlich, dass 

diese nicht nur von M. pachydermatis, der einzigen lipidunabhängigen Spezies, 

besiedelt werden, sondern auch von anderen Malassezia-Arten.  

So lag bei einer Studie an Pferden und domestizierten Wiederkäuern der Anteil der 

sechs lipidbedürftigen Arten mit 42 % deutlich höher als der Anteil von M. 

pachydermatis (3 %), die auch insgesamt die seltenste Art war [42]. 

Eine Studie an Hunden und Katzen, deren Untersuchungsmaterial in erster Linie 

Ohrabstriche waren, zeigte, dass zwar M. pachydermatis mit 83 % der häufigste 

gefundene Keim war, jedoch wurden auch M. furfur in 45 % der Isolate und M. 

sympodialis in 75 % nachgewiesen. Dabei lagen in über 80 % der Fälle 

Mischkulturen von zwei oder allen drei nachgewiesenen Keimen vor [148]. 

 

 

 

 

 

 

 

 



2.4. Mit Malassezia-Hefen assoziierte Krankheiten 

 

Die Gattung Malassezia gehört zur residenten Flora der menschlichen Haut und 

besitzt - indem sie pathogenen Mikroorganismen den Raum entzieht - eine nicht 

unbedeutende Schutzfunktion. Darüber hinaus sind Malassezia spp. an der 

Entstehung einer Reihe von Erkrankungen beteiligt.  

Generell wird für die Ausbildung einer Erkrankung durch Malassezia sp. die Bildung 

von Mycel als ein zentraler pathogener Mechanismus dieser Hefe angesehen, da 

erst so dem Pilz ein Eindringen in das Stratum corneum möglich ist [25,35,115,120]. 

Allerdings bilden Malassezia-Hefen auch auf gesunder Haut Mycel aus – wenn auch 

in geringerem Maße [114]. So bedarf es also sicherlich weiterer Kofaktoren, um die 

verschiedenen Krankheiten auszulösen. 

Eine exponierte Rolle unter den Malassezia-assoziierten Krankheitsbildern hat die 

Pityriasis versicolor (PV). Eine Besonderheit dieser Erkrankung ist, dass trotz 

massiver Invasion von Malassezia in das Stratum corneum eine erstaunlich geringe 

Infiltration von Entzündungszellen in den betroffenen Arealen vorliegt [31,81,167]. 

Diese Erscheinung steht im krassen Gegensatz zu anderen Malassezia– 

Erkrankungen und generell zu anderen Mykosen. Weitere Besonderheiten der PV 

sind eine starke Fluoreszenz der betroffenen Areale unter UV-Licht, sowie eine 

intensive Pigmentierung und Depigmentierung  der Haut. 

Aufgrund eines möglichen Zusammenhanges zwischen der PV und der von 

Malassezia furfur unter bestimmten Kulturbedingungen gebildeten Pigmente (vgl. 

Kap. 2.4.2), zu denen auch die Pityriarubine gehören, sowie der großen Bedeutung 

dieser Erkrankung, wird im vorliegenden Kapitel auf die PV detailliert eingegangen.  
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2.4.1 Pityriasis versicolor 

 

Mit einer Verbreitung von bis zu 50 % und mehr in tropischen und subtropischen 

Regionen [43,71,72,106] und zwischen 0,5 und 2 % [13,68] in gemäßigten Breiten, gilt die 

Pityriasis versicolor als eine der häufigsten superfiziellen Mykosen weltweit [13,57,68,84].  

 

Die PV wird eingeteilt in eine hyperpigmentierte Form (PV chromians) mit makulöser, 

perifollikulärer oder papulöser Erscheinung, sowie in eine hypopigmentierte Pityriasis 

versicolor alba. 

Das klinische Bild der PV chromians besteht in den typischen milchkaffeefarbenen, 

kleieartig schuppenden Maculae, die zunächst linsen- bis pfenniggroß sind und 

fortschreitend landkartenartig konfluieren können. Bei der perifollikulären Form bleibt 

die Erkrankung weitgehend auf die Follikel beschränkt. 

Interessant ist die besonders unter UV-Licht zu beobachtende Transformation 

hyperpigmentierter Areale in hypopigmentierte Areale [13,84]. Diese beiden Stadien 

können auch nebeneinander bestehen. 

Auffällig ist die im Vergleich zur gesunden Haut stark erhöhte Zahl an Hyphen, die in 

Läsionen von PV-Patienten 100 % beträgt und in nicht läsionaler Haut von solchen - 

je nach Lokalisation - 42 - 50 %. Allerdings finden sich Hyphenstadien auch mit 6 -7 

% [114] auf gesunder Haut.  

Die Erkrankung findet sich in allen Körperregionen, deutlich vermehrt jedoch in den 

seborrhoischen Bereichen des oberen Körperstammes.  

Von der PV betroffen sind vor allem Jugendliche und jüngere Menschen in der 

zweiten und dritten Lebensdekade. Für diese Häufung scheinen besonders die 

Veränderungen in der Zusammensetzung der Hautlipide während der Pubertät 

verantwortlich zu sein [34,107,137].  

 

Die Gründe für die ungewöhnliche Pigmentierung sind schon lange Gegenstand der 

Forschung. 

So konnte zwar gezeigt werden, dass die Melanozyten in hyperpigmentierten Arealen 

vergrößert sind, jedoch ist ihre Zahl nicht vermehrt [4]. Interessant ist, dass 

Hyperpigmentierung bei PV-Läsionen auch in Hautarealen mit vitiliginöser 

Depigmentierung anzutreffen ist, ein Befund, der sehr für eine Eigenfärbung des 

Pilzes spricht. 
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           Abbildung 1: Hyperpigmentierung bei der Pityriasis versicolor  

Auch die Mechanismen der Hypopigmentierung werden seit langem intensiv 

untersucht. Zum einen wurde eine UV-filternde Wirkung durch den Pilz angenommen 
[4]. Dem wurde jedoch entgegengesetzt, dass auch in unbelichteten Arealen 

Hypopigmentierung zu finden ist [21,94] und die Repigmentierung außerordentlich 

langsam vonstatten geht [68]. Diese Befunde legen eher toxische, die 

Melaninsynthese oder die Melanozyten betreffende Einflüsse nahe. 

So konnte ein gestörter Melanosomentransfer zu den Keratinocyten [4,32,37,96] und 

eine toxische Wirkung von Azelainsäure, einem Stoffwechselprodukt des Pilzes, auf 

die Melaninsynthese beobachtet werden [82]. Dass Azelainsäure an der 

Hypopigmentierung beteiligt sein soll, bleibt aber insofern sehr zweifelhaft, als diese 

auch auf gesunden Individuen produziert wird, ohne dass es bei diesen zu einer 

Hypopigmentierung kommt.  

Interessant ist, dass – im Gegensatz zu Vitiligo – trotz der Hypopigmentierung keine 

erhöhte Empfindlichkeit gegen UV-Licht besteht, was unter Umständen mit einer UV-

protektiven Wirkung von Seiten des Pilzes im Zusammenhang steht [4]. 
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                    Abbildung 2: Hypopigmentierung bei der PV alba 
 

Eine weitere Besonderheit der PV ist die auch für die klinische Diagnostik wichtige 

grün-gelbe Fluoreszenz unter UV-Licht einer Wood-Lampe bei 366 nm. Eine 

definitive Erklärung für dieses Phänomen steht zwar noch aus, doch ist ein 

ursächlicher Zusammenhang mit den von Malassezia-Hefen produzierten 

fluoreszierenden Substanzen nicht auszuschließen. 

 

Die Kontagiösität der PV ist als gering bzw. als nicht gegeben anzusehen [68,84,168]. 

So gelangen experimentelle Infektionen nur in Ausnahmefällen [34,58,137]. 

Welche Bedingungen letztlich gegeben sein müssen, dass die zur residenten Flora 

der Haut gehörende Hefeform Mycel ausbildet, welches in das Stratum corneum 

eindringen kann, ist noch nicht vollständig geklärt [25,35,117,120], wird aber als ein 

zentraler Prozess der Erkrankung angesehen. 

 

Als ein bedeutender Kofaktor der Erkrankung ist feuchtwarmes Makroklima bekannt, 

ersichtlich schon aus der anfangs erwähnten weltweiten Verteilung mit einer Spitze 

von teils über 50 % in tropischen und subtropischen Breiten [72,73,106].  

Darüberhinaus scheinen generell das Mikroklima und Einflüsse, die zu einer 

erhöhten Schweißproduktion führen, die Krankheit zu fördern. So zum Beispiel 

anlagebedingte Hyperhidrose [151], Berufs- und Freizeitverhalten [69,180], wie häufiger 
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Besuch einer Sauna, das Tragen okklusiver Kleidung [84] oder auch Erkrankungen, 

die mit einer erhöhten Schweißneigung einhergehen. Hierzu zählen beispielsweise 

Hyperthyreose und Tuberkulose [151], aber auch neurologische Erkrankungen mit 

Störungen der Schweißdrüseninnervation. So konnte eine erhöhte Inzidenz bei 

Patienten mit Rückenmarkstraumen festgestellt werden, und zwar scharf abgegrenzt 

oberhalb der denervierten Gebiete, da es in nicht betroffenen Arealen zu einer 

kompensatorischen Hyperhidrose kommt [152].  

Zu klären ist auch noch die Frage, ob das gehäufte Auftreten der Erkrankung unter 

systemischer Steroidtherapie tatsächlich auf die immunsuppressive Wirkung der 

Corticosteroide oder nicht doch eher auf die einhergehende Hyperhidrose bzw. 

veränderte Schweißzusammensetzung zurückzuführen ist. So konnte eine erhöhte 

Schweißneigung unter Prednisontherapie festgestellt werden [104]. 

Für die zweite These spricht auch, dass die Inzidenz unter Erkrankungen wie AIDS 

oder Diabetes mellitus [104] – im Gegensatz zu anderen Hefemykosen - nicht 

zunimmt. Auch die lokale Applikation von Steroiden auf Malassezia-besiedelte 

Hautbezirke führt nicht zum Ausbruch von PV [34].  

Ebenfalls wird eine genetische Prädisposition ursächlich diskutiert [34]. 

 

Die Diagnose PV wird außer anhand der klinischen Symptomatik, ergänzt durch eine 

Woodlicht-Untersuchung, durch das KOH – Nativpräparat gestellt. Klinisch prägnant 

ist das so genannte Hobelspänphänomen, eine kleieartige Schuppung („Pityriasis“), 

die auftritt, wenn mit einem Holzspatel über die Läsionen gestrichen wird. Auf diese 

Art wird auch das Material für die mikroskopische Diagnostik gewonnen. Hier kann 

der Erreger sehr leicht nachgewiesen werden. Bei 400facher Vergrößerung sind 

Ansammlungen runder Sprosszellen (bis 8µm) mit kurzen, gebogenen, selten sich 

verzweigenden Hyphen mit einem Durchmesser von 2,5 - 4 µm zu erkennen. 

Alternativ zu dieser Methode kann auch der Tesafilmabriß verwendet werden.  

 

Von großem Interesse sind die histologisch nur geringen Veränderungen [2,196]. 

Es findet sich eine Hyperkeratose, eine fakultative Parakeratose und eine 

geringgradige Akanthose, wobei der Erreger nicht in tiefere Schichten der Epidermis 

eindringt, sondern im Stratum corneum verbleibt, wo er zwischen und innerhalb der 

Korneozyten eindringt [68]. 
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Die Immunantwort fällt im Vergleich zur Erregerdichte sehr gering aus. So findet sich 

nur ein geringes perivaskuläres Infiltrat von T-Lymphozyten im oberen Korium. Es 

handelt sich dabei vornehmlich um Th- Zellen und einige Tc-Zellen [167]. Diese 

Befunde konnten durch nachfolgende Studien bestätigt werden [31,81]. 

Weiterhin konnte in einigen Läsionen eine erhöhte Zahl an Langerhans´ Zellen 

festgestellt werden [31,81], was auf ihre Funktion als Antigen-präsentierende Zellen 

zurückzuführen sein dürfte.  

Ein Anstieg von Monozyten wurde nur selten festgestellt [31,81]. Ebenso wurden 

Granulozyten in keiner Studie nachgewiesen. Dieses Fehlen eines granulocytären 

Infiltrates wurde auch in einer neuen Untersuchung bestätigt. Hier konnte gezeigt 

werden, dass bei der PV - trotz einer gegenüber der Tinea corporis höheren 

Keimdichte – im Gegensatz zu dieser kein granulocytäres Infiltrat vorliegt [196].   

Warum die Immunantwort auf Malassezia in den Läsionen der Pityriasis versicolor 

derart gering ausfällt, ist unklar. 

 

Die Untersuchungen zur humoralen Immunantwort sind widersprüchlich. So konnte 

von fünf unabhängigen Forschungsgruppen gezeigt werden, dass sich die 

Antikörpertiter gegen Malassezia-Hefen zwischen Erkrankten und Kontrollgruppen 

nicht unterschieden [5,7,59,66,81]. Im Gegensatz dazu stehen drei Studien [47,173,198], die 

höhere Antikörpertiter bei Erkrankten fanden.  

Eine dieser Studien beschäftigt sich speziell mit Malassezia furfur [173]. In dieser 

konnte bei den Erkrankten höhere IgG- und IgM-Titer, jedoch kein Unterschied bei 

IgA festgestellt werden.   

Bezüglich der humoralen Antwort auf Hyphen existiert bislang eine einzige Studie. 

Dort ergaben sich sowohl für Erkrankte als auch für die Kontrollgruppen deutliche 

Spiegel an IgE gegen Antigene von M. furfur,  die allerdings in der Patientengruppe 

bei IgM und IgG noch signifikant höher lagen [8,161].  

Auch Studien, die die zelluläre Immunantwort betreffen, sind sehr gegensätzlich und 

es lässt sich in der Gesamtheit keine klare Aussage für die Gattung Malassezia 

treffen [6,47,162,177,178,197].  

Zwei Studien beschäftigen sich speziell mit der zellulären Immunantwort auf M. 

furfur. 1999 wurde von Bergbrand et al. in Lymphozyten-Migrationsassays die 

Reaktion auf gefriergetrocknete Zellen von M. furfur untersucht, wobei sich eine 

deutlich geringere Reaktion bei Erkrankten fand [19]. 
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Eine andere Arbeitsgruppe [162] fand ebenfalls in Migrationsassays mit Mycel von M. 

furfur keine Unterschiede in der Immunantwort. 

Auch wenn die Studien zur Immunantwort bei der PV auf die Gattung Malassezia im 

allgemeinen und M. furfur im speziellen teils widersprüchlich sind, so ergeben sich 

doch insgesamt Hinweise, die auf eine Störung der Immunantwort bei dieser 

Erkrankung hinweisen. 

 

Die Anteile der verschiedenen Spezies von Malassezia in PV-Läsionen betreffend, 

gibt es seit der Differenzierung in die sieben neuen Spezies nur wenige Studien 
[43,44,79,123], die zudem in ihren Ergebnissen stark variieren. 

Die verbreitetste Art scheint M. globosa zu sein, die in drei von vier Studien bei 50- 

60 % der PV-Herde dominiert. Eine andere Arbeitsgruppe postulierte M. sympodialis 

als deutlich dominierend [79].  

M. furfur wurde dagegen in Arbeiten von Nakabayashi et al., sowie Gubta et al. bei 

nur 5% bzw. 10,8 % der Patienten nachgewiesen [79,123]. Die Arbeitsgruppe um 

Crespo Erchegia konnte M. furfur dagegen überhaupt nicht nachweisen [43]. 

Allerdings sind diese Studien nur qualitativer Art (Nachweis der betreffenden Spezies 

ohne relativen Anteil) und berücksichtigen nicht, dass verschiedene Spezies auch in 

unterschiedlicher Ausprägung nebeneinander existieren [43,44]. Auch Untersuchungen 

zu Veränderungen in der Zusammensetzung der Flora im Verlauf der PV liegen noch 

nicht vor [8].  

Ein besonderes Problem bei diesen Untersuchungen ist die Anzüchtbarkeit der 

Hefen im Kulturmedium. Dabei kann es durch unterschiedliches Anwachsverhalten 

zu Verschiebungen im relativen Anteil der verschiedenen Spezies kommen. Im 

Extremfall wächst die pathogenetisch als wichtigste Spezies angesehene M. furfur in 

Hyphenform in Isolierungsversuchen überhaupt nicht und wäre damit nicht 

nachweisbar. 

Darüberhinaus ist zu berücksichtigen, dass Pilze, die in tiefere Schichten 

eingedrungen sind, mit oberflächlichen Methoden nicht erfasst werden. 

 

Als Therapie der PV haben sich lokale Cremes oder Lösungen mit den Wirkstoffen 

Ketoconazol oder Econazol bewährt. Ihre antifungale Wirkung erlangen diese zur 

Gruppe der Imidazole gehörenden Pharmaka hauptsächlich über die Hemmung der 

Ergosterolbiosynthese, dem Hauptsterol der Pilzmembran. Darüber hinaus werden 
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aber auch der Fettsäurestoffwechsel, sowie oxidative und peroxidative 

Enzymsysteme beeinflusst und die Aufnahme von DNS- und RNS-Bausteinen 

gehemmt. Da die Hyphenstadien bei der PV auf der gesamten Haut erhöht sind, wird 

eine Behandlung der gesamten Körperoberfläche empfohlen.  

Alternative Therapeutika sind andere Azolantimykotika und andere antimykotisch 

wirksame Präparate.  

Bei Versagen der äußerlichen Therapie werden systemisch Azole eingesetzt, so z. B. 

Ketoconazol in einer Dosierung von 200 mg/d über 10 Tage [150] oder Fluconazol in 

einer Dosierung von 50 mg/d über 14 Tage [60]. 

Die Rezidivrate liegt auch bei längerer, intensiver Therapie bei 60 – 80 % innerhalb 

der nächsten 1 – 2 Jahre.  

 

2.4.2 Sekundärmetabolite aus Kulturen von Malassezia furfur und ihr   

         Zusammenhang mit der PV 

 

Die Pityriarubine A, B und C sind Komponenten eines aus einer Vielzahl von 

Substanzen zusammengesetzten braunen Pigmentes, das in vitro von Malassezia 

furfur gebildet wird, wenn Tryptophan die einzige Stickstoffquelle ist. 

Einige der bisher aus diesen Kulturextrakten isolierten und untersuchten 

Sekundärmetabolite zeigen biologische  Eigenschaften, die einen Zusammenhang 

mit der Pathogenese der Pityriasis versicolor vermuten lassen: 

   

Malassezin ist ein von Malassezia furfur gebildeter Sekundärmetabolit, dessen 

Wirkung auf Melanocyten in vivo mit dem charakteristischen Bild der PV alba 

assoziiert werden kann, bei dem es auch nach einer Behandlung zu einer lange 

anhaltenden Depigmentierung kommt. Für dieses Symptom wurden schon länger 

toxische Einflüsse von Seiten des Pilzes vermutet. 

 

Malassezin ist ein potenter Ah-Rezeptoragonist, der an Melanozyten 

charakteristische Veränderungen wie Apoptose und Nekrose auslöst, die von 

zytoskelettalen Zusammenbrüchen des melanozytären Aktin-Myosin-Systems 

begleitet werden. Malassezin übt also direkte toxische Wirkungen auf die 

pigmentbildenden Zellen aus und behindert möglicherweise den melanosomalen 

Transport zu den Keratinozyten [145].  

 14



N
H

N
H

O

H

 

      
C18H14N2O 
MW 274.32 

     Malassezin 

 

Als ein ebenfalls mit der Depigmentierung zusammenhängender Mechanismus kann 

die Hemmung des Schlüsselenzyms der Melaninsynthese, der Tyrosinase, 

angesehen werden; so konnten kürzlich aus Kulturextrakten zwei unbekannte 

Substanzen mit Tyrosinase-hemmender Wirkung isoliert und charakterisiert werden 
[45]. 

 

Ein weiterer isolierter Sekundärmetabolit ist das Pityriacitrin - ein bereits aus marinen 

Bakterien bekannter Lichtschutzfaktor, der erstmals den relativen UV-Schutz der PV-

Areale auch bei herabgesetzter Melaninbildung der PV alba erklären könnte [111].  

Darüberhinaus ist anzumerken, dass, im Gegensatz zur Differentialdiagnose 

„Vitiligo“, bei der PV alba eher eine schwach gelbe als eine gänzlich weiße Färbung 

zu erkennen ist. Dies entspricht dem Farbton des Pityriacitrins. 
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N
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C20H13N3O 
MW 311.34  
Pityriacitrin 

 

Auch die Hyperpigmentierung konnte bisher nicht schlüssig erklärt werden. Da sie 

jedoch auch in Arealen von Vitiligo vorkommt, wurde dies mit einer Eigenfärbung des 
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Pilzes in Verbindung gebracht. Eine solche Eigenfärbung ließ sich auch im 

Zusammenhang mit der Pigmentproduktion bei Malassezia furfur feststellen.  

 

Ein wichtiges differentialdiagnostisches Kriterium ist die grün-gelbe Fluoreszenz der 

befallenen Hautstellen bei Beleuchtung mit Wood-Licht (366 nm). Hier liegt eine 

Beteiligung des aus Kulturen der Hefe isolierten gelbgrünen Fluorochroms 

Pityrialacton - neben anderen zahlreich in den Kulturextrakten vorhandenen 

fluoreszierenden Stoffen - nahe. Pityrialacton war bisher unbekannt, und stellt ein 

Strukturisomer des Pityriaanhydrids dar, eine bislang zwar bekannte, aber noch nicht 

in der Natur gefundene Verbindung, die ebenfalls aus den Kulturextrakten isoliert 

werden konnte [112].   
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C20H12N2O3
MW 328.32  

                Pityrialacton                                                   Pityriaanhydrid 

 

Obwohl die Wirkungen der Sekundärmetabolite die Pathogenese bisher ungeklärter 

klinischer Symptome der Pityriasis versicolor erstmals schlüssig erklären, bleibt die 

Frage offen, wie sich die speziellen Produktionsbedingungen der Pigmente durch 

Malassezia furfur in einem Zellmedium mit Tryptophan als einziger Stickstoffquelle 

auf die Lebensbedingungen auf der Haut übertragen lassen.  

Eine Hypothese ist, dass hydrophile Stickstoffverbindungen über die 

Schweißsekretion abgeschwemmt werden, während sich die hydrophobe 

Aminosäure Tryptophan im Gegensatz dazu auf der Haut anreichert und auf diese 

Weise verstärkt als Substrat zur Verfügung steht [127].  

Dieser Umstand würde auch die Hyperhidrose als einen wichtigen 

Manifestationsfaktor erklären. Diese kann – wie bereits erwähnt - genetisch oder 

durch das Tragen okklusiver Kleidung bedingt sein, aber auch medikamentös oder 
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aufgrund anderer Erkrankungen wie beispielweise Hyperthyreose, Tuberkulose oder 

einer gestörten Innervation hervorgerufen werden. Auch das deutlich gehäufte 

Auftreten der PV in feucht-warmen Makroklima, das die Schweißneigung erhöht, 

könnte hiermit eine zusätzliche Erklärung finden (vgl. Kap. 4.2).  

Eine weitere Hypothese ist, dass durch eine hohe Malassezia-Biomasse, der für das 

Wachstum benötigte Verbrauch „anderer“ Aminosäuren sehr hoch ist, während sich 

Tryptophan hingegen zunehmend anreichert, da die Hefe für das Wachstum 

vorwiegend andere Aminosäuren einsetzt. Sind diese verbraucht, sistiert das 

Wachstum und die Pigmentsynthese setzt ein.  

Bei der Diskussion, wie die Bildung der Sekundärmetabolite auf der Haut induziert 

wird, sollte auch bedacht werden, dass die Bildung der bisher noch unbekannten und 

für die Synthese der Tryptophan-Metabolite nötigen Enzyme auf dem Milieu der Haut 

durchaus anderen Gesetzen unterliegen kann als in dem artifiziellen System einer 

Pilzkultur. 

 

2.4.3 Andere mit Malassezia assoziierte Erkrankungen 

 

Bei einem Vergleich der PV mit den anderen Malassezia assoziierten Erkrankungen 

fällt auf, dass keine der für die PV typischen klinischen Erscheinungen wie Hypo- und 

Hyperpigmentierung, die Fluoreszenz unter langwelligem UV-Licht oder das geringe 

inflammatorische Infiltrat bei anderen Malassezia-Erkrankungen zu finden ist.  

 

Das Seborrhoisches Ekzem (SE) ist charakterisiert durch „entzündlich gerötete, fettig 

schuppende und leicht infiltrierende Herde in seborrhoischen Arealen, verbunden mit 

geringem Juckreiz“. Die Inzidenz des Seborrhoischen Ekzem liegt bei 1 – 3 % im 

Bevölkerungsdurchschnitt [67,149].  

Die Pityriasis simplex capillitii wird von vielen Autoren als milde Form des SE 

angesehen [172] und wird deshalb gemeinsam mit dem SE abgehandelt. 

Welche Rolle die Gattung Malassezia in der Pathogenese des SE und der 

Kopfschuppen einnimmt, konnte bisher noch nicht erklärt werden. Sicher ist jedoch, 

dass die Populationsdichte von Malassezia bei diesen Erkrankungen deutlich höher 

ist [115], bzw. dass der Anstieg der Populationsdichte von Malassezia mit der Schwere 

des Krankheitsbildes korreliert [86,140]. 
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Durch Untersuchungen an Biopsien betroffener Areale wurde eine deutlich höhere 

Dichte der Spezies Malassezia auch in tieferen Schichten des Stratum corneum 

festgestellt. Die Autoren diskutieren, dass die Schwere des Pilzbefalles mit 

oberflächlichen Untersuchungsmethoden deutlich unterschätzt wird [140] 

Was die humorale Immunantwort auf Malassezia bei SE-Erkrankungen betrifft, 

konnte ein Großteil der Arbeiten in Bezug auf Malassezia-spezifische Antikörper-Titer 

keinen Unterschied zwischen Patienten zu denen von Kontrollgruppen aufzeigen 
[5,16,17,18,97,139]. In drei Untersuchungen [3,118,173] wurden höhere Titer bei Erkrankten 

ermittelt, in einem Fall wurde dabei eine Antigenpräparationen von Malassezia furfur 

eingesetzt [173].  

Die zelluläre Immunantwort betreffend gibt es zwei Studien, in denen Isolate von 

Malassezia furfur benutzt wurden. Beide [47,139] konnten keine Unterschiede zwischen 

Erkrankten und Kontrollgruppe nachweisen. In zwei weiteren Studien, die 

Antigenpräparationen anderer Malassezia-Spezies einsetzten, wurde eine höhere [6] 

und eine geringer ausfallende Immunantwort gefunden. 

Die Ergebnisse sind also, wie auch bei der PV, widersprüchlich. 

Im Gegensatz zur Histologie der PV findet sich beim SE jedoch eine deutliche 

Entzündungsreaktion in erkrankten Arealen, in die Lymphozyten, Makrophagen, 

Monozyten und auch  Granulozyten involviert sind [11,18]. 

Therapeutisch wird die SE heutzutage mit systemischer oder topischer Gabe von 

Antimykotika wie Ketoconazol angegangen. Der Therapieerfolg liegt dabei über 80%.  

 

Das Atopische Ekzem ist ein chronisches oder chronisch-rezidivierendes Ekzem, 

dessen Ätiologie noch nicht vollständig aufgeklärt ist. Eine zentrale Rolle spielen IgE-

vermittelte Überempfindlichkeitsreaktionen vom Soforttyp, verbunden mit weiteren 

immunologischen und nichtimmunologischen Einflüssen, wie psycho- und 

neurovegetative Störungen. 

Malassezia-Hefen könnten vor allem für das AE im Kopf- und Nackenbereich eine 

Rolle spielen. So ergaben zwei Studien positive Ergebnisse auf Malassezia-Extrakte 

bei Hauttests mit Patienten, die eine Lokalisation der AE in diesen Bereichen 

aufwiesen [40,188].  

Auch weisen die positiven Ergebnisse einer antimyzetischen Therapie mit 

Ketoconazol in zwei Studien auf eine Beteiligung von Pilzen bei diesem 

Krankheitsbild hin [11,40]. 
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Beim Atopischen Ekzem findet sich im Gegensatz zur PV ebenfalls ein deutliches 

Entzündungsinfiltrat, das bei akutem Verlauf von T-Lymphozyten und bei der 

chronischen Form von Mastzellen und Eosinophilen dominiert wird [101].  

 

Bei der Malassezia-Follikulitis handelt es sich um juckende Papeln und 

Papulopusteln, die an Follikel gebunden in erster Linie am Rumpf und Hals und nur 

selten an den Extremitäten vorkommen. Sie unterscheiden sich von Akne dadurch, 

dass sie nicht mit Komedonen vergesellschaftet und monomorph sind sowie nicht auf 

die gängige Aknetherapie ansprechen.  

Die läsionale Infiltration mit Entzündungszellen ist auch hier deutlich stärker als bei 

PV. Es dominieren bei noch intakten Follikeln Lymphozyten [26,33,59,60], während bei 

ruptierten Follikeln das Infiltrat in seiner Zusammensetzung stark variiert und neben 

Lymphozyten Neutrophile, Makrophagen, Eosinophile und auch Plasmazellen 

enthalten kann [147,174]. 

Histologisch ist die Krankheit kaum von anderen Follikulitiden abzugrenzen. Es findet 

sich allerdings eine große Zahl von Sprosszellen im Talg, jedoch sind die 

Talgdrüsenfollikel auch physiologischerweise mit Hefen der Gattung Malassezia 

besiedelt. 

So ist die Eigenständigkeit der Erkrankung innerhalb des Komplexes der 

Follikulitiden nicht klar und der einzig schlüssige Beleg bleibt das Ansprechen auf 

eine antimyzetische Therapie [23,51] und das Versagen einer Antibiose als 

Abgrenzung zu bakteriellen Infekten. 

 

Weitere Erkrankungen, mit denen die Gattung Malassezia bzw. Malassezia furfur 

beim Menschen in Verbindung gebracht wird, sind die Papillomatosis confluens et 

reticularis, die Acne vulgaris, die Psoriasis vulgaris, aber auch systemische 

Erkrankungen wie die katheterassoziierte Malassezia-Sepsis [8]. 



2.5 Neutrophile Granulozyten und ihre getesteten Parameter 

 
Da diese Arbeit den Einfluß der Pityriarubine auf die granulozytäre Aktivierung 

untersucht, soll nachfolgend die Funktion neutrophiler Granulozyten und der hier 

untersuchten granulozytären Parameter, also des „respiratorischen burst“, der 

Leukotriene und des IL-8 dargestellt werden. 

Neutrophile Granulozyten  und ihre Aktivierung wurden als Modell ausgewählt, weil 

sie als wichtiger Teil des Immunsystems häufig in Untersuchungen zum Einfluss 

biologisch wirksamer Substanzen auf die Reaktionen von Entzündungszellen 

verwendet werden.  
Darüberhinaus sind neutrophile Granulozyten in Läsionen fast aller Hautkrankheiten 

zu finden und scheinen eine Schrittmacherrolle für die Ansammlung beweglicher 

Zellen des Mononukleären Phagozytierenden System (MPS) zu spielen [189].  

  

2.5.1 Funktion der neutrophilen Granulozyten  [65,93,170,192] 
 

Die neutrophilen Granulozyten, auch polymorphkernige Neutrophile (PMN) genannt,  

sind als mobile Effektorzellen ein wichtiger Teil des unspezifischen Immunsystems 

und haben etwa einen Anteil von 55 - 65 % der zirkulierenden Leukozyten beim 

gesunden Menschen. 

Die PMN besitzen zwei Hauptaufgaben, die eng miteinander verbunden sind und 

sich gegenseitig bedingen. Dies ist zum einen die Phagozytose - unter anderem 

durch die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (Kapitel 2.5.2.) - und zum zweiten die 

Produktion und Freisetzung entzündungsregulativer Substanzen z. B. aus der 

Gruppe der Lipidmediatoren (Kapitel 2.5.3) oder der Zytokine (Kapitel 2.5.4). 

Durch die umfangreiche Ausstattung an zur Opsonisation von Mikroorganismen 

wichtigen C3b- und Fc- Oberflächenrezeptoren, ist ihre phagozytäre Aktivität deutlich 

höher als die der eosinophilen und basophilen Granulozyten und stellt ihre 

Hauptaufgabe dar. 

Die Aktivierung der Granulozyten erfolgt dabei zunächst über körpereigene 

Mediatoren oder direkt durch die Einwirkung von mikrobiellen Stimuli (Exo- und 

Endotoxine). 

Der erste Schritt zur Einwanderung in entzündetes Gewebe besteht in der 

kurzzeitigen Adhäsion der PMN an der Gefäßwand der angrenzenden Gewebe. 
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Dabei kommt ihnen eine Mikrozirkulationsstörung und die damit verbundene 

verlangsamte Fließgeschwindigkeit entgegen, die ein kurzzeitiges Anhaften an der 

Gefäßwand begünstigt. Wichtig bei diesem Prozess sind zugleich 

Adhäsionsmoleküle aus der Gruppe der Selektine, die sich auf der Oberfläche der 

Endothelzellen und auf den Granulozyten befinden und diesen als „rolling“ 

bezeichneten Vorgang ermöglichen.      

Für eine vollständige Adhäsion sind jedoch – als Liganden des interzellulären 

Adhäsionsmoleküls 1 (ICAM-1) der endothelialen Zelloberfläche - die β2-Integrine 

der Granulozyten  nötig. Diese befinden sich auf der Membran der neutrophilen 

Granula, die bei Aktivierung der PMN mit der Zelloberfläche fusioniert und so die 

Expression der Integrine und Adhäsion der PMN ermöglicht. Der Vorgang der 

Expression ist durch Zytokine, wie Interleukin-1, Interleukin-8 oder TNFα 

modulierbar. 

 

Die weitere Transmigration in den Extravasalraum geschieht mittels aktiver 

amöboider Bewegung über interendotheliale Lücken.  

Die nachfolgende Bewegung erfolgt entlang einem Konzentrationsgradienten 

chemoattraktiver Substanzen (Chemotaxis), für welche die Granulozyten Rezeptoren 

auf ihrer Oberfläche besitzen. Solche chemisch wirksamen Stoffe sind beispielsweise 

LTB4 oder auch C5a, eine Komponente des Komplementsystems, wobei LTB4 eine 

besonders stark chemotaktisch wirksame Substanz für neutrophile Granulozyten  ist 

und von diesen auch gebildet wird (sog. Autacoid).  

 

Die Erkennung von Antigenen zur Phagozytose wird durch die Opsonierung 

wesentlich erleichtert. Ihre Aufnahme erfolgt über Pseudopodien, die den Partikel 

umschließen und dann miteinander fusionieren. Im Innern der PMN wird das nun 

vorliegende Phagosom durch lysozomale Enzyme oder freie Sauerstoffradikale 

abgebaut. 

Die proteolytischen Enzyme befinden sich zunächst in den Granula des Zytoplasmas. 

Bei Fusion der Granulamembran mit dem Phagosom oder auch mit der Zellmembran 

kommt es zur Degranulierung und die proteolytischen Enzyme werden freigesetzt. 

Bei Fusion mit der Zellmembran werden die auch chemotaktisch wirksamen Enzyme 

in die Umgebung abgegeben.  
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In der Wand der Granula vorhandene Rezeptor- und Oberflächenmoleküle, darunter 

auch Fmlp-Rezeptoren, werden - nach Stimulation - durch Membranfusion der 

Granula an die Zelloberfläche transloziert, wodurch entsprechend Liganden zur 

Verfügung stehen.  

Der zweite Weg der Abtötung von Mikroben - die Produktion reaktiver 

Sauerstoffspezies - ist der effizientere, allerdings aber auch mitverantwortlich für die 

zytotoxische Aktivität der PMN  und wird im folgenden Kapitel näher behandelt. 

 

2.5.2 Respiratorischer Burst [65,93,170,192] 

 

Die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies, auch „respiratorischer burst“ genannt, 

beruht auf der Aktivierung der an die Zellmembran gebundenen NADPH-Oxidase. 

Dieser Multienzymkomplex besteht aus zytosolischen Proteinen (P47phox, P67phox, 

P40phox, sowie den kleinen G-Proteinen Rac2, Cdc42, P29 peroxiredoxin), und aus 

einer membranständigen Komponente (Gp91phox, P22phox und dem kleinen G-Protein 

Rap1A)  [10,170].  

In unstimulierten PMN liegen die einzelnen Komponenten dissoziiert, also getrennt 

und  inaktiv vor. Bei Stimulation durch diverse Agonisten kommt es jedoch zur 

Phosphorylierung der zytosolischen Komponenten und deren Translokation an die 

Plasmamembran, wo sie mit den dort ansässigen Komponenten assoziieren. 

Das Ergebnis ist die Aktivierung der NADPH-Oxidase, die NADPH zu NADP 

umwandelt. Dabei freiwerdende Elektronen reduzieren molekularen Sauerstoff, so 

dass Superoxidanionen entstehen[9]: 

                      NADPH + 2 O2  →   NADP+ + H+  +  2 O2
-
   

Diese primären Produkte sind noch relativ wenig reaktiv und werden durch 

Superoxiddismutase (SOD) zu Wasserstoffsuperoxid (H2O2) reduziert: 

                        2 O2
-
  +  2 H+  →   H2O2  +  O2     

Das Wasserstoffperoxid wird unter der katalytischen Wirkung der Myeloperoxidase 

und in Gegenwart von Halogenen zu Hypochloriger Säure oxidiert. Die 

Myeloperoxidase befindet sich in den azurophilen Granula. In den mononukleären 

Zellen übernimmt eine Katalase die Funktion der Myeloperoxidase: 

                    H2O2   + Cl- + H+  →   HOCL + H2O    

Hypochlorsäure ist als starkes Oxidationsmittel ebenso hochreaktiv. Es reagiert mit 

Ammonium und Aminen und bildet so stark reaktive Chloramine. 
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Weitere Produkte, die aus einer Reaktion von Wasserstoffperoxid mit 

Superoxidanionen hervorgehen, sind Hydroxylradikale und Singulett-Sauerstoff: 

                            H2O2   +  O2    →   2 OH· +  1O2 
Beide reagieren in erster Linie mit bakteriellen Lipiden, sind allerdings sehr instabil. 

Die große Bedeutung der mikrobiziden Wirkung all dieser reaktiven 

Sauerstoffspezies wird augenscheinlich bei Individuen mit einem Mangel an 

Superoxiddismutase oder Myeloperoxidase, da solche unbehandelt an immer 

wiederkehrenden Infektionen sterben. 

Neben der direkten Reaktion mit Proteinen, Nukleinsäuren oder Membranlipiden ist 

auch die inaktivierende Wirkung auf Proteaseinhibitoren wichtig, die eine optimale 

Wirkung der granulozytären Proteasen ermöglicht. 

Um eine ausgewogene Reaktion zu ermöglichen und die destruierende Wirkung auf 

körpereigenes Gewebe nicht überschiessen zu lassen, sind lokal und systemisch 

regulierende Mechanismen nötig.  

Diese werden über die vom Aktivierungsgrad des Granulozyten abhängige 

Rezeptorstruktur an dessen Oberfläche gesteuert. 

Der Aktivierungsgrad wiederum ist abhängig von der Stimulation durch 

Entzündungsmediatoren. Solche Stimulantien können zum Beispiel Antigene von 

Seiten eines Erregers sein, andererseits aber auch körpereigene Mediatoren, wie 

aus dem Plasma stammende Bestandteile des Komplementsystems oder Produkte 

der Gerinnungskaskade, sowie von stimuliertem Wirtsgewebe oder Leukozyten 

synthetisierte Substanzen, wie Zytokine oder Lipidmediatoren. 

Die Mediatoren können über die Besetzung des entsprechenden Rezeptors die 

Signaltransduktion induzieren. 

 

Die Signaltransduktionsmechanismen von sekretorischen Reaktionen aktivierter 

Granulozyten  sind in ihrer Kompexizität noch lange nicht verstanden und so sind 

auch die Zusammenhänge bei der Aktivierung der NADPH-Oxidase mit ihrer 

membranständigen Komponente (Gp91phox, P22phox, Rap1a) und ihren zytosolischen 

Proteinen ( P47phox, P67phox, P40phox, Rac2, Cdc42, P29 peroxiredoxin) nach wie vor 

noch nicht vollständig aufgeklärt. 

Ein zentraler und schon gut bekannter Mechanismus ist vermittelt durch ein G-

Protein [121]: 
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Dabei kommt es durch Bindung entsprechender Agonisten an den Rezeptor zu einer 

Konformationsänderung am G-Protein. Diese Konformationsänderung setzt nun eine 

Sequenz von Transduktionsmechanismen in Gang, die nicht nur eine simple 

Weiterleitung des Signals an Effektorsysteme bewirken, sondern auch zu einer 

Verstärkung des Signals führen.  

So bewirkt die Aktivierung des G-Proteins durch Stimuli wie Fmlp, LTB4 oder C5a, 

dass an der hochaffinen Bindungsstelle für GTP eben dieses das gebundene GDP 

ersetzt, was in eine Aktivierung von Phospholipase C (PLC) mündet. 

Die aktivierte Phospholipase C ist für die Bildung zweier second-messenger 

verantwortlich. Dabei spaltet die Phospholipase C ein spezielles Membran-

Phospholipid, das Phophatidylinosit-4,5–biphophat (PIP2) in ein diacyliertes Glycerin 

(Diacylglycerin, DAG) und in Inosit 1,4,5–Triphophat (IP3). 

Das DAG aktiviert die Proteinkinase C (PKC), die aus dem zytoplasmatischen Pool 

an die Zellwand transloziert wird. Die Proteinkinase C ist ein Enzym mit vielen 

Isoformen und verantwortlich für die Aktivierung einer ganzen Reihe weiterer 

Enzymkomplexe, so beispielsweise auch für die Aktivierung der NADPH-Oxidase, 

welche die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies katalysiert.  

Das IP3 hingegen bindet an einen Rezeptor am endoplasmatischen Retikulum und 

initiiert die Freisetzung von Calcium. Die Calcium-Freisetzung wiederum hat auch 

eine zentrale Bedeutung für die PKC, da es deren Affinität gegenüber DAG erhöht 

und so das Signal verstärkt. 

Bei der Ca2+-Freisetzung kommt es zunächst initial zu einem schnellen Anstieg des 

Spiegels, dem ein im weiteren protrahierter Anstieg folgt.  

Die Dauer und Konzentration des initialen Calcium-Spiegels entscheidet zum einen 

über das Maß der aktivierten PKC und somit auch über den PKC-Gesamteffekt in der 

protrahierten Phase. 

Auch das Phospholipid Phophatidylserin erhöht die Affinität von DAG.  

Ein weiterer wichtiger Weg der Transduktion extrazellulärer Signale in intrazelluläre 

Antworten ist assoziiert mit „Mitogen-activated Proteinkinasen“ (MAPK) [87].  

Hier konnten bisher drei dominierende MAPK ausgemacht werden: 

1. Extracellular-regulated protein kinase (ERK (p42/44)) 

2. c-Jun NH2-terminal kinase (JNK (p46/54)) 

3. p38 mitogen-activated kinase (p38 MAPK) 
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Unter diesen drei MAPK lassen sich nochmals einige Isomere unterscheiden, die in 

eine ganze Reihe zellulärer, entzündungsregulativer Prozesse involviert sind, unter 

denen der respiratorische Burst eine Komponente darstellt. 

In den respiratorischen Burst sind ERK und die P38 MAPK wahrscheinlich über die 

Aktivierung des Proteins P47phox eingebunden. Dieses Protein stellt eines der 

zytosolischen Bestandteile der NADPH-Oxidase dar.  

Sind die Komponenten der NADPH-Oxidase jedoch einmal zusammengefügt, so 

besitzt die P38 MAPK keinen regulativen Einfluss – kann also nicht mehr in den 

einmal gestarteten Prozess eingreifen.  

 

2.5.3 Lipidmediatoren [65,93,192] 

 

Zu dieser großen und wichtigen Klasse von biologisch aktiven Lipiden gehören zum 

einen Oxygenierungsprodukte der Arachidonsäure und zum zweiten Membran-

phospholipide wie z. B. Phophatidylcholin sowie dessen acetylierte  Derivate.  

Diese Stoffe besitzen auto- und parakrine Regulationseigenschaften für 

Entzündungszellen. 

Dabei umfasst die (zweite) Gruppe der acetylierten Derivate des Phophatidylcholin 

die Plättchen-aktivierenden Faktoren (PAF). Sie werden in erster Linie von Plättchen 

und Mastzellen, aber auch von Granulozyten und anderen Zellen gebildet. Sie 

besitzen eine Reihe von biologischen Wirkungen, wobei neben Erhöhung der 

Gefäßpermeabilität und Aggregation von Plättchen mit Freisetzung vasoaktiver 

Substanzen, vor allem auch die chemotaktische Wirkung, Leukozytenaktivierung, 

sowie Induktion von Degranulierung, Sauerstoffradikalbildung und Aktivierung der 

Eicosanoidsynthese in Granulozyten [169,176] zu nennen sind. Damit ist zugleich eine 

Brücke zu der ersten Gruppe der Lipidmediatoren und zum Ausgangsprodukt dieser 

Gruppe, der Arachidonsäure, das als ein Produkt während der PAF-Synthese 

freigesetzt wird, geschlagen (s.u.).   

Die Arachidonsäure wird aus der mit der Nahrung zugeführten Linolsäure gebildet. 

Es handelt sich dabei um eine vierfach ungesättigte omega-6-Fettsäure, die aus 20 

Kohlenstoffatomen besteht und deren letzte Doppelbindung sechs C-Atome vom 

Methyl-Ende entfernt ist. Sie kommt an Membranphospholipide gebunden in allen 

Zellen vor und wird durch Phopholipasen – in erster Linie Phopholipase A2 – 

freigesetzt, die durch Zellschädigung aktiviert werden. 
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Darüber hinaus besitzen PMN die Fähigkeit, exogen angebotene Arachidonsäure zu 

metabolisieren. Diese kann beispielsweise von Endothelzellen stammen 

(Kooperative Eicosanoidsynthese) [75]. 

In vitro lässt sich die Induktion der Eicosanoidsynthese bei Granulozyten   in 

Abwesenheit exogener AA durch artifizielle Stimuli wie Calciumionophor A23187, wie 

in der vorliegenden Arbeit, oder, in Anwesenheit exogener AA, auch durch natürlich 

vorkommende rezeptorabhängige Agonisten wie Komplementfaktoren (C3b, C5a), 

bakterielle Formylpeptide oder IL-8 herbeiführen [38]. 

Prinzipiell sind nun zwei Wege beschrieben, auf denen die entstandene 

Arachidonsäure weiter verstoffwechselt werden kann. Zum einen über den 

Cyclooxygenase-Weg, über den die Thromboxane, Prostacycline oder 

Prostaglandine entstehen, also Stoffe, die vor allem auf Gefässregulation, 

Thrombozytenaggregation und Schmerzrezeptoren wirken. 

Der andere Weg wird initiiert durch die Einwirkung des Enzyms Lipoxygenase (LO), 

deren Aktivität über diverse Zwischenprodukte und weitere Enzyme zur Bildung von 

Leukotrienen und Hydroxyeicosatetraensäuren führt.  

Der erste - durch die Lipoxygenase katalysierte - Schritt ist der Einbau eines 

Sauerstoffmoleküls in die Arachidonsäure. Dabei existieren verschiedene Varianten 

der Lipoxygenase, welche die Sauerstoff-Addition an jeweils spezifischen C-Atomen 

und somit die Bildung verschiedener Metaboliten katalysieren.  

Die Anteile der diversen Varianten sind je nach Zelltyp unterschiedlich, wobei PMN in 

erster Linie mit 5-LO ausgestattet sind.  

Der Syntheseweg über die 5-LO führt im weiteren Verlauf zu den 

Hydroxyeicosatetraensäuren und den Leukotrienen, deren Bildung und Funktion  

näher beleuchtet werden soll [24]: 

Die 5-LO katalysiert die Dioxygenierung an der fünften Position der Arachidonsäure, 

wodurch das relativ instabile Zwischenprodukt 5-Hydroxyperoxid entsteht. Dieses 

kann nun auf zwei Arten weiter umgewandelt werden. Zum einen kann durch eine 

Peroxidase die entsprechende Monohydroxyfettsäure (5-HETE) entstehen, zum 

zweiten kann - wiederum durch die 5-LO katalysiert – das instabile Epoxid Leukotrien 

A4 (LTA4) gebildet werden. 

In den in dieser Arbeit untersuchten neutrophilen Granulozyten wird nun mittels des 

Enzyms LTA4-Hydrolase vor allem LTB4 synthetisiert, das über eine Cytochrom 

P450-abhängige Omega-Oxidation zu den inaktiven Metaboliten 20-hydroxy-, sowie 
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20-carboxy-LTB4 verstoffwechselt wird. Desweiteren zerfällt LTA4 spontan zu den 

Metaboliten 6-trans-LTB4,  6-trans-12-epi-LTB4 und 5,6-DIHETES. 

Die 5-LO wird über eine Erhöhung des intrazellulären Calciumspiegels aktiviert, so 

dass das Enzym vom Cytosol an die Zellmembran transloziert wird und mit dem 5-

Lipoxygenase-bindenden Protein (FLAP) interagiert, welches die Bindung des 

Enzyms an die AA beschleunigt. 

Unter den aufgeführten 5-LO–Metaboliten besitzt das LTB4 die deutlich stärkste 

proinflammatorische Aktivität: Hervorzuheben ist dabei die sehr starke 

chemotaktische Wirkung auf Granulozyten, sowie auch auf Monozyten und 

Mastzellen. Diese chemotaktische Wirkung ist auch höher als die des 6-trans-LTB4 

und des 6-trans-12-epi-LTB4
 [63,70,105]. 

Darüber hinaus spielt LTB4 als Adhäsion- und Diapedese-induzierender Mediator 

eine wichtige Rolle in der Einwanderung von Leukozyten [64,85]. 

Weiterhin scheint das LTB4 auch auf granulozytären Entzündungsreaktionen, wie 

Sauerstoffradikalbildung und Degranulierung, einzuwirken. So sind die Effekte der 

Stimuli A 23187 oder Fmlp (bakterielles Tripeptid) teils erst indirekt über endogen 

gebildetes LTB4 möglich [83,202]. 

Ebenso besitzt LTB4 auch direkte immunmodulatorische Fähigkeiten: es stimuliert die 

monozytäre Zytokinsynthese und zeigt eine proliferative Wirkung auf T-Lymphozyten 
[159,179]. 

Demgegenüber werden die durch eine Glutathionperoxidase synthetisierten 

Cysteinleukotriene LTC4, LTD4 und LTE 4 auch als „slow reacting substance of 

anaphylaxis“ bezeichnet. Sie stammen in erster Linie von eosinophilen Granulozyten  

und Mastzellen ab und werden kaum von Neutrophilen gebildet [122]. Ihre Wirkung 

erstreckt sich vor allem auf glatte Muskelzellen und sie zeigen zudem eine stark 

vasokonstriktive und bronchospastische Wirkung. Durch den postkapillären 

Schwerpunkt ihrer Aktivität kommt es zu Plasmaaustritt und Ödembildung, 

darüberhinaus führen sie zu einer Erhöhung der endothelialen Permeabilität [103]. 

 

 

2.5.4 Zytokine [65,93,192]  

 

Bei den Zytokinen handelt es sich um immunregulative Proteine, die von 

immunologisch kompetenten Zellen gebildet und sezerniert werden und vor allem 
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auch als interzelluläre Regulatoren dienen. Strukturell sind die Zytokine eine wenig 

einheitliche Gruppe von Substanzen. Sie agieren alle über spezifische Liganden-

Rezeptor-Interaktionen, wobei nur IL-1α/β und TNF-α/β einen gemeinsamen 

Rezeptor besitzen. 

Einige proinflammatorische Zytokine, so auch das in dieser Arbeit untersuchte IL-8, 

versetzen die PMN schon in geringen Konzentrationen in einen voraktivierten 

Zustand (“priming“) und verstärken so die granulozytäre Antwort auf einen Stimulus 
[135]. 

Bei diesem “priming“ kommt es zur verstärkten Expression zahlreicher Moleküle auf 

der Granulozytenoberfläche. Diese Expression ist vor allem hervorgerufen durch eine 

Translokation entsprechender Granulakomponenten, wie Adhäsionsmoleküle, 

Rezeptoren und Proteasen vom Cytosol an die Zellmembran [99,130]. 

IL-8 wirkt darüber hinaus als starkes Chemokin vor allem auf PMN, aber auch auf 

Basophile und Lymphozyten, die sich somit entlang eines IL-8 Konzentrations-

gradienten bewegen können und so zum Ort eines Entzündungsgeschehens 

gelangen. Gerade bei inflammatorischen Geschehen im Bereich der Haut scheint die 

chemotaktische Wirkung von IL-8 eine wichtige Rolle zu spielen, wobei IL-8 seine 

eigene Rezeptor-Expression schnell herunterreguliert [166] und damit seine eigene 

Wirkung abmildert. 

Bei der Transmigration in den Extravasalraum ist IL-8 ebenso von Bedeutung, indem 

es die Expression von β2-Integrinen (CD11b/ CD18) von PMN und deren Liganden 

am Endothel fördert, wodurch das weitere “rolling“ der Leukozyten verhindert und 

eine stabile Bindung an das Endothel mit nachfolgender Transmigration erreicht wird.   

  



2.6 Die Pityriarubine und verwandte Substanzen   

 

Bei den Pityriarubine A, B und C handelt es sich um Bisindolylcyclopentendione, 

deren Grundstruktur aus drei Molekülen Tryptophan aufgebaut ist [91]. 
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C32H22N4O4 
MW 526.55 

C32H20N4O4 
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C32H19N3O5
MW 525.51 

                                                      Pityriarubin C 

 

Damit weisen sie eine enge strukturelle Verwandtschaft zu einer Reihe biologisch 

hochaktiver Substanzen auf, den Indolcarbazolen und Bisindolylmaleimiden 
[48,121,158,186,187].  

Diese sind als Proteinkinase-Inhibitoren von besonderem Interesse und in der Lage 

granulozytäre Funktionsparameter wie den „respiratorischen burst“ zu hemmen. 
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Die Struktur des Arcyriarubin A, des einfachsten Bisindolylmaleimiden ist enthalten in 

den Pityriarubinen, die statt der Imid-Gruppe zusätzlich ein komplexes Spirangerüst 

enthalten: 
 

 

 

 

 

 

                                    

                                       Arcyriarubin A, Bisindolylmaleimid 
 

Das Bisindolylmaleimid (Arcyriarubin A), das erstmals aus rotgefärbten Schleimpilzen 

der Gattung Arcyria 1989 isoliert wurde [181], wird in dieser Arbeit als 

Vergleichsubstanz verwendet.  

Die inhibitorische Potenz dieser Substanz gegenüber Proteinkinase C (PKC) ist mit 

einer IC50 von etwa 0,1 µM sehr hoch und liegt in der Größenordnung der stärksten 

PKC-Inhibitoren [186]. Neben der PKC wird auch die Proteinkinase A (PKA) gehemmt, 

allerdings mit einer etwa um eine Grössenordnung geringeren Potenz [186]. 

Durch chemische Veränderungen, u. a. Substitution der H-Atome an den Imid- und 

Indol-Stickstoffen mit verschiedenen organischen Resten lässt sich die inhibitorische 

Wirkung der Bisindolylmaleimide signifikant und empfindlich modulieren 
[49,121,158,185,186,187]. 

So führt der Verlust lediglich einer Carbonylgruppe gegenüber Arcyriarubin A zu 

einem Anstieg der IC50  auf 2,0 µM [186]. Kovalente Bindung zwischen den 

Indolsystemen ohne andere Veränderungen führt zu einer Erhöhung der IC50 auf 40 

µM. Interessant ist auch, dass die meisten Modifikationen am Imid-Stickstoff zu einer 

starken Abnahme der inhibitorischen Fähigkeiten auf PKC führen, wie am Beispiel 

des BIM Ro 31-6045 weiter unten dargestellt. Jedoch gibt es auch Ausnahmen 

dieses Phänomens: So liegt die IC50 für PKC nach Substitution des Imid-H am 

Bisindolylmaleimid durch eine CH2OH-Gruppe bei 0,5 µM und zeigt damit wieder 

eine vergleichbar hohe Potenz dieses Moleküls [158]. Substitutionen an den Indolen 

mit lipophilen organischen Resten führen zu einer Verstärkung der Potenz 
[49,121,186,187]. Dies unterstreicht die starke Beeinflussung der biologischen Wirksamkeit 

dieser Stoffgruppe schon durch geringe Änderungen an ihrer Struktur. 
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Twomey et al. [187], sowie Muid et al. [121] verglichen das inhibitorische Potential 

verschiedener Bisindolylmaleimide (siehe Struktur im folgenden Text). Neben der 

Hemmung der Proteinkinase C wurde darüber hinaus auch die Wirkung dieser 

Substanzklasse auf die Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies nach Stimulation 

neutrophiler Granulozyten  untersucht. 
 

                                        

N N

NO

R 2

R 1 R 3

O

 
Grundstruktur der Bisindolylmaleimide 

 

In der folgenden Tabelle 1 sind die darin untersuchten Derivate aufgelistet, wobei R2 

die Substituenten an der Imido-gruppe, R1 und R3 jeweils die Substituenten an den 

Indol-Stickstoffen darstellen. 
 

Name         R1 R2 R3 

Ro 31-6045 -H         -CH3      -H 

Ro 31-7549 -(CH2)3NH2 -H -CH3 

Ro 31-8425 -CH2NH2 -H -CH3 
 

                  Tabelle 1: Substituenten verschiedener Bisindolylmaleimide 

                                  an der Grundstruktur dieser Stoffgruppe                     
 

Für diese Untersuchungen der inhibitorischen Wirkung auf Proteinkinase C wurden 

Präparationen aus Rattenhirnen eingesetzt. 

Es zeigte sich, dass das Ro 31-6045 als das strukturell einfachste unter den 

untersuchten modifizierten Bisindolylmaleimiden und das einzige mit einer 

Modifikation am Imid-Stickstoff (Substitution des Imid-Wasserstoffs durch eine 

Methyl-Gruppe) die geringste Wirkung hatte. So ergab sich eine IC50 des Ro 31-6045 

von über 100 µM, während das Ro 31-7549 schon bei einer Konzentration von 0,075 

µM 50 % Hemmung aufwies und das Ro 31-8425 sogar bereits bei 0,0076 µM. 

Für die Wirkung auf isolierte Proteinkinase C, gewonnen aus humanen neutrophilen 

Granulozyten liegen nur Werte für das Ro 31-7549 und das Ro 31-8425 vor. Beide 
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reagieren mit humaner Proteinkinase C noch empfindlicher als mit aus Rattenhirnen 

gewonnener Proteinkinase C; sie erreichen hier eine IC50 durch 0,048 µM bzw. 

0,0048 µM. 

Auf die inhibitorische Wirkung gegenüber Proteinkinase C führen die Autoren dieser 

Arbeiten die Inhibition des „respiratorischen burst“ zurück. Experimentelle Ergebnisse 

dazu (IC50 bei mit verschiedenen Stimuli ausgelöstem burst von 2 x 106 Neutrophilen) 

zeigt folgende Tabelle 2 [121,187]:  
 

Stimuli  

Prüfsubstanz Fluorid DAG Fmlp OZ 

Ro 31-6045 > 3,0 > 10,0 > 10,0 >10,0 

Ro 31-7549 0,008 0,67 1,97 7,0 

Ro 31-8425 0,005 0,148 0,60 2,84 
    

                           Tabelle 2: IC50 einiger Bisindolylmaleimide nach Aktivierung  

                                             des „burst“ mit verschiedenen Stimuli 
  

Es ergaben sich ähnliche inhibitorische Potenzen wie bei der Wirkung auf isolierte 

Proteinkinase C. Denn auch hier zeigt das Ro 31-6045 eine deutlich schwächere 

Hemmwirkung auf den burst als die an den Indolen substituierten Verbindungen. 

Fluoride erlangen ihre stimulierende Wirkung des „respiratorischen burst“ über die 

Aktivierung von G-Proteinen. Die deutlich stärkere Hemmung bei Zugabe dieses 

Stimulus gegenüber den anderen entsteht wahrscheinlich aus einer (toxischen) 

Herabsetzung der intrazellulären ATP-Konzentration, mit dem die Inhibitoren um die 

entsprechende Bindungsstelle an der Proteinkinase konkurrieren [185]. 

Auch der durch den direkten Proteinkinase C-Stimulator DAG (Di-Octanoyl-Glycerol) 

hervorgerufene burst verdeutlicht die unterschiedliche Wirkung der von den Autoren 

verwendeten Bisindolylmaleimide.  

Im Gegensatz zu diesen Stimuli ist N-formyl-Methionin-Leucin-Phenylalanin (Fmlp) 

ein an der Außenwand der Neutrophilen am gleichnamigen Rezeptor (Fmlp-

Rezeptor) ansetzender Stimulus. 

Das inhibitorische Potential der Substanzen gegenüber diesem Stimulus ist, wie der 

Tabelle zu entnehmen, deutlich geringer als bei direkten PKC-Aktivatoren und bei 

Natrium-Fluorid, dies jedoch bei erhaltener relativer Wirkungsstärke. 
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Die Wirkung auf den durch opsonisiertes Zymosan provozierten burst ist bei allen 

drei untersuchten Bisindolylmaleinimiden nochmals geringer als bei Fmlp, auch hier 

mit gleicher relativer Wirkungsintensität.  

Die verhältnismäßig schwache Hemmung der Stimuli Fmlp und Zymosan erlaubt  

zusätzliche Einblicke in die Signaltransduktionsprozesse, vergleicht man die Wirkung 

der Bisindolylmaleinimide mit der von Staurosporin oder K252a:   
 

                

N N

H
NO

O
CH 3H

O C H 3
N HC H 3                         

N N

H
NO

O
H CH3

OH
CO2CH3

 
                              Staurosporin                                                 K252a 
 

Diese hemmen mit jeweils einer IC50 von 0,15 µM deutlich stärker nach Aktivierung 

mit Fmlp bzw. 0,2 µM (Staurosporin) und 0,8 µM (K252a) nach Zymosan [119,185]. 

Diese Tatsache ist aber nicht durch eine höhere Spezifität auf PKC zu erklären, denn 

in vitro-Versuche mit PKC aus humanen neutrophilen Granulozyten ergeben eine 

IC50 von 0,002 µM für Staurosporin und 0,270 µM für K252a, was einer 

vergleichbaren Potenz wie der der untersuchten RO-Derivate entspricht. Somit 

könnten nach diesen Aktivatoren PKC-unabhängige Signaltransduktionswege 

involviert sein, die zwar durch die unspezifischen Inhibitoren Staurosporin bzw. 

K252a (beides Indolocarbazole) gehemmt werden, in die die untersuchten 

Bisindolylmaleinimide aber nicht eingreifen können (vgl. Ergebnisse und Diskussion 

in dieser Arbeit bezüglich ähnlicher Verhältnisse bei den untersuchten 

Pityriarubinen). 

  

Es lässt sich also feststellen, dass es sich bei den Bisindolylmaleinimiden um eine 

Gruppe hochpotenter Proteinkinase C – Inhibitoren handelt, deren inhibitorisches 

Potential sich durch Veränderung der an dem Grundgerüst anhängenden Reste 

signifikant modulieren läßt. Durch ihre enge strukturelle Verwandtschaft und ihre gut 

charakterisierte Wirkung auf den „respiratorischen burst“ bieten sie sich als 

Vergleichssubstanzen zu den Pityriarubinen an, wobei in der vorliegenden Arbeit das 
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Arcyriarubin A wegen seiner fehlenden Substitution an den Indolen, wie sie auch bei 

den Pityriarubinen vorliegt, eingesetzt wurde. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3. Eigene Untersuchungen 

 
3.1 Fragestellung 

 

Nach der Aufklärung der Struktur der Pityriarubine [91] und der offensichtlichen 

Verwandtschaft zu bereits bekannten immunmodulatorischen Substanzen, lag ein 

Vergleich mit diesen nahe. Das Bisindolylmaleimid Arcyriarubin A, ein bekannter und 

hochpotenter Proteinkinase C-Inhibitor, wurde dabei als Vergleichssubstanz 

ausgewählt (vgl. Kap.2.6). 

Im einzelnen sollte folgenden Fragen nachgegangen werden: 

 

1. Haben die Pityriarubine A, B oder C einen Einfluß auf den durch folgende    

Aktivatoren induzierten „respiratorischen burst“ von neutrophilen Granulozyten?: 

  

   a) Calcium-Ionophor A23187 

   b) N-formyl-Methionin-Leucin-Phenylalanin (Fmlp) 

   c) Di-Octanoyl-Glycerol (DAG) 

   d) Phorbolester  

   e) Natrium-Fluorid 

   f) Zymosan A 

  

2. Haben die Pityriarubine A, B oder C einen Einfluß auf die durch das Calcium-

Ionophor A23187 induzierte Produktion von Leukotrienen? 

 

3. Haben die Pityriarubine A, B oder C einen Einfluß auf die durch LPS induzierte 

Produktion von Interleukin-8 nach 24-stündiger Inkubation? 

 

4. Zeigen die Pityriarubine A, B und C wirkungsspezifische Besonderheiten 

untereinander sowie im Vergleich zum Arcyriarubin A ? 

 

5. Kann ein pathogenetischer Zusammenhang der Pityriarubine A, B und C mit der 

Erkrankung “Pityriasis versicolor“ postuliert werden?  
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3.2 Materialien und Methoden 

3.2.1 Materialien 

3.2.1.1 Geräte und Lösungen für die Anzucht von Malassezia-Hefen und die  

            Gewinnung der Unterfraktionen  

 

Geräte 

o Brutschrank (Heraeus Holding GmbH, Hanau) 

o Melag AutoklaveTyp 23 (Melag, Berlin)  

o Rotationverdampfer Typ 51111 (Heidolph Instruments, Schwabach) 

o Sicherheitsarbeitsbank UVUB 1200 (Uniequip Laborgerätebau, Martinsried) 

o Kunststoffpetrischalen, 10 cm Durchmesser (Nunc, Roskilde, Dänemark)  

o Techne DRI- Block DB 3 (Thermo Dux, Heidelberg)  

o 4 ml Glasröhrchen (neoLab Autosampler Vials, Heidelberg) 

o Hettich Zentrifuge Rotana RP (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen) 

o Filterpapier, Größe:20 x20 (Camag, Muttenz, Schweiz)  

o Laufkammer (Desaga, Heidelberg) 

o Kieselgel DC-Platten 60 (Merck, Darmstadt) 

o Wood`sche UV-Lampe, Typ 131200 (Desaga GmbH, Heidelberg) 

o 1000ml Flash-Birne (Pfeuffer, Hannover)  

o Glassäule, NS 29 mit Fritte Durchmesser 30 mm, Por.1, PTFE-Küken NS 

14/2,5 mm spitz ausgezogen, Nutzlänge ca. 525 mm (Pfeuffer, Hannover)   

o Linomat IV (Camag, Muttenz, Schweiz) 

 

Lösungen 

o Referenzstamm: Malassezia furfur CBS 1878 T (Centralbureau voor 

Schimmelcultures, Baarn, Niederlande) 
o Malzextrakt-Bouillon (Merck, Darmstadt) 

o Pepton (Pepton aus Casein) (Merck, Darmstadt) 

o Ochsengalle (Difco, Detroit, USA) 

o Tween 40 (Sigma, Steinheim) 

o Olivenöl, steril gefiltert (Apotheke) 

o Agar (Agar Agar reinst) (Merck, Darmstadt) 

o Cycloheximid (Sigma-Aldrich, Steinheim) 

o Chloramphenicol (Merck, Darmstadt) 
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o Ethylacetat (Merck, Darmstadt) 

o 0,3 g L-Tryptophan (min 98 %) (Sigma, Deissenhofen) 

o Tween 80 (Polyoxyethylen-Sorbitan) ( Sigma, Deissenhofen) 

o Ameisensäure (Merck, Darmstadt) 

o Ethylformiat (Merck, Darmstadt) 

o Toluol (Merck, Darmstadt) 

o Methanol (Merck, Darmstadt) 

o Natriumsulfat, wasserfrei (Fluka Biochemika, Buchs, Schweiz) 

o Sephadex G-25 (Pharmacia, Uppsala, Schweden) 

o Gelmaterial Sephadex LH 20 (Sigma, Deissenhofen) 

 

3.2.1.2 Geräte und Lösungen für die präparative HPLC bei der         

            Substanzgewinnung 

 

Geräte 

o LiChrospher-RP8 Säule (30x250mm) (Merck, Darmstadt) 

o Gilson Masterpumpe M305(Gilson, Viellers le Bel, Frankreich) 

o Pumpe Gilson Modell 302 (Gilson, Viellers le Bel, Frankreich) 

o Gilson 802-Modul (Gilson, Viellers le Bel, Frankreich) 

o UV-Detektor (Holochrome) (Gilson, Viellers le Bel, Frankreich) 

o Fraktionensammler: Super Frac (Pharmacia Biotech, Freiburg) 

o Gefriertrockner Lyovac GT2 (Gilson, Viellers le Bel, Frankreich) 

 

Lösungen 

o Acetonitril (Merck, Darmstadt) 

o Lösungsmittel: Gradient Grade (Merck, Darmstadt) 

o Wasser für Chromatographie (Merck, Darmstadt) 

 
3.2.1.3 Geräte und Lösungen für die analytische HPLC bei der 

            Substanzgewinnung 

 

Geräte 

o Reversed-Phase-Säule (RP-18, 4 × 250 mm, stationäre Phase Shandon ODS 

Hypersil 3 µm, Life Science International LTD, Cheshire, England) 
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o Gradientenpumpe Gynkotek 480 (Gynkotek, Germering, BRD) 

o UV-Detektor 785 (bai, Bensheim, BRD) 

o Gynkotek C-R 6A Chromatopac (Gynkotek, Germering, BRD) 

o Autosampler: Alcott Modell 738 (Bischoff Analysentechnik, Leonberg, BRD) 

 

Lösungen 

o Acetonitril (Merck, Darmstadt) 

o Lösungsmittel: Gradient Grade (Merck, Darmstadt, BRD)  

o Wasser für Chromatographie (Merck, Darmstadt, BRD) 

 

3.2.1.4 Geräte und Lösungen für die Zellisolation und für die Herstellung der  

            Verdünnungsreihe der Pityriarubine 

 

Geräte 

o Hettich Zentrifuge Rotina 46 R (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, BRD) 

o 50 ml Falcon-Röhrchen (Becton-Dickinson Labware Europe, Le Pont de Claix, 

Frankreich) 

o FACScan Flowcytometer (Becton Dickinson; San Jose, CA, USA)  

o Analysenwaage Sartorius BD211p (Sartorius Göttingen, BRD) 

 

Lösungen 

o Aqua ad injectabilia (Baxter, Deutschland GmbH, Unterschleißheim)  

o Titriplex III (Ethylendiamintetraessigsäure – Dinatrium – Dihydrat) (EDTA) 

(Merck, Darmstadt) 

o Ficoll – Paque (Pharmacia, Uppsala, Schweden)  

o PBS  -/- (sine Ca2+ et Mg2+) 10x 

1000 ml Aqua dest. 

+ 80 g Natriumchlorid (NaCl) (Roth GmbH, Karlsruhe, BRD) 

+ 2 g Kaliumchlorid (KCl) (Roth GmbH, Karlsruhe) 

+ 11,5 g Di-Natriumhydrogenphosphat (2 H2O x Na2 HPO4) (Roth GmbH, 

Karlsruhe) 

+ 2 g Kaliumhydrogenphophat (KH2PO4) (Roth GmbH, Karlsruhe) 

+ 1 N NaOH ad pH 7,4 
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o PBS -/-  (sine Ca2+ et Mg2+)1x 

900 ml Aqua dest. 

      + 100 ml PBS -/- 10x 

+ 1 N NaOH ad pH 7,4 

o Polyvinylalkohol (PVA) 

1000 ml 0,9 % NaCl-Lösung (Roth GmbH, Karlsruhe) 

+ 10 g Polyvinylalkohol (PVA)  

o DMSO (Merck, Darmstadt) 

 

3.2.1.5 Geräte und Lösungen für die Messung freier Sauerstoffradikale 

 

Geräte 

o 15 ml PP-Tubes (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, BRD) 

o Hettich Zentrifuge Mikro 22 R (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, BRD) 

o Photometer Uvikon 860 (Kontron Instruments) 

 

Lösungen 

o Cytochrom C (Sigma – Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) 

o Superoxiddismutase (SOD) (Sigma – Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) 

o Hank´s/HEPES cum Ca/Mg  - Puffer (H/H+/+) 

100 ml Hank`s Balanced Salt Without Phenol Red 10 x (sine Ca++/Mg++) 

(HBSS 10x) (GIBCO, Karlsruhe) 

+ 900 ml Aqua ad iniectabilia (Baxter, Deutschland GmbH, Unterschleißheim) 

+ 6 g HEPES ( N-2-Hydroxyethylpiperazine-N´-2-ethanesulfonic acid) (Carl 

Roth GmbH & Co., Karlsruhe) 

+ 1 N NaOH ad pH 7,4 

o A 23187 (Calbiochem – Novabiochem Corporation, Bad Soden) 

o N-formyl-Methionin-Leucin-Phenylalanin (Fmlp) (Sigma Aldrich, Taufkirchen) 

o Phorbolester (Phorbol-12-myristat-13-acetat) (Sigma Aldrich, Taufkirchen) 

o Di-Octanoyl-Glycerol (DAG) (Sigma Aldrich, Taufkirchen) 

o Zymosan (Sigma Aldrich, Taufkirchen) 

o Natriumfluorid (Sigma Aldrich, Taufkirchen) 
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3.2.1.6 Geräte für die Leukotrien – Analytik mittels HPLC  

 
Geräte 

o Water I Laboratory Water System (Gelman Sciences, Ann Arbor, USA); zur 

Entionisierung und Filterung von Wasser 

o C18–Silica–Gel–Säulen, 1 cm3 Volumen (Bond Elut, Zug, Schweiz) 

o Reversed-Phase-Säule (RP-18, 4 × 250 mm, stationäre Phase Shandon ODS 

Hypersil 3 µm) (Life Science International LTD, Cheshire, England) 

o Hochdruck-Flüssigkeits-Pumpe: Kontron HPLC-Pump 420 (Kontron) 

o (Kontron HPLC-Detektor 430, (Kontron) 

o Kontron HPLC-Autosampler 465 (Kontron) 

 

Lösungen 

o Hank´s/HEPES cum Ca/Mg  - Puffer (H/H+/+) 

100 ml Hank`s Balanced Salt Without Phenol Red 10 x (sine Ca++/Mg++) 

(HBSS 10x) (GIBCO, Karlsruhe, BRD) 

+ 900 ml Aqua ad iniectabilia (Baxter, Deutschland GmbH, Unterschleißheim, 

BRD) 

+ 6 g HEPES ( N-2-Hydroxyethylpiperazine-N´-2-ethanesulfonic acid) (Carl 

Roth GmbH & Co., Karlsruhe, BRD) 

+ 1 N NaOH ad pH 7,4 

o authentische Standards 

o LTB4 (Cayman Chemical Company) 

o 6-trans-LTB4 (Cayman Chemical Company) 

o 6-trans-epi-LTB4 (Cayman Chemical Company) 

o Ammoniaksche Lösung; 25 %ige Lösung (Merck, Darmstadt, BRD); zur 

Herstellung einer 10 %igen Ammoniaklösung mit aqua tridestillata 

o Chloroform reinst (Fluka AG, Bern, Schweiz) 

o Methanol reinst (Fluka AG, Bern, Schweiz) 

o Acetonitril (Fluka AG, Bern, Schweiz) 

o EDTA-Titriplex (Ethylendiamintetraessigsäure – Dinatrium – Dihydrat) (Merck, 

Darmstadt) 

o Gradient Grade (Merck, Darmstadt) 
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3.2.1.7 Geräte und Lösungen für die Messung von IL-8 mittels ELISA 

 

Geräte 

o 24 – Well Cluster (Corning Incorporated, Corning, USA) 

o Nunc-ImmunoTM-Plate  “Maxisorp” (NuncTM Brand Products, Denmark) 

o Photometer (SLT Labinstruments Deutschland GmbH, Crailsheim) 

 
Lösungen 

o Zellmedium: 

      98 % Medium RPMI 1640 ohne l-Glutamin (Gibco, Karlsruhe) 

1 % Penicillin/Streptomycin (Pan Biotech GmbH) 

      1 % Fetales Kälberserum (FCS) (Gibco, Karlsruhe) 

o PBS -/- 1x (siehe Materialien zur Zellisolation) 

o “Capture“ - Antikörper: Anti-Il-8, monoklonal, “capture” (R&D Systems GmbH, 

Wiesbaden-Nordenstedt) 

o Biotinylierte Antikörper: Biotinylated Anti–Human Il-8 Antibody (R&D Systems 

GmbH, Wiesbaden-Nordenstedt) 

o Recombinant Human IL-8 (R&D Systems GmbH, Wiesbaden-Nordenstedt) 

o Diluent: 

1000 ml Aqua. dest. 

+ 1 g Bovines Serum Albumin (BSA) (PAA Laboratories GmbH, Linz, 

Österreich) 

           + 0,5 ml Tween® 20 (Polyoxyethylene-Sorbitane-Monolaurate) 

             (Sigma,Steinheim) 

+ 2,4 g Tris base (Carl Roth GmbH & Co., Karlruhe) 

+ 8,766 NaCl (Carl Roth GmbH & Co., Karlruhe) 

+ 1 N HCl ad pH 7,4 

o Blockpuffer:  

100 ml PBS  -/-  

+ 1 g Bovines Serum Albumin (BSA) (PAA Laboratories GmbH, Linz, 

Österreich) 

+ 5 g Saccharose (Carl Roth GmbH & Co., Karlruhe) 

+ 0,05 g Sodium Azide (NaN3) (Sigma, St. Louis, USA)  
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o Waschpuffer: 

1000 ml Aqua. Dest. 

o + 0,5 ml Tween® 20 (Polyoxyethylene-Sorbitane-Monolaurate) (Sigma, 

Steinheim) 

           + 2,4 g Tris base (Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe) 

           + 1 N HCl ad pH 7,4 

o Substratpuffer: 

1000 ml Aqua. Dest.  

 + 8,2 g Natriumacetat-Trihydrat (Merck, Darmstadt) 

 + 6,9 g Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat (Merck, Darmstadt) 

 + 1 N HCl ad pH 4,2  

o HRP-Streptavidin-Verdünnung: 

10 ml Diluent 

      2,5 µl HRP (Horseradish Peroxidase) – Streptavidin (Zymed Laboratories,    

      San Francisco, CA, USA) 

o ABTS – Verdünnung 

21 ml Substratpuffer 

+ 14 mg ABTS (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) 

o Wasserstoffsuperoxid (H2O2) (Merck, Darmstadt, BRD) 

o Lipopolysaccharid (LPS) (Sigma Aldrich, Taufkirchen) 

 

 

3.2.2 Methoden 

3.2.2.1 Anzucht von Malassezia furfur und Gewinnung der Pityriarubine 

 

Die Gewinnung der Pityriarubine geschah im Wesentlichen nach der Methode von W. 

Steglich, H.-J. Krämer und P. Mayser [91,92,110]. 

Dabei wird zunächst die Bildung von Pigment über spezielle Kulturbedingungen mit 

Tryptophan als einziger Stickstoffquelle induziert. Die Isolierung und Aufreinigung der 

Pityriarubine A, B und C aus diesem aus hunderten Substanzen bestehenden 

Pigment geschah mittels einer Abfolge verschiedener Extraktions- und 

Chromatographieschritte.  
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3.2.2.1.1 Anzucht und Nährmedien 

 

Die Anzucht des Stammes erfolgte auf modifiziertem (m)- Dixon-Agar in einem 

Brutschrank bei einer Temperatur von 32 ° C. Die Kulturen wurden in wöchentlichem 

Abstand auf frischen Agar weiterverimpft. Es wurde ausschließlich auf den 

Referenzstamm CBS 1878 T zurückgegriffen. 

 

Der modifizierte Dixon – Agar besteht aus folgenden Einzelkomponenten: 

 

3,6 % Malzextrakt 

0,6% Pepton 

2 % getrocknete Ochsengalle 

1% Tween 40 

0,2 % Glycerol 

0,2 %Ölsäure 

1,2 % Agar 

Aqua. Dest. auf 100 % 

 

Der in dieser Arbeit zur Anzucht verwendete Agar wurde aus Gründen der 

Kostenerersparnis nochmals modifiziert. Dabei wurde statt Glycerol und Ölsäure 0,4 

% Olivenöl verwendet. 

Weiterhin wurde dem Nährboden zur Vermeidung von Kontaminationen 

Cycloheximid und Chloramphenicol zugesetzt 

Dieser Nährboden erwies sich in seiner Eigenschaft zur Anzucht des Pilzes als ein 

dem (m)- Dixon- Agar gleichwertiger Ersatz. 

Zur Zubereitung des Nährbodens wurden alle Bestandteile - mit Ausnahme des 

Olivenöls und des Tween 40 – zunächst eingewogen, mit Aqua. Dest. auf 250 ml 

aufgefüllt, bei 1 bar über 30 min autoklaviert und auf 50° C abgekühlt. Abschließend 

wurden der Tween 40, sowie das Olivenöl zugegeben und je 10 ml des Agars unter 

einer Sicherheitsarbeitsbank in Kunststoffpetrischalen von 10 cm Durchmesser 

gegossen. 
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3.2.2.1.2 Bildung von Pigmenten und Fluorochromen 

 

Der Stoffwechsel von Malassezia furfur weist eine Besonderheit auf. Ist Tryptophan 

die einzig verfügbare Stickstoffquelle, so geht die Vermehrung mit der Bildung eines 

braunen Pigmentes einher. Dieses besteht aus einer großen Zahl bis dato 

unbekannter und erst zum kleinsten Teil entschlüsselter Farbstoffe und 

Fluorochrome. 

 
Abbildung 3: Pigmentbildung mit Tryptophan als einziger Stickstoffquelle                

 

3.2.2.1.3 Kulturbedingungen 

 

Der zur Induktion der Pigmentbildung benötigte Agar ist frei von Vitaminen, 

Elektrolyten, Spurenelementen und Kohlenhydraten. Er ist transparent, enthält nur 

eine Lipidquelle und – wie erwähnt – Tryptophan als einzige Stickstoffquelle. 

Auch hier wurde wie zur Anzucht des Referenzstammes dem Nährboden als 

Kontaminationsschutz Chloramphenicol und Cycloheximid zugesetzt. 
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Der Nährboden war wie folgt zusammengesetzt: 

 

0,3 g L-Tryptophan 

2 g Agar 

3 ml Tween 80 

Ad 100 ml Aqua. Dest. 

 

Zur Zubereitung des Nährbodens wurde zunächst die Mischung aus Cycloheximid, 

Chloramphenicol, Agar und Wasser bei 1 bar über 30 Minuten autoklaviert, auf 50 °C 

abgekühlt und mit L-Tryptophan und Tween 80 versetzt. Anschließend wurden je 10 

ml des fertigen p-Agar unter einer Sterilbank in Kunststoffpetrischalen von 10 cm 

Durchmesser ausgegossen. 

Nach dem Abkühlen wurden die bereits 6 Tage auf dem modifizierten Dixon-Agar 

bebrüteten CBS 1878 Malassezia-Kulturen mittels einer hitzesterilisierten Öse unter 

einer Sterilbank auf dem Pigment-Agar ausgestrichen, die Petrischalen mit einem 

Klebeband verschlossen und 14 Tage bei 32 °C im Brutschrank bebrütet. 

 

3.2.2.1.4. Pigmentgewinnung und Aufreinigung 

 

3.2.2.1.4.1 Gewinnung des Pigment-Rohextraktes 

 

Der anfangs transparente Nährboden verfärbte sich unter den durch Malassezia-

Hefen gebildeten Pigmenten dunkelbraun, wobei unter UV-Licht bei 254 und 366 nm 

deutliche Fluoreszenz zu beobachten war. 

Der Inhalt von je 20 Petrischalen wurde nun komplett in ein Becherglas von 2 Litern 

Fassungsvermögen überführt, mit einem handelsüblichen Pürierstab maximal 

zerkleinert und mit ca. 1,5 Liter Ethylacetat verrührt. Dieser Ansatz wurde für 48 

Stunden ruhengelassen. In dieser Zeit wurden die lipophilen Bestandteile des 

Ansatzes durch das Ethylacetat extrahiert, das sich daraufhin dunkelbraun verfärbte 

und stark fluoreszierte. 

 

Es schloß sich nun die - für die nachfolgende Gelpermeationschromatographie  

nötige - Reinigung des Extraktes an. 

Dafür wurde der Extrakt über einem mit Glaswolle gefüllten Trichter dekantiert und   
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so die aus dem Nährboden stammenden, festen, in dem Ethylacetat schwebenden 

Bestandteile entfernt. 

Das so erhaltene Filtrat wurde in einem Scheidetrichter zu gleichen Teilen mit 

destilliertem Wasser versetzt und geschüttelt. 

 

Nach kurzer Ruhephase waren zwei Phasen klar aufgetrennt: 

Zum einen die untere, schwerere Wasserphase, in der sich noch Reste des 

Nährbodens befanden. Zum anderen die obere, von weiteren störenden 

Verunreinigungen befreite Ethylacetat- Phase mit den Pigmenten. 

Nach dem Ablassen der wässrigen Phase wurde die obere, lipophile Phase 

aufgefangen und nun mittels eines Rotationverdampfers getrocknet. Der getrocknete 

Extrakt wurde dann in etwa 2 ml Ethanol aufgenommen. 

In den vorliegenden 2 ml Rohextrakt befanden sich also die aus der Gesamtmenge 

von 20 Petrischalen gewonnenen Pigmente gelöst. 

 

3.2.2.1.4.2 Gelpermeationschromatographie  

 

Das Gelmaterial Sephadex LH 20 mit einer Porengröße von 25 -100 µm ist ein 

hydroxyproliertes Derivat des Sephadex G-25 und wird für die 

Gelpermeationschromatographie, sowie für die Normalphasenverteilungs- und  

Adsorptionschromatographie verwendet. 

 

Für die Mitteldruck-Säulenchromatographie wurde Sephadex LH 20 zunächst etwa 

12 Stunden in Methanol suspendiert und dann in die Glassäule gefüllt. Mittels eines 

Druckballes wurde die Gelsuspension, die immer mit Methanol bedeckt bleiben muß, 

in der Säule komprimiert. Nach zweimaligen Wiederauffüllen der Säule mit 

Gelsuspension und anschließender Kompression, hat das komprimierte Sephadex 

etwa eine Höhe von 450 mm erreicht. 

 

Befand sich der Methanol-Spiegel kurz über der Gelsäule, wurden ca. 8 ml des 

Rohextraktes (= Ertrag von 80 Agarplatten) gleichmäßig und schonend auf die Säule 

gegeben. 

Nach dem Einsickern des Rohextrakts in die oberste Schicht des Kieselgels wurde 

die Glassäule mit dem Elutionsmittel Methanol aufgefüllt, eine 1000 ml Flash-Birne 
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auf die Säule gesetzt und mit Methanol gefüllt und mittels einer Ballon-Pumpe ein 

solcher Druck erzeugt, dass sich eine durchschnittliche Laufzeit von ca. 19 ml/ min. 

ergab. 

Die Gesamtlaufzeit der Säule betrug etwa 130 min, bei einem Elutionsvolumen von 

etwa 2500 ml. 

 

Innerhalb dieser Laufzeit ließ sich das Rohextrakt in 8 Fraktionen unterschiedlicher 

Volumina auftrennen, die in Bechergläsern aufgefangen wurden. Im Tageslicht 

lassen sich diese Fraktionen farblich kaum unterscheiden, da alle eine bräunliche 

Farbe besitzen und so die einzelnen Farbbanden nur schwach voneinander 

abgegrenzt  sind. 

Zur besser erkennbaren Differenzierung der Fraktionen wurde deshalb die 

Fluoreszenz unter Bestrahlung mit einer Wood`schen UV-Lampe mit einer 

Wellenlänge von 254 und 366 nm als Trennungskriterium verwendet. 

 

Die Fraktionen wurden nach folgenden Kriterien aufgefangen: 

 

Fraktion 

 

Volumen der 

Fraktion in ml 

Farbe 

unter UV-Licht 

0 300 farbloser Vorlauf 

1 100 Braun 

2 100 Goldgelb 

3 100 Hellgelb 

4 200 Bräunlich 

5 200 Orange 

6 200 Blau 

7 200 Gelb 

8 200 Violett 

 

Das Kieselgel wurde mehrmals verwendet und zur Erhaltung der Trenneigenschaften 

nach jeder Chromatographie regeneriert. Zu diesem Zweck wurde über das 

verbliebene Sephadex 1 ml 2 N Salzsäure gegeben und anschließend die Säule mit 

Methanol gespült, bis der pH wieder neutral war. 
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3.2.2.1.4.3 Dünnschichtchromatographie und Aufreinigung zur HPLC 

 

Die weitere Auftrennung der Fraktionen in Unterfraktionen erfolgte mittels 

Dünnschichtchromatographie mit einem für Indolderivate geeigneten Laufmittel. 

Zu diesem Zweck wurden die Einzelfraktionen zunächst in einem 

Rotationsverdampfer getrocknet und in etwa 2 ml Ethanol gelöst. Die Lösungen 

wurden so konzentriert, um die nachfolgende Auftragungszeit auf die Kieselgel DC-

Platten zu reduzieren. 

 

Die Auftragung zur präparativen Dünnschichtchromatographie erfolgte mit Hilfe des 

Camag Linomat IV mit folgender Einstellung: 

 
 

Plattenbreite 200 mm 

Bandbreite 180 mm 

Auftragsgeschwindigkeit 4 sec/ µl 

Startposition horizontal 10 mm 

Startposition vertikal 20 mm 

Zwischenraum 0 mm 

Aufzutragendes 

Volumen 
300 µl 

Druck Hauptventil > 100 bar 

Druck Reduzierventil 5 bar 
 

 

Zur Gewinnung einer möglichst großen Menge an Substanz wurde bei der 

präparativen Dünnschichtchromatographie über die ganze Breite der Kieselgelplatte 

die Lösung einer Fraktion aufgetragen. 
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Zur Auftragung bei der analytischen Dünnschichtchromatographie wurde folgende 

Einstellung verwendet: 
 

Plattenbreite 200 mm 

Bandbreite 10 mm 

Auftragsgeschwindigkeit 4 sec/ µl 

Startposition horizontal 10 mm 

Startposition vertikal 20 mm 

Zwischenraum 7 mm 

Aufzutragendes 

Volumen 
20 µl 

Druck Hauptventil > 100 bar 

Druck Reduzierventil 5 bar 
 

Auf diese Art konnten alle Einzelfraktionen auf eine Platte aufgetragen und die 

Zusammensetzung der einzelnen Fraktionen direkt analysiert werden. 

Die DC erfogte in einer Laufkammer mit Hilfe eines Filterpapiers und einem 

Laufmittel bestehend aus 200 ml Toluol, 100 ml Ethylformiat und 60 ml Ameisen-

säure. Dies entspricht einem Verhältnis von Toluol zu Ethylformiat zu Ameisensäure 

von 10:5:3. 

Die Laufzeit des Lösungsmittels bis zum oberen Ende der Kieselgelplatte betrug 

etwa 50 Minuten. 

Die einzelnen Banden wurden folgendermaßen charakterisiert: 

1. anhand ihrer typischen Färbung im sichtbaren Licht und ihrer potentiell 

fluoreszierenden Färbung unter UV-Licht bei 254 und 366 nm 

2. über ihre Rf-Werte (Quotient aus dem Entfernung einer Substanz vom 

Startpunkt und der zurückgelegten Laufmittelstrecke) und des Verhältnisses 

der einzelnen Banden untereinander  

Die Pityriarubin-haltigen Banden lassen sich, wie folgt, charakterisieren: 

Substanz Fraktion Rf-Wert Färbung 

Pityriarubin A 3 und 4 0,14 Orangerot 

Pityriarubin B 4 und 5 0,27 Orangerot 

Pityriarubin C 5 und 6  0,38 Orange 
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       Abbildung 4: Analytische Dünnschichtchromatographie 

       Linker Pfeil: Pityriarubin A   Mittlerer Pfeil: Pityriarubin B   Rechter Pfeil: Pityriarubin C 
 

Die auf diese Art benannten Banden konnten nun im Rahmen der präparativen 

Dünnschichtchromatographie einzeln mit einem feinen Spatel von der Platte gekratzt 

und im Mörser zerkleinert werden. 

Zur Extraktion der Pigmente aus dem vereinigten Kieselgel der betreffenden Bande  

wurde Ethylacetat verwendet, dem – nachdem die Pigmente durch Benetzung und 

Schütteln in Lösung gegangen sind - zur Abtrennung des Kieselgels Wasser 

hinzugegeben wurde. 

Auf diese Weise bildeten sich zwei stabile Phasen: Die untere schwere Wasserphase 

mit abgeschiedenem Kieselgel und die leichtere Ethylacetatphase mit gelöstem 

Pigment, die in einen Scheidetrichter dekantiert wurde. Hier setzten sich nochmals 

Reste der Wasserphase unten ab und wurden verworfen. 

Die Ethylacetatphase wurde aufgefangen und zur Bindung von Restwasser mit 

wasserfreiem Natriumsulfat versetzt, welches abzentrifugiert wurde. 

Die von Restwasser befreite Ethylacetatphase wurde nun in einen Rundkolben 

überführt und mittels Rotationsverdampfer im Wasserstrahlvakuum eingeengt. Das 

zurückbleibende Pigment wurde in möglichst wenig Ethylacetat (etwa 1 bis 2 ml) 

gelöst und - falls noch Verunreinigungen zu erkennen waren (ungelöste, im Medium 

schwebende Teilchen) - bei 4000 Umdrehungen über fünf Minuten zentrifugiert. 

Durch die Zentrifugation lagerten sich die schwereren, nicht löslichen 
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Verunreinigungen  am Boden des Gefäßes ab. Der Überstand mit den Pigmenten 

konnte so leicht entnommen werden. 

Abschließend wurde die Pigmentlösung in 4 ml Glasröhrchen überführt und unter 

einem Stickstoffstrom bei 40 °C getrocknet. 

 

3.2.2.1.5 High Performance Liquid Chromatographie (HPLC) 

 

Die Isolierung der Bestandteile einer Fraktion wurde mittels präparativer HPLC 

durchgeführt. 

Die erhaltenen Fraktionen wurden mittels analytischer HPLC auf Reinheit untersucht. 

Diese beiden Verfahren wurden von Dr. H.-J. Krämer, Klinische Pharmakologie, 

Giessen, durchgeführt. 

 

3.2.2.1.5.1 Präparative HPLC 

 
Durch präparative HPLC können die trotz Vorreinigung noch recht komplexen 

Fraktionen (durchschnittlich 5 – 10 Komponenten) über einen Gradienten mit einer 

LiChrospher-RP8 Säule (30x250mm) mit entsprechender Vorsäule getrennt und in 

grösseren Mengen rein dargestellt werden. Der verwendete lineare Gradient (180 

min) läuft von 0 – 100 % Acetonitril bzw. 100 – 0 % Wasser. Die Flussrate beträgt 5 

ml/min. Die eluierenden Verbindungen werden mittels Fraktionensammler in 180 

Fraktionen von je 5 ml aufgefangen und anschliessend lyophilisiert. 

Hauptkomponenten werden nochmals mit einem gespreizten Gradienten (hier 50 – 

80 % Acetonitril bzw. 0 – 20 % Wasser) nachgereinigt. Nach erneuter Lyophilisation 

wird ein Aliquot zur analytischen HPLC verwendet oder per Express unter 

Stickstoffatmosphäre auf Trockeneis zur Strukturaufklärung an den 

Kooperationspartner in München geschickt.  

Mit der beschriebenen Methodik konnten aus 214 mit Malassezia furfur bebrüteten 

Petrischalen 1,4 mg Pityriarubin A, 1,37 mg Pityriarubin B und 1,32 mg Pityriarubin C 

gewonnen werden. 
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3.2.2.1.5.2 Analytische HPLC 

 

Zur analytischen HPLC wurde eine Reversed-Phase-Säule (4 × 250 mm) verwendet. 

Die Elution erfolgte mittels Hochdruck-Gradienten. Als mobile Phase wurde 

Acetonitril-Wasser (linearer Gradient von 0 – 100 % Acetonitril bzw 100 – 0% Wasser 

über 100 min) bei einer Flussrate von 1 ml/min eingesetzt. Die Detektion eluierter 

Substanzen erfolgte bei 220 nm, die Chromatogramme wurden mittels eines 

Thermoschreibers bei einer Schreibergeschwindigkeit von 2mm/min aufgezeichnet. 

Der Probenauftrag erfolgte mittels eines Autosamplers in einem Volumen von 100 µl. 

 

3.2.2.1.6 Strukturaufklärung 

 
Die aus Gießen erhaltenen Proben wurden im Fachbereich Chemie der Ludwig-

Maximilians-Universität in München von Prof. Dr. W. Steglich und Dr. B. Irlinger  

mittels 1H- und 13C-NMR (600MHz), Massenspektroskopie (HRMS) sowie FT-IR-

Spektroskopie analysiert. Zur Aufnahme geeigneter Massenspektren standen 

verschiedene Ionisationsmethoden zur Verfügung (EI, ESI, FAB und CI).  

Im vorliegenden Fall erfolgte aufgrund der geringen zur Verfügung stehenden Menge 

der Isolate (0,1 mg) lediglich die massenspektroskopische Identifikation und der 

Vergleich mit bereits bekannten Metaboliten aus Malassezia furfur . 

  

3.2.2.2  Untersuchung der Wirkung der Pityriarubine 

 

3.2.2.2.1 Isolierung der neutrophilen Granulozyten 

 

Die in den Versuchen verwendeten polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten 

(PMN) wurden im wesentlichen nach der Methode von Boynum [29] durch 

Zentrifugation über einen Ficoll-Gradienten gewonnen. Bei dieser Methode macht 

man sich die unterschiedliche Migration im Dichtegradienten zu Nutze, da 

Granulozyten und Erythrozyten aufgrund ihrer höheren Dichte schneller 

sedimentieren als mononukleäre Zellen, die sich in den oberen Gradientenschichten 

sammeln. 

Es wurden nur gesunde freiwillige Probanden zur Blutspende herangezogen. Die 

Blutentnahme erfolgte an einer peripheren Vene der Armbeuge. Zur Antikoagulation 
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wurde in den zur Aspiration verwendeten Spritzen EDTA vorgelegt, so dass eine 

EDTA- Endkonzentration von 0,125 % erreicht wurde.  

Die Isolation der Zellen erfolgte standardmäßig unter sterilen Bedingungen und bei 

einer Raumtemperatur von 20 – 25 °C. Die durchschnittliche Isolationsdauer betrug 

etwa zwei Stunden. 

  

Je 30 ml des gewonnenen Blutes wurden nun vorsichtig auf 15 ml Ficoll-Lösung – 

vorgelegt in einem 50 ml Propylene-Röhrchen – aufgeschichtet und 35 Minuten bei 

400 x g zentrifugiert. 

Die unterschiedliche Dichte der verschiedenen Zellpopulationen bewirkt nun eine 

Auftrennung der Zellen bei der Sedimentation, wobei sich nach der Zentrifugation die 

Granulozyten und Erythrozyten am Boden des Röhrchens wiederfinden und das 

darüberliegende Plasma und die sich in den oberen Zellschichten befindenden 

mononukleären Zellen abgesaugt werden können.  

Es schließt sich die Abtrennung der Erythrozyten von den PMN an. Dazu wurde die 

Granulozyten-Erythrozyten-Bande im Verhältnis 1:3 mit Polyvinylalkohol gemischt 

und 15 Minuten zur Sedimentation der Erythrozyten stehengelassen. 

Danach wurde der PMN-reiche Überstand mit einer Pipette abgenommen, in frische 

Propylene-Röhrchen überführt und 10 Minuten bei 350 x g zentrifugiert. 

Verbleibende Erythrozyten wurden durch hypotone Lyse entfernt: Hierzu wurden die 

Zellen – nach Absaugen des Überstandes – in 18 ml Aqua dest. resuspendiert. Nach 

20 Sekunden wurde die Lyse durch Zugabe von 2 ml PBS 10x beendet und das 

Falcon-Röhrchen mit PBS 1x auf 50 ml aufgefüllt. Abschliessend folgte eine 10- 

minütige Zentrifugation bei 150 x g. 

Nach Absaugen der Flüssigkeit wurden die Zellen für die verschiedenen Versuche in 

den entsprechenden Medien und zu unterschiedlichen Konzentrationen 

resuspendiert (siehe folgende Kapitel). 

 

Die Quantifizierung der Zellen erfolgte durch lichtmikroskopische Zählung mittels 

Neubauer-Zählkammer bei 400-facher Vergrößerung. 

Vitalität und Reinheit wurde bei jeder Isolation über Differentialblutbilder sowie 

Propidiumiodid-Färbung mit anschließender FACS Analyse überprüft. Der Anteil 

PMN lag generell bei > 97 %, bei einer Vitalität von > 96 %.  
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3.2.2.2.2 Untersuchung der Wirkung der Pityriarubine und des Arcyriarubin A auf    

               granulozytäre Funktionsparameter 

 

Bei allen Versuchsansätzen wurden immer gleiche Endkonzentrationen der 

Pityriarubine A, B und C, sowie des Arcyriarubin A verwendet (20 µM, 10 µM, 5 µM, 2 

µM, 1 µM, 0,5 µM).   

 

Herstellung der Verdünnungsreihe der Inhibitoren: 

Die tiefgefrorenen Pityriarubine und das ebenso aufbewahrte Arcyriarubin A wurden 

in Mengen von 0,3 - 0,5 mg auf einer sechsstelligen Analysenwaage abgewogen und 

am Versuchstag mit DMSO zu einer Konzentration von 10 mg/ml gelöst 

(„Substanzlösung“ bzw. Lösung 1). 

Daraus wurden entsprechende Aliquots unter Berücksichtigung des 

Molekulargewichtes der Substanzen zu den Pufferlösungen bzw. Zellkulturmedien 

gegeben: 

Molekulargewichte: 

o Arcyriarubin A: 327,3 g/Mol  

o Pityriarubin A: 526,55 g/Mol  

o Pityriarubin B: 524,53 g/Mol  

o Pityriarubin C: 525,51 g/Mol  

Das Molekulargewicht der einzelnen Pityriarubine wurde auf 525,5 g/Mol 

aufgerundet. 

Die Wahl der höchsten Konzentration wurde aufgrund der Schwerlöslichkeit der 

Pityriarubine und des Arcyriarubins in rein wässrigen Lösungen einerseits und 

andererseits einer Minimierung des Lösungsvermittlers DMSO, das Zellaktivitäten 

beeinflusst, getroffen.  

 

Zur Herstellung von 500 µL einer „Stammlösung“ (Lösung 2) mit einer Konzentration 

von 400 µM wurde die „Substanzlösung“ (Lösung 1) wie folgt verdünnt: 

o Arcyriarubin A: 2 x 3.27 µL zu 493.5 µL H/H ++ (bzw. RPMI) 

o Pityriarubin A:  2 x 5.25 µL zu 489.5 µL H/H ++ (bzw. RPMI) 

o Pityriarubin B: 2 x 5.25 µL zu 489.5 µL H/H ++ (bzw. RPMI) 

o Pityriarubin C: 2 x 5.25 µL zu 489.5 µL H/H ++ (bzw. RPMI) 
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Beim Ansetzen der Lösungen zu den Versuchen zum „Burst“ und der 

Leukotrienausschüttung  wurde berücksichtigt, dass sich das Gesamtvolumen von 1 

ml zusammensetzte aus insgesamt 300 µL Zellsuspension, sowie 100 µL 

Reagenzlösung (Cytochrom C und SOD)  und 100 µL der Aktivatorlösung, so dass 

für die Lösung der Inhibitoren ebenfalls 500 µL zur Verfügung stand.  

Diese 500 µL wurden aus der 400 µM-Stammlösung durch Verdünnen im Verhältnis 

1:10, 1:20, 1:40, 1:200 hergestellt, um damit die ersten vier Konzentrationen (20 µM, 

10 µM, 5 µM, 2 µM) im Endvolumen zu erhalten; die Lösungen für 1 µM und 0,5 µM 

wurden aus der 1:200 Lösung durch zweimaliges aufeinanderfolgendes Verdünnen 

im Verhältnis 1:1 hergestellt.  

Bei den Versuchen zur IL-8 Freisetzung mit einem Gesamtvolumen von 500 µL 

wurden die Substanzen in 50 µL gelöst zum Ansatz gegeben, d. h. alle obigen 

Verdünnungsschritte 1:10, 1:20 etc. wurden durch Verdünnungen 1:1, 1:2 etc. 

ersetzt, um eine zehnfach höhere Konzentration der Substanzen in den 

zugegebenen 50 µL zu erhalten.  

 

Die DMSO-Konzentrationen betrugen in den Stammlösungen 2 x 5.25 µL/500 µL, d. 

h. 21 µL/ml oder 2.1 %. Diese Lösung wurde nicht in den Zellversuchen eingesetzt, 

sondern nochmals mindestens um den Faktor 10 verdünnt. Vorversuche mit DMSO-

Konzentrationen von 5 % zeigten nur geringen Einfluss auf die ROS-Freisetzung, 

deshalb wurde der Einfluss des DMSO vernachlässigt. Wie die Ergebnissen von C. 

Hipler (Jena) (siehe Kap. 3.4) bestätigen, haben die in den Versuchen eingesetzten 

DMSO-Konzentrationen keinen Einfluss auf die Ergebnisse. 

  

3.2.2.2.2.1 Messung der granulozytären Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies  

                  (ROS) 

 

Prinzip 

Hierzu wurde die Methode nach Cohen [41] benutzt, bei der die Reduktion von 

Cytochrom C durch Wasserstoffperoxid (H2O2) sowie Peroxid-Anionen (O2
2-) 

photometrisch erfasst wird. Cytochrom C ändert dabei in charakteristischer Weise 

das Absorptionsspektrum.  

Als Vergleichsansätze dienten dabei solche, denen neben dem Cytochrom C 

zusätzlich noch das Enzym Superoxid-Dismutase (SOD) zugesetzt wurde. Dieses 
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verhindert selektiv die Reduktion von Cytochrom C durch Wasserstoffsuperoxid, so 

dass aus der Differenz der beiden Ansätze auf die Menge des entstandenen 

Wasserstoffsuperoxid und anderer reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) geschlossen 

werden kann. Da diese Substanzen weitgehend Reaktionsprodukte der 

granulozytären NADPH-Oxidase darstellen, erhält man so ein angenähertes Maß für 

deren Aktivität.  

Zusätzliche Ansätze ohne Zusatz der Testsubstanzen, aber mit Aktivator, dienten als 

Maximalkontrolle, solche ohne jeglichen Zusatz von Inhibitoren oder Aktivator als 

Leerwert zur Kontrolle des spontanen Zerfalls der Zellen. 

 

Durchführung 

Jeder Ansatz enthielt 300 µl einer Zellsuspension mit einer Konzentration von 16,66 

x 106 PMN/ ml. Dies entspricht absolut 5 x 106 Zellen in 300 µl Zellsuspension, die 

sich dann in 1 ml Endvolumen des Versuchsansatzes befanden. Als Kurzzeit-

Kulturmedium diente HH+/+.  

Allen Proben wurden 75 µM Cytochrom C zugesetzt, die Vergleichsansätze 

enthielten zusätzlich noch 100 µg/ml SOD. Das Cytochrom C der Proben bzw. das 

Cytochrom C und SOD der Vergleichsansätze war jeweils in 100 µl Medium gelöst. 

Vor der Stimulation wurden alle Proben mit den vorbereiteten, in 500 µl HH+/+ 

gelösten Testsubstanzen für 10 min. im Wasserbad bei 37° C vorinkubiert. Die 

Kontrolllösungen ohne Testsubstanzen wurden entsprechend mit 500 µl Medium 

aufgefüllt und ebenso für 10 min. vorinkubiert. 

Alle Aktivatoren waren in 100 µl Zellmedium gelöst. Den Versuchsansätzen ohne 

Aktivator wurden stattdessen 100 µl Medium zugesetzt.  

Folgende Aktivatoren wurden eingesetzt: 

o  Calcium-Ionophor A23187 

Konzentration: 1 µM A23187 

Inkubationszeit: 10 min. 

o N-formyl-Methionin-Leucin-Phenylalanin (fmlp): 

Die Zellen wurden mit 5 µg/ml Cytochalasin B für 30 Minuten in einem Brutschrank 

bei definierter CO2-Zufuhr vorinkubiert. Cytochalasin B wirkt als „primer“ auf die 

Granulocyten und verstärkt so den Effekt von fmlp [162]. 

Konzentration: 1 µM fmlp 

Inkubationszeit: 10 min. 
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o 1,2 Di-Octanoy-sn-glycerol (DAG) 

Konzentration: 10 µM DAG 

Inkubationszeit: 10 min. 

o Natrium-Fluorid (NaF) 

Konzentration: 10 µM NaF 

Inkubationszeit: 10 min. 

o Phorbolester (PE) (Phorbol-12-myristat-13-acetat) 

Konzentration: 1 µM Phorbolester 

Inkubationszeit: 20 min. 

o Zymosan A  

Konzentration: 1 mg/ml Zymosan 

Inkubationszeit: 25 min. 

 

Die Reaktion wurde nach der jeweiligen Inkubationszeit durch Kühlung auf Eis mit 

anschließender Zentrifugation bei 4° C (1200 x g, 4min.) abgestoppt. 

Die Zellüberstände wurden photometrisch bei 546 nm – dem Absorptionsmaximum 

des Cytochrom C – analysiert. Dabei wurde die Extinktion jeweils gegen den SOD-

enthaltenden Vergleichsansatz gemessen. 

 

Auswertung und Statistik 

Aus den erhaltenen Einzeldaten wurde durch prozentualen Vergleich mit den 

Maximalwerten des jeweiligen Tages und anschliessender Mittelwertbildung der 

relativen Prozentwerte das Ergebnis erhalten. Darüber hinaus wurde die 

Standardabweichung ermittelt. 

 Eine alleinige Auswertung anhand des Mittelwertes ist jedoch nicht korrekt, da die 

mathematische Grundvorraussetzung der Normalverteilung nicht gegeben ist. Aus 

diesem Grund wurde für jeden Versuch eine Exponentialfunktion gebildet und die 

IC50 ermittelt. 

Zur Verifizierung der Versuchsergebnisse wurde der H-Test von Kruskal und Wallis 

herangezogen. 
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3.2.2.2.2.2 Analytik von Arachidonsäure-Metabolite mittels HPLC 

 

Prinzip 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bildung von Arachidonsäure-Derivaten mittels 

Calcium-Ionophor A23187 induziert. Andere Aktivatoren wie Fmlp – auch in 

Kombination mit Cytochalasin B – Priming oder Arachidonsäure - erbrachten keine 

ausreichende Freisetzung von Leukotrienen.  

Der Nachweis der Arachidonsäure-Metabolite aus den Zellüberständen erfolgte über  

Festphasenextraktion und nachfolgende HPLC-Analytik. 

Die Festphasenextraktion dient dabei der Aufreinigung und Anreicherung der 

Arachidonsäure-Metabolite aus dem Zellüberstand. 

Dazu wurden Vorsäulen verwendet, die kovalent mit gesättigten C18-Alkylresten 

abgesättigtes Silica-Gel mit einer Partikelgröße von 40 µm als stationäre Phase 

enthalten. Dieses Gelmaterial besitzt eine hohe Affinität für unpolare Verbindungen 

und ermöglicht so die Extraktion der lipophilen Lipoxygenase-Metaboliten aus dem 

wässrigen Zellüberstand und die anschließende Elution mittels eines unpolaren 

Lösungsmittels wie Methanol. Zu beachten sind die genauen Bedingungen des 

Probenauftrages und der Elution. So sollte die Dauer des Durchflusses möglichst 

gleichbleiben, ebenso die Elutionsgeschwindigkeit. Ausserdem muss - um 

Substanzverluste zu verhindern - ein Verspritzen der Eluate bei der Elution durch das 

angelegte Vakuum vermieden werden. 

  

Die quantitative HPLC der Zellproben erfolgte mittels einer isokratischen reversed-

phase (RP-) Chromatographie, bei der ein lipophiles Silicagel mit C-18-Ketten als 

Säulenfüllung verwendet wird, ähnlich dem Vorsäulen-Material, das lipophile 

Substanzen zunächst bindet, die dann durch das organische Lösungsmittel in der 

mobilen Phase nacheinander von der Säule abgelöst werden. Dabei kann durch 

Wahl der Zusammensetzung der mobilen Phase eine Trennung der interessierenden 

Substanzen erzielt werden. Es bildet sich eine Konkurrenzsituation zwischen der 

Lösung der Substanzen im lipophilen Gelmaterial und der Lösung in der mobilen 

Phase aus, wodurch eine feinabgestimmte Trennung erreicht werden kann. 

Detektiert werden die eluierenden Komponenten mittels eines Durchfluss-

photometers im UV, wobei eine für die Substanzen charakteristische Wellenlänge 

eingesetzt wird. Im Fall der Leukotriene liegt diese Wellenlänge bei 230 nm. Die 
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eluierenden „peaks“ sind in ihrer Fläche oder auch Höhe proportional der 

Substanzmenge, so dass nach entsprechender Kalibrierung mit bekannten 

Konzentrationen eine Quantifizierung der Substanzen erfolgen kann. Dabei ist zu 

beachten, dass die Konzentrationsabhängigkeit nur in gewissen Grenzen linear 

verläuft. 

 

Beim Zusammenschalten mit der Vorsäulenextraktion ist zu beachten, dass die 

Effizienz der Extraktion und der nachfolgenden Elution erstens nicht 100% beträgt 

und zweitens für jede einzelne Substanz verschieden sein kann. Zur Kontrolle und 

für die nachfolgende quantitative Aussage über den Gehalt der ursprünglichen Probe 

ist es daher erforderlich, zum einen die Linearität der Flächen- oder 

Höhenkonzentrationsabhängigkeit zu charakterisieren („response“), zum anderen die 

Wiederfindung der einzelnen Komponenten („recovery“) nach Durchlaufen aller 

analytischen Schritte zu bestimmen - beides mit bekannten Konzentrationen der zu 

bestimmenden Substanzen.    

 

Durchführung 

 

Versuchsansatz und Stimulation der Zellen 

Jeder Ansatz enthielt 400 µl einer Zellsuspension mit einer Konzentration von 12,5 x 

106 PMN/ ml. Dies entspricht 5 x 106 Zellen in 400 µl Zellsuspension. Das 

Zellmedium war H/H++. 

Vor der Stimulation wurden alle Zellen mit den zu untersuchenden Substanzen für 10 

min. in einem Wasserbad bei 37° C vorinkubiert.  

Die Stimulation der Zellen erfolgte mit 1 µM A23187 bei einer Inkubationszeit von 10 

min. Die Reaktion wurde durch Kühlung auf Eis und anschließender Zentrifugation 

(1200 x g, 4min.) bei 4° C abgestoppt. Die Zellüberstände wurden bis zur weiteren 

Analyse bei -20° C tiefgefroren. 

 

Festphasenextraktion 

Für die sich anschließende Festphasenextraktion wurden die verwendeten Vorsäulen 

zur besseren Kontrolle der Elutionsgeschwindigkeit in eine Extraktionsapparatur 

eingesetzt, in der über eine Wasserstrahlpumpe ein über ein Nadelventil 

einstellbares Vakuum erzeugt wurde. 
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Der erste Schritt der Festphasenextraktion war die Konditionierung der Säulen durch 

Aufpipettieren von jeweils zweimal 1 ml Methanol und 1 ml destilliertem Wasser. 

Diese waren wie alle verwendeten Lösungen eisgekühlt. 

Anschließend wurden die ebenfalls gekühlten Zellüberstände aufpipettiert, worauf ein 

zweimaliges „Waschen“ der Säule mit je 1 ml Aqua dest. folgte, um nicht-retinierte 

polare Verbindungen zu spülen. Das nachfolgende rasche Durchsaugen von 100 µl 

Chloroform diente dazu die wässrige Phase komplett von der Säule zu verdrängen 

und neutrale Lipide zu entfernen. 

Die Elution der Arachidonsäure-Metaboliten erfolgte durch Zugabe von 250 µl 

Methanol, das nach einer Einwirkzeit von 2 min. schrittweise langsam abgesaugt und 

in Eppendorfgefäße aufgefangen wurde. 

Die Proben wurden dann bis zum vollständigen Eindampfen des Lösungsmittel 

einem kontinuierlichen Stickstoffstrom ausgesetzt und konnten in dieser Form bis zu 

der anschließenden HPLC-Analytik bei -20° C gelagert werden. 

 

Reversed-Phase-HPLC (isokratisch)  

Die Proben wurden für die HPLC-Analytik in 50 µl Methanol gelöst. Zur analytischen 

HPLC wurde eine Reversed-Phase-Säule verwendet. Die Elution erfolgt mittels 

Hochdruck-Flüssigkeits-Pumpe bei einem Flussrate von 1,3 ml/min. Die mobile 

Phase bestand aus Methanol, Wasser und Essigsäure im Verhältnis 78:28:0,16 und 

wurde mit NH4OH auf einen pH von 4,9 eingestellt. Zur Reinigung und Entgasung 

wurde die mobile Phase durch ein Membran-Filtersystem gesaugt, zusätzlich wurde 

noch eine Ultraschall-Entgasung durchgeführt. Die Detektion eluierter Substanzen 

erfolgt bei 220 nm, die Chromatogramme werden mittels eines Computersystems mit 

entsprechender Software aufgezeichnet und ausgewertet. Der Probenauftrag erfolgt 

mittels eines Autosamplers in einem Volumen von 30 µl. 

 

Evaluierung der Leukotrien-Analytik und Auswertung 

Um Daten zum Zusammenhang zwischen HPLC-Peakfläche und Konzentration zu 

erhalten, wurden mit den zu bestimmenden Proben Verdünnungen von den zu 

bestimmenden Metaboliten (LTB4, 6-trans-LTB4) mit bekanntem Gehalt analysiert. 

Ein Metabolit war trotz intensiver Bemühungen seitens des Lieferanten zur Zeit der 

Analytik nicht verfügbar (6-trans-12-epi-LTB4). Aus früheren Ergebnissen [72] ist 
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jedoch bekannt, dass sich diese Substanz genau wie die anderen untersuchten 

Leukotriene verhält. 

Durch dieses Vorgehen erhält man die sog. „response“-Kurve der Apparatur, d. h. 

das erhaltene Signal ist der eingesetzten Substanzmenge idealerweise proportional 

und kann zur Erstellung einer Eichkurve dienen.  

 

Da die Proben aber nicht direkt analysiert werden, sondern über 

Festphasenextraktion vorbereitet werden, ist es erforderlich, dabei auftretende 

Verluste (z. B durch nicht-quantitative Absorption bzw. dann Elution) zu kontrollieren. 

Dazu werden die gleichen Substanzmengen wie in den „response“-Versuchen 

eingesetzt, nur wird die Substanz in Zellkulturmedium gelöst und anschliessend wie 

eigentliche Proben über Festphasen-Extraktionssäulen geführt (Simulation der 

„richtigen“ Proben). Durch Vergleich der Peakfläche des jeweiligen Standards mit 

dem Ergebnis nach Festphasenextraktion erhält man eine Abschätzung des bei dem 

Verfahren aufgetretenen Verlustes bzw. die sog. „recovery“. 

Ergebnisse der „response“- und „recovery“-Versuche für die interessierenden 

Metaboliten: 

 

LTB4: 
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6-trans-LTB4: 

 
Für beide Metabolite ergibt sich sowohl für die „response“ wie auch für die „recovery“ 

eine lineare Ursprungsgerade als funktionaler Zusammenhang  

(±SE, R = Korrelationskoeffizient): 

LTB4: 

Response: Y = 21,61(±0,56) X R = 0,998 n = 5 

Recovery : Y = 11,59(±0,31) X R = 0,997 n = 5 

6-trans- LTB4: 

Response: Y = 18,67(±0,47) X R = 0,998 n = 5 

Recovery : Y = 10,82(±0,55) X R = 0,990 n = 5 

Man erkennt deutliche Einflüsse der Festphasenextraktion und der anschliessenden 

Trocknung der Eluate; der durchschnittliche Verlust beträgt reproduzierbar ca. 40-50 

%. 

Die Umrechnung auf absolute Konzentrationen erfolgt also in beiden Fällen durch 

Multiplikation mit einem konstanten Faktor. Da nur die relativ zum Maximalwert 

erfolgte prozentuale Hemmung in den Versuchen betrachtet wird, erübrigt sich diese 

Umrechnung; es können direkt die Peakflächen in Relation gesetzt werde. 
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Auswertung 

Aus den erhaltenen Einzeldaten wurde wie bei der Auswertung des „respiratorischen 

burst“ durch prozentualen Vergleich mit den Maximalwerten des jeweiligen Tages 

und anschliessender Mittelwertbildung der relativen Prozentwerte das Ergebnis 

erhalten. Darüber hinaus wurde die Standardabweichung ermittelt. 

Da die mathematische Grundvorraussetzung der Normalverteilung nicht gegeben ist 

und somit eine alleinige Auswertung anhand des Mittelwertes nicht korrekt ist, wurde 

für jeden Versuch eine Exponentialfunktion gebildet und die IC50 ermittelt. 

Zur Verifizierung der Versuchsergebnisse wurde der H-Test von Kruskal und Wallis 

herangezogen. 

 

3.2.2.2.2.3. IL-8-Analytik mittels ELISA  

 

Prinzip 

Als Aktivator der IL-8-Bildung wurde in der vorliegenden Arbeit Lipopolysaccharid 

(LPS) benutzt – ein Zellwandbestandteil gramnegativer Bakterien. LPS bindet an 

spezifische Rezeptoren an der Außenwand der Zelle und aktiviert so die 

Granulozyten zur Synthese von IL-8.  

Nach 24-stündiger Inkubation wurde die Reaktion durch Kühlung auf Eis und 

Zentrifugation bei 4°C abgestoppt und der IL-8-Gehalt des Zellüberstandes mittels 

Sandwich-ELISA analysiert. 

Dabei wird das zu untersuchende Antigen – im vorliegenden Fall also IL-8 – von 

einem festsitzenden, spezifischen Antikörper („capture“-AK) gebunden und 

anschließend von einem zweiten, auch spezifischen Antikörper („biotinylierter“ AK) 

markiert. Das zu analysierende Antigen liegt also – wie in einem Sandwich - 

zwischen den beiden Antikörpern. 

Eine mit Streptavidin markierte Peroxidase (Merrettich- oder Horseradish-

Peroxidase) bindet an das Biotin des Zweitantikörpers gebunden, oxidiert in einem 

letzten Schritt ein Testsubstrat (ABTS) und führt so zu einer Färbung, deren 

Intensität proportional zur ursprünglichen Antigenmenge ist und die mittels eines 

Photometers quantifiziert wird. An der Intensität des Farbumschlages lässt sich nun 

in Relation zu einer Standardkurve die Menge des gebundenen Antigens berechnen.  
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Durchführung 

Jeder Ansatz enthielt 400 µl einer Zellsuspension mit einer Konzentration von 6,25 x 

106 PMN/ ml. Dies entspricht 2,5 x 106 Zellen in 400 µl Zellsuspension. Zellmedium 

war hier RPMI mit einem Anteil von 1 % FCS (Fetal Calf Serum) und 1 % 

Penicillin/Streptomycin (siehe Materialien). 

Die zu untersuchenden Substanzen waren in 50 µl Medium gelöst und vor der 

Zugabe sterilfiltriert. Die Stimulation erfolgte mit 50 µl LPS (10 ng/ml). 

Die Kontrollansätze ohne LPS und ohne die zu untersuchenden Substanzen 

erhielten stattdessen 100 µl Medium; sie dienten als „Leerwert“. Kontrollen mit LPS, 

aber ohne die zu untersuchenden Substanzen wurden mit 50 µl Medium aufgefüllt 

und dienten als Maximalwerte. 

So ergab sich für alle Versuchsansätze ein Volumen von 500 µl. 

Alle Versuchsansätze wurden für 24 Stunden in einem Brutschrank bei 37° C und 

unter einem definiertem CO2-Gehalt von 5 % inkubiert. 

Die Reaktion wurde durch Kühlung auf Eis und anschließender Zentrifugation (1200 

x g, 4min.) bei 4° C abgestoppt. Danach konnten die Proben bei -20° C bis zum 

Nachweis des IL-8 mittels ELISA tiefgefroren.  

Die ELISA-Platten wurden in einem ersten Schritt mit „Capture“-Antikörpern inkubiert, 

die in PBS 1x zu einer Konzentration von 4 µg/ml gelöst waren; in jedes „well“ 

wurden 100 µl dieser Lösung pipettiert. 

Der 12-stündigen Inkubation mit „Capture“-Antikörpern folgte ein „Waschschritt“. 

Dazu wurde die Flüssigkeit auf Papier ausgeklopft und die „wells“ anschliessend mit 

300 µl Waschpuffer gefüllt. Dieser Schritt wurde noch zweimal wiederholt. 

Nach dem „Waschen“ der „wells“ schloss sich eine 1-stündige Inkubation bei 

Raumtemperatur (20-25°C) mit 300 µl Blockpuffer zur Absättigung der Platten mit 

unspezifischem Protein an. Nach erneutem dreimaligen „Waschen“ erfolgte die 

Zugabe von 100 µl der vorbereiteten Zellüberstände (Proben) und die Inkubation der 

Ansätze über 2 h bei Raumtemperatur. Kurz zuvor waren diese Proben im Verhältnis 

1:1 mit Diluentpuffer gemischt worden, damit die IL-8-Konzentration der Proben im 

exponentiellen und damit im linearen Bereich (bei logarithmischer Transformation) 

der Standardkurve lag.  

Nach diesem Inkubationsschritt wurden die „wells“ erneut mit Waschpuffer ge-

waschen und im Anschluß mit 100 µl biotinyliertem Antikörper, der in Diluentpuffer zu 
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einer Konzentration von 40 ng/ml gelöst war, versetzt und für zwei Stunden bei 

Raumtemperatur inkubiert. 

Nach weiterem dreimaligen „Waschen“ folgten die Zugabe und Inkubation der HRP-

Streptavidin-Verdünnung für etwa 20 min. bei Raumtemperatur. Nach erneutem 

dreimaligen „Waschen“ schloss sich die Substratinkubation über mind. 30 min. an, 

nach denen die Farbentwicklung abgeschlossenen war. Die Messung der Ansätze 

erfolgte am Photometer bei 450 nm. 

 

Auswertung und Statistik 

Die Messung und Auswertung der Einzelversuche erfolgte mittels Elisa-Reader und 

dessen integrierter Software. Im Prinzip wird aus den eingesetzten IL-8-Standards 

mit bekannter Konzentration eine Eichkurve erstellt, aus der dann über die 

gemessenen Extinktionen der Proben die enthaltene IL-8-Konzentration berechnet 

wird. Zur Verdeutlichung wird in folgender Grafik die Standardkurve aus zehn 

verschiedenen Messungen dargestellt: 

 
Die Software des Elisa-Readers interpoliert zwischen den einzelnen Punkten mittels 

der sog. Spline-Approximation, bei der zwischen jeweils zwei benachbarten Punkten 

eine kubische Parabel gelegt wird, deren Parameter durch numerische Verfahren so 

bestimmt werden, dass ein nahtloser Übergang der einzelnen Kurvensegmente 

erreicht wird. Aus den erhaltenen Einzeldaten wurde durch prozentualen Vergleich 

mit dem  Maximalwert und anschliessender Mittelwertbildung der relativen 

Prozentwerte das Ergebnis erhalten. Darüberhinaus wurde die Standardabweichung 

ermittelt. Weil die statistische Grundvoraussetzung der Normalverteilung nicht vorlag, 
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wurde wie auch bei den beiden anderen Parametern die IC50 ermittelt. Zur 

Verifizierung der Ergebnisse wurde auch hier der H-Test von Kruskal und Wallis 

durchgeführt. 

 

 

 

 



3.3 Ergebnisse 

 

In den Diagrammen sind die Mittelwerte verschiedener Versuchsreihen bei gleicher 

Konzentration dargestellt. 

Auf der x-Achse der Diagramme finden sich die verschiedenen Inhibitor-

konzentrationen und auf der y-Achse die durch sie erzielte prozentuale Minderung 

der maximalen Freisetzung der verschiedenen Indikatorsubstanzen. Weiterhin ist in 

den Diagrammen die bei den einzelnen Versuchen beobachtete 

Standardabweichung angegeben. Diese Vorgehensweise wurde nur zur besseren 

Darstellung und Vergleichbarkeit der Versuchsergebnisse mit der Literatur gewählt.  

Eine Kurvenanpassung an die für die einzelnen Konzentrationen beobachteten 

Mittelwerte ist nicht korrekt, da erstens die Voraussetzung der Normalverteilung nicht 

gegeben ist und zweitens die inter- und intraindividuelle Variabilität als identisch 

angesehen wird. 

Aus diesem Grund wurde für jeden einzelnen Versuch (Konzentrationsreihe) an die 

für die einzelnen Konzentrationen beobachteten relativen Hemmungen mit Hilfe der 

nichtlinearen Regression eine „Exponentialfunktion“ angepasst und dann die IC50 

ermittelt.  

Die Funktion, bezüglich derer die Anpassung durchgeführt wird, entspricht einer 

typischen Hemmkurve und lautet: 

F(x) = 1/(1/u+(b0·(b1
x)) 

Dabei ist u der obere Grenzwert (obere Asymptote) und x die jeweilige 

Konzentration. Die durch die Anpassung ermittelten Koeffizienten b0 und b1 

kennzeichnen den Verlauf der Hemmkurve der einzelnen Versuchsreihen und sind 

im Anhang aufgelistet. Die IC50 der einzelnen Versuchsreihen sind in diesem Kapitel 

neben den oben beschriebenen Mittelwertsdarstellungen in einem zusätzlichen 

Diagramm angegeben – jedoch nur bei Versuchen mit einer inhibitorischen Wirkung 

der Pityriarubine. Weiterhin ist zu erwähnen, dass mit den Granulozyten eines 

Probanden jeweils nur eine Konzentrationsreihe gemessen wurde. Individuelle 

Unterschiede in der Reaktion der Granulozyten – sowohl bei der Aktivierung, als 

auch bei der Wirkung der Inhibitoren – könnten sich in einer relativen Streuung bei 

der Berechnung der IC50 zeigen.    

Zur Prüfung auf Unterschiede zwischen den durch den jeweils verwandten Inhibitor 

definierten Gruppen wurde der H-Test von Kruskal und Wallis eingesetzt. Unter der 
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Annahme einer gleichmäßig fallenden Dosis-Wirkungskurve wurden dabei zum einen 

die bei der höchsten Konzentrationsstufe beobachteten Werte, sowie die mit Hilfe 

berechneter Hemmkurven ermittelten  IC50 zwischen den Gruppen verglichen. 

Die statistische Auswertung geschah in Zusammenarbeit mit Dr. Bödeker (Leiter AG  

Med. Statistik, Fachbereich Medizin der JLU Gießen). 

  

3.3.1 Respiratorischer Burst 

 

3.3.1.1 Calcium-Ionophor A23187  

 

 
                                                                                                                                                             
 Diagramm 1: Wirkung der Pityriarubine und des Arcyriarubin A auf den  

                       durch A23187 ausgelösten „burst“ (MW ± SE, n=8)  
 
Calcium-Ionophor A23187 provoziert unspezifisch den Einstrom von extrazellulärem  

Calcium in den Intrazellulärraum und aktiviert damit Ca2+-abhängige Prozesse, so 

auch die granulocytäre NADPH-Oxidase und damit den „burst“.  

Die Pityriarubine A, B und C hemmten den durch  A23187 induzierten „burst“ in 

dosisabhängiger Weise, wobei eine signifikant unterschiedliche Wirksamkeit der drei 

Pityriarubine nicht festzustellen war.  

Pityriarubin A

0

20

40

60

80

100

120

0,5 µM 1 µM 2 µM 5 µM 10 µM 20 µM 

Konzentration

 %
 v

om
 M

ax
im

al
w

er
t

Arcyriarubin A

0

20

40

60

80

100

120

0,5 µM 1 µM 2 µM 5 µM 10 µM 20 µM 

Konzentration

 %
 v

om
 M

ax
im

al
w

er
t

Pityriarubin B

0

20

40

60

80

100

120

0,5 µM 1 µM 2 µM 5 µM 10 µM 20 µM 

Konzentration

 %
 v

om
 M

ax
im

al
w

er
t

Pityriarubin C

0

20

40

60

80

100

120

0,5 µM 1 µM 2 µM 5 µM 10 µM 20 µM 

Konzentration

 %
 v

om
 M

ax
im

al
w

er
t

 68



Die relative Streuung bei der IC50 könnte auf eine individuell unterschiedlich starke 

inhibitorische Wirkung der Pityriarubine zurückzuführen sein. 
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Diagramm 2: IC50 der Pityriarubine und des Arcyriarubin A für den durch A23187    
                      ausgelösten „burst“   
                    [n=8; negative Werte sind nicht im Diagramm aufgeführt (siehe Anhang)] 
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3.3.1.2. N-formyl-Methionin-Leucin-Phenylalanin (Fmlp) 

 

 
 
Diagramm 3: Wirkung der drei Pityriarubine und des Arcyriarubin A auf den  

                      durch Fmlp ausgelösten „burst“ (MW ± SE, n=9) 
 
N-formyl-Methionin-Leucin-Phenylalanin (Fmlp) bindet an einen spezifischen 

Rezeptor der Außenwand des Granulocyten und führt zu intrazellulären Reaktionen, 

zu denen auch der „burst“ und die Ausschüttung von Entzündungsmediatoren wie 

Leukotrienen gehört. 

Die Pityriarubine A, B und C hemmen den durch Fmlp induzierten „burst“ in 

dosisabhängiger Weise und nochmals stärker als den durch den Aktivator A23187 

ausgelösten „burst“. 
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Diagramm 4: IC50 der Pityriarubine und des Arcyriarubin A für den durch Fmlp    

                       ausgelösten „burst“ (n=9)  
 

3.3.1.3. Di-Octanoyl-Glycerol (DAG) 

 

 
Diagramm 5: Wirkung der Pityriarubine und des Arcyriarubin A auf den  

                      durch DAG ausgelösten „burst“ (MW ± SE, n=4) 
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Di-Octanoyl-Glycerol ist ein spezifischer Aktivator der Proteinkinase C.  

Die Pityriarubine A und C zeigen in diesem Fall keine signifikante Wirkung auf die 

Radikalausschüttung. 

 

3.3.1.4. Phorbolester (Phorbol-12-myristat-13-acetat) 
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Diagramm 6: Wirkung der drei Pityriarubine und des Arcyriarubin A auf den  

                      durch Phorbolester ausgelösten „burst“ (MW ± SE, n=4) 
 
Das Phorbol-12-myristat-13-acetat ist ein direkter Proteinkinase C-Aktivator. 

Während Arcyriarubin A den „burst“ hochpotent hemmt, zeigen die Pityriarubine 

keine Wirkung. 
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3.3.1.5. Natriumfluorid 
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Diagramm 7: Wirkung der drei Pityriarubine und des Arcyriarubin A auf den  

                      durch Natriumfluorid ausgelösten „burst“ (n=4) 
 
Natriumfluorid induziert den „burst“ über eine G-Protein-Aktivierung, deren 

nachgeschaltete Prozesse dann die zelluläre Aktivierung, u. a. die der Proteinkinase 

C auslösen. 

Die Pityriarubine A, B und C konnten den „burst“ nicht signifikant hemmen. 

Arcyriarubin zeigte dagegen eine hochpotente Hemmung des „burst“.  
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3.3.1.6. Zymosan A 
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Diagramm 8: Wirkung der drei Pityriarubine und des Arcyriarubin A auf den  

                      durch Zymosan ausgelösten „burst“ (n=4) 
 
Zymosan ist ein unlösliches Reservekohlehydrat aus der Hefe Saccharomyces 

cerevisiae und besitzt die Fähigkeit, Immunglobuline zu binden und so als 

„opsoniertes Zymosan“ (OZ) den „burst“ auszulösen, kann aber auch als 

Mikropartikel direkt den „burst“ induzieren [20]. 

Der Zymosan-induzierte „burst“ konnte weder von einem der Pityriarubine, noch von 

Arcyriarubin A inhibiert werden.  
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3.3.2 Leukotriene 

 

Als Aktivator der Leukotrienausschüttung wurde Calcium-Ionophor A23187 

eingesetzt, das unspezifisch zu einem Einstrom von extrazellulärem Calcium in den 

Intrazellulärraum führt und so Ca2+-abhängige Prozesse, wie die granulozytäre 

NADPH-Oxidase oder auch die Phospholipase A2 in Gang setzt.  

 

3.3.2.1 Leukotrien B4 

 

 
 
Diagramm 9: Wirkung der drei Pityriarubine und des Arcyriarubin A auf die  

                      Freisetzung von Leukotrien B4 (Arcyriarubin: n=4; Pityriarubine A, B, C: n=6) 
 
Die Pityriarubine A, B und C hemmen, wie auch das Arcyriarubin A die LTB4-

Ausschüttung signifikant. Auch hier ist der Mittelwert der relativen Hemmung 

gegenüber den Maximalwerten dargestellt. Die Maximalwerte der verschiedenen 

Versuchstage lagen etwa bei 1 – 2,5 ng/ml. 
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Diagramm 10: IC50 der Pityriarubine und des Arcyriarubin A für die durch A23187    

                       ausgelöste Leukotrien B4 –Ausschüttung 

                     [Arcyriarubin: n=4; Pityriarubine A, B, C: n=6; negative Werte und  

                       Werte über 100 sind nicht im Diagramm aufgeführt (siehe Anhang)] 
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3.3.2.2 6-trans-LTB4 

 

 
 
Diagramm 11: Wirkung der drei Pityriarubine und des Arcyriarubin A auf die  

                        Freisetzung von 6-trans-Leukotrien B4  

                       (Arcyriarubin: n=4; Pityriarubine A, B, C: n=6) 
 
Alle eingesetzten Inhibitoren zeigen auf diesen Parameter eine nochmals stärkere 

inhibitorische Wirkung als auf LTB4. Die Maximalwerte der verschiedenen 

Versuchstage lagen etwa bei 0,4 – 1 ng/ml. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Arcyriarubin A

0

20

40

60

80

100

120

0,5 µM 1 µM 2 µM 5 µM 10 µM 20 µM 

Konzentration

%
 d

es
 M

ax
m

al
w

er
te

s

Pityriarubin A

0

20

40

60

80

100

120

0,5 µM 1 µM 2 µM 5 µM 10 µM 20 µM 

Konzentration

%
 d

es
 M

ax
im

al
w

er
te

s

Pityriarubin B

0

20

40

60

80

100

120

0,5 µM 1 µM 2 µM 5 µM 10 µM 20 µM 

Konzentration

%
 d

es
 M

ax
im

al
w

er
te

s

Pityriarubin C

0

20

40

60

80

100

120

140

0,5 µM 1 µM 2 µM 5 µM 10 µM 20 µM 

Konzentration

%
 d

es
 M

ax
im

al
w

er
te

s

 77



0

10

20

30

40

50

60

70

80

  Arcyriarubin                       Pityriarubin A                     Pityriarubin B                   Pityriarubin C 

K
on

ce
nt

ra
tio

n 
in

 µ
M

 

 
Diagramm 12: IC50 der Pityriarubine und des Arcyriarubin A für die durch A23187    

                       ausgelöste 6-trans-Leukotrien B4 –Ausschüttung 

                     [Arcyriarubin: n=4; Pityriarubine A, B, C: n=6; Werte über 100  

                       sind nicht im Diagramm aufgeführt (siehe Anhang)] 
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3.3.2.3 6-trans-12-epi-LTB4 
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Diagramm 13: Wirkung der drei Pityriarubine und des Arcyriarubin A auf die  

                        Freisetzung von 6-trans-12-epi-Leukotrien B4  

                        (Arcyriarubin: n=4; Pityriarubine A, B, C: n=6) 
 

Auch die Ausschüttung von 6-trans-12-epi-LTB4  hemmen sowohl die Pityriarubine, 

als auch das Arcyriarubin signifikant. Die Maximalwerte der verschiedenen 

Versuchstage lagen etwa bei 0,4 – 0,9 ng/ml. 
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Diagramm 14: IC50 der Pityriarubine und des Arcyriarubin A für die durch A23187    

                        ausgelöste 6-trans-Leukotrien B4 -Ausschüttung 
                      (Arcyriarubin: n=4; Pityriarubine A, B, C: n=6) 
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3.3.3. Interleukin-8 

 

 
Diagramm 15: Wirkung der drei Pityriarubine und des Arcyriarubin A auf die  

                        Freisetzung von IL-8 (n=5) 
  

Nach einer 24-stündigen Inkubation der Zellen mit dem Stimulus LPS und den zu 

untersuchenden Stoffen zeigte keine der Substanzen eine Inhibition der Interleukin-

8- Ausschüttung.  
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3.3.4 Ergebnisse im Rahmen einer Kooperation mit der Universität Jena 

 

Im Rahmen einer Kooperation mit Frau Dr. C. Hipler, Dermatologische Klinik der 

Universität Jena, wurden weitere Daten zu den Wirkungen der Pityriarubine auf 

humane Granulozyten erhalten. Die vom Autor isolierten Substanzen wurden Frau 

Dr. Hipler nur unter Angabe des Molekulargewichts übergeben. Die Wahl der in den 

Versuchen eingesetzten Konzentrationen und deren Berechnung wurden ihr 

überlassen. Weiterhin sei erwähnt, dass im Gegensatz zu den vom Autor erhobenen 

Daten, mit den Granulozyten eines Probanden mehrere Konzentrationsreihen 

durchgeführt wurden. 

 

3.3.4.1 Inhibition des „respiratorischen burst“ nach IL-3-Stimulation 

 

Der granulozytäre „burst“ wurde in Jena mittels Chemilumineszenz gemessen 

(Reaktion der freigesetzten ROS mit Lucigenin).  

 

 
Diagramm 16: Wirkung der drei Pityriarubine und des Arcyriarubin A auf den  

                       durch IL-3 ausgelösten „burst“  (Arcyriarubin: n=37; Pityriarubin A: n=38;                 

                       Pityriarubin B: n=50; Pityriarubin C: n=43) 
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 Diagramm 17: IC50 der Pityriarubine und des Arcyriarubin A für den durch IL-3    

                        ausgelösten „burst“ (Arcyriarubin: n=37; Pityriarubin A: n=38;                 

                        Pityriarubin B: n=50; Pityriarubin C: n=43) 

 
Es fand sich eine sehr gute Übereinstimmung mit der vom Autor erhaltenen Dosis-

Wirkungsbeziehung der Hemmung und damit eine Bestätigung der vom Autor 

erhaltenenen Daten.  

 

3.3.4.2 Einfluss der eingesetzten Substanzen auf HaCaT-Zellen 

 

Um einen möglichen toxischen Einfluss der Pityriarubine, des Arcyriarubins und des 

Lösungsmittels DMSO auf Zellen zu überprüfen, wurden diese Substanzen für 24 

bzw. 48 Stunden mit HaCaT-Zellen (Zelllinie humaner spontan immortalisierter 

Keratinozyten) inkubiert. Die Wirkung der eingesetzten Inhibitoren und des 

Lösungsmittels DMSO auf das Wachstum der HaCaT-Zellen wurde mittels ATP-Test 

überprüft. 

Insgesamt zeigten die untersuchten Substanzen keinen signifikanten Einfluss auf das 

Wachstum der HaCaT-Zellen. 
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Diagramm 18: Einfluss der drei Pityriarubine und des Arcyriarubin A auf den HaCaT-Zellen    

                        nach 24-stündiger Inkubation (n=4)  
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Diagramm 19: Einfluss der drei Pityriarubine und des Arcyriarubin A auf den HaCaT-Zellen    

                     nach 48-stündiger Inkubation (n=4)  

 

3.3.5 Ergebnisse des H-Test von Kruskal und Wallis 

 

Mit dem H-Test von Kruskal und Wallis konnten keine relevanten Unterschiede in der 

inhibitorischen Wirkung von Arcyriarubin A und Pityriarubin C bezogen auf die 

Aktivatoren Fmlp und IL-3 festgestellt werden. Somit ist von einer gleichen 

inhibitorischen Potenz dieser beiden Substanzen auf die von Fmlp und IL-3 

aktivierten Reaktionen auszugehen.    
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4.Diskussion 

 
4.1 Die Pityriarubine A, B und C: Hochpotente und spezifische  

      Inhibitoren granulozytärer Entzündungsreaktionen  

 

In den durchgeführten Versuchen erwiesen sich die Pityriarubine A, B und C als 

hochpotente Inhibitoren der granulocytären Aktivierung mit einer einheitlichen, aber 

gegenüber dem Arcyriarubin A deutlich abgegrenzten Wirkungsspezifität bezüglich 

der verschiedenen Stimuli. 

 

Die spezifische Wirkung der Pityriarubine äusserte sich darin, dass lediglich der 

durch Fmlp, IL-3 und Calciumionophor A23187 ausgelöste „burst“ gehemmt wurde, 

nicht aber der durch PKC- und G-Protein-Aktivatoren, wie DAG, Phorbolester oder 

Natrium-Fluorid. 

Die den Pityriarubinen strukturell am nächsten stehende Klasse der Bisindolyl-

maleimide und Indolcarbazole, aus der auch das in den Versuchen als 

Vergleichssubstanz eingesetzte Arcyriarubin A stammt, differenzierte hingegen nicht 

zwischen diesen Aktivatoren, sondern zeigte immer eine Hemmwirkung.  

  

Arcyriarubin A stellt als das strukturell einfachste Bisindolylmaleimid den 

Grundkörper dieser Substanzklasse dar und ist darüber hinaus auch in der Struktur 

der Pityriarubine A, B und C enthalten: 
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Trotz ihrer recht unterschiedlichen Struktur zeigten die Pityriarubine keine 

signifikanten Unterschiede in ihrer Potenz. 

So lag die Hemmung des „burst“ nach Stimulation mit Calcium-Ionphor A23187 und 

einer Inhibitorkonzentration von 20 µM für das Pityriarubin A bei etwa 40 % des 

Maximalwertes, für das Pityriarubin C bei 45 % und für Pityriarubin B bei 47 %, wobei 

eine signifikante Hemmung auch noch bei einer Konzentration von 10 µM zu 

erkennen war. 

Allerdings wiesen die Pityriarubine eine schwächere Hemmwirkung als das 

Arcyriarubin A auf, das bei Konzentrationen von 20 µM den „burst“ auf 11 % des 

Maximalwertes hemmte und auch in der niedrigsten Konzentrationsstufe von 0,5 µM 

noch eine Inhibition auf 87 % des Maximalwertes auslöste.  

 

Betrachtet man die Wirkung der Inhibitoren auf den durch Fmlp aktivierten „burst“, so  

zeigte sich eine stärkere Wirkung der Pityriarubine als nach A23187-Aktivierung. 

Fmlp ist ein Zellwandbestandteil gramnegativer Bakterien, der an einen Rezeptor an 

der Außenwand der Granulozyten bindet und so hochspezifisch den „burst“ induziert, 

während A23187 nur unspezifisch den Ca2+-Einstrom aus dem Extrazellulärraum 

ermöglicht und damit auch Ca2+-abhängige Prozesse, wie die NADPH-Oxidase 

aktiviert. 

Für das Pityriarubin C ergab sich bei einer Konzentration von 20 µM eine Inhibition 

auf etwa 11 % des Maximalwertes und damit eine nur unwesentlich schwächere 

Wirkung als durch den potenten PKC-Inhibitors Arcyriarubin A, das den „burst“ bei 

gleicher Konzentration auf 4 % des Maximalwertes hemmte. In einer ähnlichen 

 86



Größenordnung lagen die Wirkungen des Pityriarubins A mit einer Hemmung auf 14 

% des Maximalwertes und des Pityriarubins B mit einer Inhibition auf 27 % 

(Konzentrationen jeweils 20 µM). Alle untersuchten Substanzen zeigten darüber 

hinaus auch in niedrigeren Konzentrationen bis 5 µM ebenfalls noch eine Inhibition. 

 

Ein ebenfalls starke Hemmwirkung wie bei dem durch Fmlp ausgelösten “burst“ 

zeigte sich in Bezug auf die Aktivierung durch IL-3 (experimentelle Daten von C. 

Hipler, Jena), das wie Fmlp an einen Rezeptor an der Außenwand der Granulozyten 

bindet, jedoch eine körpereigene, immunmodulatorische Substanz aus der Gruppe 

der Zytokine ist. 

Von den Pityriarubinen hatte wiederum das Pityriarubin C (Konzentration: 20 µM) mit 

einer Hemmung auf 4 % des Maximalwertes die stärkste Wirkung. Eine ähnlich 

starke Wirkung zeigten das Pityriarubin A bei gleicher Konzentration mit einer 

Inhibition auf 15 % des Maximalwertes und das Pityriarubin B mit einer Inhibition auf 

18 %. Bei allen drei Pityriarubinen war auch noch bis zu einer Konzentration von 5 

µM eine deutliche Hemmung zu erkennen. 

Arcyriarubin A erwies sich bei IL-3-Stimulation den Pityriarubinen als überlegen. Der 

„burst“ konnte bei diesem Stimulus noch bis zu einer Arcyriarubin-Konzentration von 

10 µM vollständig gehemmt werden. Erwähnt sei hier noch, dass im Gegensatz zu 

den vom Autor gewonnen Daten die Messung per Chemilumineszenz erfolgte und 

die Zahl der Konzentrationsreihen (n=37-50) höher war, jedoch alle Granulozyten nur 

von einer Testperson stammten, während der Autor mit den Granulozyten eines 

jeden Probanden jeweils nur eine Konzentrationsreihe maß.  

 

Der entscheidende Unterschied zwischen der Wirkung der Pityriarubine und dem 

Arcyriarubin A lag jedoch - wie bereits erwähnt – darin, dass die Pityriarubine den 

„burst“ nach Aktivierung mit den Proteinkinase C-Stimuli Phorbolester und DAG, 

sowie mit dem G-Protein-Aktivator Natrium-Fluorid nicht hemmten, während das 

Arcyriarubin A in der höchsten Konzentrationsstufe den „burst“ nach Stimulation mit 

Natrium-Fluorid auf etwa 19 % hemmte und auf 5 % bzw. 11 % nach Phorbolester- 

bzw. DAG-Aktivierung. 

 

Der einzige untersuchte Aktivator des „burst“, der weder von den Pityriarubinen, noch 

von Arcyriarubin A gehemmt werden konnte, ist Zymosan A. Zymosan A ist ein 
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Zellwandbestanteil der Hefe Saccharomyces cervisiae und besitzt die Fähigkeit, 

Immunglobuline zu binden und so als „opsoniertes Zymosan“ den „burst“ auszulösen, 

kann aber auch als Mikropartikel direkt den „burst“ induzieren [20]. 

 

Neben der Wirkung auf den „granulozytären burst“ wurde als eine weitere biologisch 

wichtige Funktionen von neutrophilen Granulozyten die Leukotrienausschüttung 

untersucht.  

Die Stimulation erfolgte mit dem Calcium-Ionophor A23187 und auch hier im 

Vergleich zu Arcyriarubin A. Der Stimulus Fmlp hatte auch nach Cytochalasin-

Priming eine nur sehr geringe Freisetzung von Leukotrienen gezeigt und war deshalb 

nicht weiter untersucht worden. Als Maße für den aktivierten 

Arachidonsäurestoffwechsel wurden die Leukotriene LTB4, 6-trans-LTB4 und 6-trans-

12-epi-LTB4 ausgewählt.  

Insgesamt zeigten die Pityriarubine auch auf die Leukotrienausschüttung einen 

inhibitorischen Effekt. So ließ sich durch 20 µM Pityriarubin C eine Hemmung der 

LTB4-Ausschüttung auf etwa 46 % des Maximalwertes beobachten. Ähnlich wurden 

6-trans-LTB4 und 6-trans-12-epi-LTB4 auf knapp 18 % und etwa 22 % gehemmt. 

Damit zeigt Pityriarubin C einen ähnlich hemmenden Einfluss auf die Ausschüttung 

von Leukotrienen wie das Arcyriarubin A.  

Die beiden anderen Pityriarubine wiesen ein etwas geringeres hemmendes Potential 

auf die Leukotrienausschüttung auf. Ihre hemmende Wirkung auf die Freisetzung von 

LTB4 lag bei 20 µM zwischen 70 und 80 % des Maximalwertes, sowie auf 6-trans-

LTB4 und 6-trans-12-epi-LTB4 zwischen 50 und 60 % bzw. 40 und 50 % des 

Maximalwertes. Somit ergaben sich hier erste Hinweise auf unterschiedliche 

Wirksamkeiten der Pityriarubine.  

 

Außer auf den „burst“ und die Leukotrienfreisetzung wurde auch die Wirkung der 

Pityriarubine auf die Freisetzung von IL-8 nach Stimulation mit LPS untersucht. 

Im Gegensatz zu den bereits besprochenen Parametern konnten weder die 

Pityriarubine, noch das Arcyriarubin A unter den gegebenen Versuchsbedingungen 

einen Einfluss auf die Freisetzung des Interleukins-8 ausüben.  

 

Angesichts der offenbar spezifischen Wirkung der Pityriarubine sollen nachfolgend - 

auch als Ausblick auf weitere Untersuchungen - ein Vergleich mit der Wirkungsweise 
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verwandter Substanzen gezogen werden sowie anhand der aktuellen Literatur 

mögliche Mechanismen diskutiert werden, auch wenn dies aufgrund der Vielfalt und 

Komplexität der noch nicht vollständig aufgeklärten oder noch gänzlich unbekannten 

Signaltransduktionsprozesse ausgesprochen schwierig ist. 

 

Wie erwähnt, hemmen die Pityriarubine den „burst“ spezifisch nach Stimulation mit 

Fmlp, IL-3 und A23187, nicht aber nach Stimulation mit DAG, Phorbolester oder NaF, 

wobei die natürlichen und spezifischen Rezeptoragonisten Fmlp und IL-3 deutlich 

stärker gehemmt werden als das unspezifische Calciumionophor A23187. 

Im Gegensatz dazu hemmen strukturell eng verwandte Substanzen wie die 

Bisindolylmaleimide den „granulozytären burst“ uneingeschränkt nach Stimulation 

durch all diese Aktivatoren. 

Die von Fmlp und IL-3 ausgelösten Prozesse stellen wahrscheinlich Untereinheiten 

der von A 23187 „unspezifisch“ induzierten Aktivierungswege dar, weshalb vermutet 

werden kann, dass die Pityriarubine mit hoher Spezifität und Potenz an einem noch 

unbekannten Zielort in der Signalkaskade des Fmlp und IL-3 angreifen.  

 

Gleichzeitig konnten mit der ausbleibenden Inhibition des „burst“ nach Aktivierung 

durch die PKC-Stimuli DAG und Phorbolester sowie bei Anwendung des G-Protein-

Aktivators Natriumfluorid, das sekundär eine Aktivierung der PKC bewirkt [121,187], 

einige aufgrund der strukturellen Verwandtschaft mit den Bisindolylmaleimiden 

zunächst erwartete Wirkungen nicht experimentell bestätigt werden.  

Bisindolylmaleimide erlangen ihre inhibitorische Wirkung auf Kinasen über eine 

kompetitive Hemmung von ATP [121], das Proteinkinasen als Quelle für aktiviertes 

Phosphat zur Phosphorylierung eines Proteinsubstrates dient. Indem die 

Bindungsstelle für ATP blockiert wird, wird auch die nachgeschaltete Phosphat-

Übertragung verhindert. 

Dabei ist jedoch zu bedenken, dass eine Aktivierung nicht aller PKC mit den 

aufgeführten PKC-Stimuli DAG, Phorbolester und NaF möglich ist. So besitzen 

beispielsweise die atypischen PKC keine entsprechend ausgeprägte C1-Domäne, 

also jenen Bereich, an den DAG und Phorbolester binden und die PKC aktivieren 
[128]. Unter diesen atypischen PKC befindet sich auch die ζ-PKC – eine in 

Neutrophilen vorkommende und auch generell vorherrschende PKC-Variante [128]. 
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Diese Tatsache weist auf die strukturelle Divergenz dieser Gruppe von 

Proteinkinasen hin, die sich in drei Hauptgruppen gliedern lassen. Die am besten 

bekannte unter diesen Gruppen ist die der konventionellen PKn C: α, βI, βII und γ. 

Diese Gruppe unterscheidet sich von den anderen auch dadurch, dass sie in Form 

der C2-Domäne eine Bindungsstelle für Ca2+ hat und über diese auch reguliert 

werden kann. Die „neuen“ („novel“) PKC δ, ε, η (L), θ und μ sind den konventionellen 

PKCs zwar außerordentlich ähnlich, besitzen aber keine Bindungsstelle für Ca2+, 

jedoch ebenso eine C1-Domäne, während sich die atypischen PKCs ζ und λ (I) 

schon in ihrer Struktur deutlich von der der anderen beiden Gruppen abgrenzen und 

weder eine C2-Domäne als Bindungsstelle für Ca2+ besitzen, noch die bereits 

erwähnte C1-Domäne [128].  

 

Neben der fehlenden inhibitiorischen Wirkung der Pityriarubine nach Aktivierung des 

„burst“ durch PKC-Stimuli, könnte ein weiteres Argument gegen eine Wirkung der 

Pityriarubine auf die PKC darin bestehen, dass Moleküle, die am N-Rest der 

Imidstruktur substituiert sind – also gerade dort, wo die strukturelle Besonderheit der 

Pityriarubine gegenüber den Bisindolylmaleimiden liegt - eine deutlich geringere 

Inhibition der PKC bewirken (vgl. Kap. 2.6 [50,186]). Insofern wäre auch eine 

kompetitive Hemmung des ATP an der Bindungsstelle von Proteinkinasen als 

zentraler Wirkmechanismus der Pityriarubine unwahrscheinlich. 

Da jedoch die bekannten und veröffentlichten Substituenten der untersuchten 

Bisindolylmaleimid-Analoga bisher nur auf kleine Strukturen aus einem oder wenigen 

Atomen beschränkt waren, könnte gerade die sehr große Spirostruktur der 

Pityriarubine zu erheblich mehr Bindungsmöglichkeiten am Protein führen und damit 

auch eine kompetitive Hemmung möglich machen. 

Dass jedenfalls eine einfache Substitution am Imid-Stickstoff nicht immer einen 

Wirkungsverlust bedeutet, wird durch die Anlagerung einer CH2OH-Gruppe an den 

Stickstoff bestätigt. Dieses Molekül besitzt mit einer IC50 von 0,5 µM eine hohe 

Potenz auf die PKC [49]. 

 

Insgesamt lässt sich zu einer möglichen Wirkung auf die PKC sagen, dass aufgrund  

der strukturellen Vielfalt und speziellen Regulationsmechanismen der Proteinkinase 

C eine Wirkung der Pityriarubine zumindest auf bestimmte Isoformen der PKC nicht 

ganz ausgeschlossen werden kann. Jedoch ist ein direkter Einfluss der Pityriarubine 
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auf die Gruppe der konventionellen und neuen PKC angesichts der genannten 

Fakten sehr unwahrscheinlich, während hingegen die atypischen PKC für weitere 

Untersuchungen von größerem Interesse sind. 

 

Interessant ist die Wirkung verschiedener  Bisindolylmaleimide bzw. Indolcarbazole 

auf den Stimulus Fmlp. Fmlp aktiviert unter anderem die drei in der neutrophilen 

Granula vorherrschenden PKC-Isoformen α und βI und βII, sowie ζ [146] und daher 

resultiert wohl auch die inhibitorische Wirkung verschiedener Bisindolylmaleimide 

bzw. Indolcarbazole auf diesen Stimulus. 

Allerdings zeigen PKC-Inhibitoren aus dieser Substanzklasse trotz in vitro ähnlich 

hoher inhibitorischer Potenz auf PKC ein erstaunlich unterschiedliches 

Wirkungspotential auf die Fmlp-induzierte Radikalausschüttung im Zellmodell. K252a 

beispielsweise erweist sich mit einer IC50 von 0,15 µM als potenter als das 

Bisindolylmaleimid Ro 31-8425, das bei diesem Stimulus eine IC50 von 0,6 µM 

aufweist. Dies bedeutet eine Umkehrung der in-vitro-Verhältnisse auf PKC, da das 

Bisindolylmaleimid Ro 31-8425 hier mit einer IC50 von 0,0048 µM gegenüber 

humaner PKC deutlich potenter ist als das K252a mit einer IC50 von 0,8 µM. Noch 

größere Diskrepanzen zwischen der in-vitro Wirkung auf PKC und der Wirkung im 

Zellmodell zeigen sich nach Stimulierung mit opsoniertem Zymosan [121,186,187]. Im 

Gegensatz dazu wird der durch den PKC-Stimulus DAG aktivierte „burst“ deutlich 

stärker durch das Bisindolylmaleimid Ro 31-8425 (IC50 0,148 µM) gehemmt als durch 

K252a (IC50 3,0 µM), was der inhibitorischen Wirkung dieser Hemmstoffe auf die 

PKC entspricht.  

Dies weist darauf hin, dass nach Aktivierung mit natürlichen Rezeptoragonisten wie 

Fmlp oder opsoniertem Zymosan noch andere Kinasen als weitere „Schlüssel-

enzyme“ in die NADPH-Aktivierung involviert sind, auf die Inhibitoren wie das 

Bisindolylmaleimid Ro 31-8425 nicht einwirken, jedoch andere Inhibitoren wie das 

K252a [187]. 

Die Hemmwirkung der Pityriarubine auf den Fmlp und IL3-induzierten „burst“ ist 

möglicherweise auf eine Hemmung derartiger in die Signalkaskade von Fmlp und IL-

3 eingreifender Kinasen zurückzuführen.  

 

Zu diesen gehören zum Beispiel die „mitogen-aktivierten Proteinkinasen“ (MAPK), 

die aus drei Gruppen bestehen: Die Extracellular-regulated protein kinase (ERK 
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(P42/44)), die c-Jun NH2-terminal kinase (JNK (P46/54)) und die P38 mitogen-

activated kinase (P38 MAPK) [87]. 

Die MAPK können zum einen von der PKC aktiviert werden, besitzen aber auch von 

dieser unabhängige Signalwege [102] und sind auch in Signaltransduktionsprozesse 

involviert, die zu einer Ausschüttung von Lipidmediatoren führen [80,116,199,203]. 

In den “respiratorischen burst“ sind ERK und P38 wahrscheinlich über die Aktivierung 

der Proteine P47phox und P67phox eingebunden [46,54,87], während JNK wohl keinen 

Einfluss auf die Ausschüttung von Sauerstoffradikalen hat [87]. 

Die P38 MAPK ist im Gegensatz zu ERK jedoch nicht in die Fmlp-induzierte 

Signalkaskade zur Aktivierung von P47phox involviert [50].  

Die Aktivierung von P47phox nach Fmlp-Stimulation ist auch ein Beispiel für eine 

Schnittstelle PKC-abhängiger und -unabhängiger Signalwege. 

So zeigten Dewas et. al. [50], dass nach Fmlp-Stimulation sowohl ERK, als auch PKC 

an der Phosphorylierung von P47phox partizipieren und sich die inhibitorischen 

Wirkungen von ERK- und PKC-Inhibitoren addieren, wenn sie gemeinsam getestet 

werden. Dagegen haben ERK-Inhibitoren nach direkter PKC-Stimulation durch 

Phorbolester nur eine ausgesprochen schwache hemmende Wirkung auf die P47phox- 

Phosphorylierung, während die von PKC-Inhibitoren deutlich stärker ist als nach 

Stimulation mit dem natürlichen Rezeptoragonisten Fmlp.  

 

Interessanterweise führt der MEK-Inhibitor PD98059 (MEK ist die der ERK 

vorgeschaltete Proteinkinase) trotz sehr hoher Spezifität zur Aufhebung der 

Phosphorylierung aller dominierenden Phosphopeptide in Fmlp-stimulierten Zellen 
[134], obwohl die ERK lediglich einen Serinrest an P47phox phosphoryliert. Damit 

konnte gezeigt werden, dass die ERK-Aktivierung einen Einfluss auf alle 

nachfolgenden Signalwege hat, und damit eine erhebliche Verstärkung erfährt. Dies 

könnte zum einen in einer - auch schon nachgewiesenen - Konformationsänderung 

an P47phox begründet liegen, die durch die von ERK eingeleitete Phosphorylierung 

ausgelöst wird und zu einer erhöhten Zugänglichkeit für andere Proteinkinasen an 

P47phox führen könnte und so die Wirkung von ERK verstärken würde. 

Die andere, in der Literatur diskutierte Möglichkeit der Potenzierung wäre, dass ERK 

aufsteigend auch andere Kinasen reguliert, die ihrerseits wieder P47phox 

phosphorylieren.  
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Durch den zentralen Verstärkermechanismus der ERK folgt aus einer Hemmung ein 

grosser Einfluss auf den Signalweg. Solche Mechanismen könnten die starke 

Wirkung der Pityriarubine auf den Fmlp-induzierten „burst“, die schwächere Wirkung 

nach unspezifischer A23187-Stimulierung und das Versagen bei direkter Aktivierung 

der PKC durch beispielsweise DAG erklären. 

Auch die Phosphorylierung von P67phox verläuft über PKC-abhängige und PKC-

unabhängige Wege [55] und ebenso kommt es nach Phosphorylierung durch P38 

bzw. ERK (jeweils in unterschiedlichen Regionen) zu Konformationsänderungen an 

diesem Protein, wodurch auch hier bestimmte Regionen erst für weitere 

Phophorylierungsschritte zugänglich werden [46].  

Es sei noch erwähnt, dass alle drei MAPK in von IL-3 ausgelösten Signal-

transduktionsmechanismen eingebunden sind [169].  

 

Eine weitere Proteinkinase, die in Fmlp-stimulierte Signaltransduktionsprozesse 

eingreift und bei deren Inhibition es zu einem ähnlichen Bild wie bei dem der 

Pityiarubine kommt, ist die PI3Kδ. So hat eine Inhibition der PI3Kδ eine Hemmung 

des Fmlp-induzierten „burst“ zur Folge, aber nicht die Phorbolester-stimulierte 

Ausschüttung in neutrophilen Granulozyten [163]. 

 

Eine Parallele zur hemmenden Wirkung der Pityriarubine auf den „burst“ zeigt sich 

auch bei Cirsimaritin, einem natürlichen Flavonoid, das in einigen traditionellen 

Heilpflanzen (Eriodictyon californicum, Artemisia capillaris) vorkommt. Denn auch 

Cirsimaritin hemmt die Fmlp-induzierte Freisetzung von Sauerstoffradikalen (IC50 

etwa zwischen 11,5 und 17 µM bei 106 neutrophilen Granulozyten), ist aber nicht in 

der Lage, die Phorbolester-induzierte Ausschüttung zu inhibieren [190].  

Diskutiert wird, dass Cirsimaritin die Hemmung in erster Linie über eine Blockade der 

Phospholipase D (PLD) erzielt. Dieser Effekt wird erreicht über eine im Mechanismus 

noch unbekannte Reduzierung des Ca2+-Spiegels und über eine Hemmung der 

Tyrosinphosphorylierung. Dies wird plausibel, wenn man in Betracht zieht, dass die 

Fmlp-induzierte PLD-Aktivierung Ca2+- und Tyrosin-Kinase-abhängig ist, aber 

unabhängig von PKC. Demgegenüber läuft die Phorbolester-induzierte PLD-

Aktivierung über PKC, ist aber unabhängig von Ca2+. Darüberhinaus hat Cirsimaritin 

noch andere Effekte: So hemmt es beispielsweise die Phosphorylierung von Akt – 

einer Serin-Threonin-Kinase -, die wohl ebenfalls in den „burst“ eingreifen soll [38,190]. 
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Ebenso zeigt Cirsimaritin einen schwachen inhibitorischen Effekt auf die ERK. Dieses 

Beispiel verdeutlicht, dass ein Inhibitor auf verschiedenste Art in die Zell-

mechanismen eingreifen kann. 

Damit wären auch PLD und Tyrosin-Kinasen als mögliche Zielmoleküle der 

Pityriarubine in Betracht zu ziehen. 

 

Die hier diskutierten möglichen Angriffspunkte könnten durch Phosphorylierungs-

experimente mit spezifischen Antikörpern überprüft werden. Dabei bietet die 

Flowcytometrie mit intakten Zellen neue methodische Möglichkeiten. 

 

 

4.2. Die Pityriarubine A, B und C und ein möglicher Zusammenhang mit  

       der Pityriasis versicolor 

 

Die Pityriarubine A, B und C sind Bestandteile von Kulturextrakten der lipophilen 

Sproßpilzspezies Malassezia furfur, die mit Tryptophan als einziger Stickstoffquelle 

ein aus zahlreichen Komponenten zusammengesetztes Pigment bildet [108]. 

Ergebnisse von Untersuchungen an den bisher daraus isolierten und biologisch 

charakterisierten Sekundärmetabolite lassen einen Zusammenhang mit der 

Pathogenese und der klinischen Symptomatik der Pityriasis versicolor vermuten.  

So konnten mit der Wirkung verschiedener Tryptophan-Metabolite [45,111,112,145] 

erstmals die klinischen Symptome der Hyper- und Hypopigmentierung, des relativen 

UV-Schutzes bei der PV alba und der gelblich-grünen Fluoreszenz unter Wood-Licht 

verbunden  werden (vgl. Kap. 2.4.2). Alle diese typischerweise mit der PV 

assoziierten Symptome waren bislang ungeklärt. 

Ein weiterer Aspekt von besonderem Interesse im Krankheitsbild der Pityriasis 

versicolor ist die im Vergleich zu anderen Mykosen ausgesprochen gering 

ausgeprägte entzündliche Infiltration in den betroffenen Arealen.  

Die in dieser Arbeit festgestellten Wirkungen der Pityriarubine A, B und C, welche in 

einer hochpotenten und spezifischen Hemmung der entzündlichen Aktivierung von 

neutrophilen Granulozyten bestehen, könnten damit in Verbindung stehen. 

So wird mit der Hemmung des „respiratorischen burst“ zum einen der zentrale 

Mechanismus zur Abtötung eingedrungener Mikroorganismen beeinträchtigt und mit 

der Inhibition der Leukotrienfreisetzung wichtige chemotaktische, sowie Adhäsion- 
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und Diapedese-induzierende Signale durch Mediatoren unterdrückt [63,70,105]. Solche 

immunmodulatorischen Mechanismen im Verlauf der Erkrankungsgenese könnten 

das histologische Bild in PV-Arealen erklären. 

Darüber hinaus ist zu bedenken, dass die Unterschiede in den Signaltransduktions-

mechanismen verschiedener Typen von Abwehrzellen nur gering sind und Inhibitoren 

solcher Prozesse, wie z.B. die Bisindolylmaleimide, ihre Wirkungen außer auf 

Granulozyten auch auf andere Abwehrzellen ausdehnen. In dieser Weise ist 

anzunehmen, dass auch die Pityriarubine in die Signaltransduktionsprozesse 

anderer Entzündungszellen eingreifen.  

Dafür spricht auch, dass das hier verwendete Modell des  „respiratorischen burst“ ein 

in der Literatur häufig beschriebenes Verfahren zur Beurteilung des inhibitorischen 

Potentials immunmodulatorischer Substanzen darstellt. 

Dabei sei nochmals die starke Wirkung der Pityriarubine hervorgehoben, die in 

Konzentrationen von nur wenigen µM die Aktivierung von 5 Mio. neutrophilen 

Granulozyten/ml zu hemmen vermögen, einer Zellkonzentration, welche die 

durchschnittlichen Verhältnisse im nativen Vollblut wiederspiegelt. 

Dass die Pityriarubine den durch die natürlichen Stimuli IL-3 und Fmlp zu 

aktivierenden „burst“ hemmen können, könnte als ein Produkt der Evolution und 

Adaptation von Malassezia furfur im Bereich des menschlichen Hautmilieu gewertet 

werden. 

 

Mit dem hier beschriebenen inhibitorischen Potential der Pityriarubine auf die 

Aktivierung von Granulozyten läßt sich also erneut ein pathogenetisch bisher 

ungeklärtes Phänomen der Pityriasis versicolor der Wirkung bestimmter 

Sekundärmetaboliten von Malassezia furfur zuordnen. Der postulierte 

Zusammenhang zwischen den Tryptophan-Metaboliten und der Pityriasis versicolor 

erfährt damit abermals eine Unterstützung. Dabei ist bemerkenswert, dass alle bisher 

untersuchten Sekundärmetaboliten hochpotent sind und - wie die Pityriarubine - 

schon im µM-Bereich wirken. Somit würden also schon geringste Konzentrationen 

eine Wirkung auf der Haut entfalten können.  

Allerdings konnte ein Nachweis von Sekundärmetaboliten auf bzw. in der Haut als 

der entscheidende Beweis für den Zusammenhang mit der Erkrankung noch nicht 

erbracht werden. So scheiterten bisher Versuche, Indolderivate in Hautschuppen 

Erkrankter mittels direkter Massenspektrometrie nachzuweisen, trotz Vorreinigung 
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durch Extraktion am zu hohen Hintergrund, der auf die starken Verunreinigungen 

durch Hautlipide und andere, im Überschuss vorliegende Substanzen 

zurückzuführen ist. 

 

Auch bleibt die Frage bestehen, wie sich die speziellen Produktionsbedingungen des 

Pigmentgemisches durch Malassezia furfur in einem Kulturmedium mit Tryptophan 

als einziger Stickstoffquelle mit den Lebensbedingungen dieses Pilzes auf bzw. in 

der Haut in Einklang bringen lassen. 

Eine mögliche Erklärung wäre, dass hydrophile Stickstoffverbindungen über die 

Schweißsekretion abgeschwemmt werden, während sich die hydrophobe 

Aminosäure Tryptophan im Gegensatz dazu auf der Haut anreichert. Auf diese 

Weise stünde Tryptophan verstärkt als Substrat zur Verfügung [127]. 

Dieser Überlegung folgend, erklärt sich auch die Hyperhidrose als ein wichtiger 

Manifestationsfaktor bzw. das gehäufte Vorkommen der PV in hinterer und vorderer 

Schweißrinne.  

Die Hyperhidrose kann dabei genetisch, medikamentös oder durch das Tragen 

okklusiver Kleidung bedingt sein, sowie durch Erkrankungen wie Hyperthyreose, 

Tuberkulose oder eine gestörte Innervation hervorgerufen werden und somit zu 

einem Prädispositionsfaktor für die Pityriasis versicolor werden. Auch das deutlich 

gehäufte Vorkommen in feucht-warmen Makroklima, das die Schweißneigung erhöht, 

untermauert diesen Zusammenhang.  

Eine zweite Hypothese ist, dass während des Wachstums einer hohen Malassezia-

Biomasse „andere“ Aminosäuren verbraucht werden, jedoch Tryptophan sich 

zunehmend anreichert. Im weiteren Verlauf kommt es dann zum Sistieren des 

Wachstums und zur Induktion der Pigmentbildung. Zu diesem Thema wurden im 

Institut für Dermatologie an der JLU Giessen Daten in vitro erarbeitet, deren 

Publikation bald folgt. 

 

Dass die Ausprägung einer Pityriasis versicolor und die mit ihr verbundenen 

typischen Symptome auf einer speziellen Beziehung zwischen Erkranktem und 

Erreger (Malassezia furfur) beruhen muss, geht aus der Tatsache hervor, dass bei 

keiner der anderen mit Malassezia-assoziierten Erkrankungen die PV-typischen 

Symptome wie Hyper- und Hypopigmentierung, gelblich-grüne Fluoreszenz, relativer 

UV-Schutz oder ein auffällig geringes entzündliches Infiltrat zu finden sind.  
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Interessant ist in diesem Zusammenhang auch, dass die Pityriasis versicolor – bis 

auf eine Einzelbeobachtung bei der Ziege aus dem Jahr 1984 – bei Tieren nicht 

beschrieben ist, und dies, obwohl Angehörige der Gattung Malassezia auch auf der 

Haut von Tieren als ein verbreiteter Kommensale zu finden sind [42,148].  

Auch diese Tatsache deutet darauf hin, dass der PV spezielle Prädipositionsfaktoren 

zugrunde liegen müssen, die nur bei Menschen zu finden sind. 

Folgt man der Hypothese, dass die Schweißsekretion ein entscheidender Kofaktor 

der PV ist und vergleicht die Schweißsekretion bei Mensch und Tier, ergeben sich 

deutliche Unterschiede. So regulieren zwar neben dem Menschen noch andere 

Säugetiere wie z. B. Pferde ihre Körpertemperatur mit Hilfe der Schweißsekretion, 

jedoch wird der Schweiß in erster Linie von apokrinen Schweißdrüsen produziert, 

während ekkrine Schweißdrüsen bei Tieren nur in ausgesprochen geringer Zahl zu 

finden sind [129]. Dagegen wird der Schweiß des Menschen vor allem durch ekkrine 

Schweißdrüsen produziert, während hingegen apokrine Schweißdrüsen nur in 

wenigen Körperregionen (axillär, zirkumanal, zirkumgenital, perimammillär, meatus 

acusticus externus) zu finden sind. Neben dem Menschen besitzen nur noch 

Primaten vermehrt ekkrine Schweißdrüsen, allerdings sitzen diese vor allem im 

Hand- und Fußbereich. Darüber hinaus zeigen Primaten nicht das effektive 

Schwitzen wie der Mensch als Teil der Thermoregulation. Die Haut der Tiere bietet 

also eventuell, auch aufgrund der gegenüber dem Menschen unterschiedlichen 

Schweißsekretion, nicht die Bedingungen, die für die Bildung der Pigmente durch 

Malassezia furfur und die Ausbildung einer PV nötig sind. 

 

Zur Klärung der Zusammenhänge zwischen der postulierten Induktion der 

Pigmentbildung auf der Haut, sowie der Wirkung der Sekundärmetabolite und den 

Phänomenen der PV, wäre es wünschenswert, in PV-Herden die 

Sekundärmetabolite nachzuweisen. So z. B. auch über den Umweg der mRNA-

Expression der für den Stoffwechsel spezifischen und noch unbekannten Enzyme. 

Dass ein Zusammenhang zwischen der PV bzw. ihren bisher ungeklärten, 

spezifischen Symptomen und den von Malassezia furfur gebildeten, biologisch 

wirksamen Sekundärmetaboliten besteht, ist jedoch aufgrund der Fülle der bisher 

zusammengetragenen Ergebnisse wahrscheinlich (vgl. auch Kap. 2.4.2) und zwar im 

Sinne eines evolutiven Vorteils für Malassezia furfur.  

 



5. Zusammenfassung 

 

Die Gewinnung der in dieser Arbeit untersuchten Pityriarubine erfolgte im 

Wesentlichen nach der Methode von W. Steglich, H.-J. Krämer und P. Mayser [91,110]. 

Dabei wird zunächst die Bildung von Pigment über spezielle Kulturbedingungen mit 

Tryptophan als einziger Stickstoffquelle induziert. Die nachfolgende Isolierung der 

Pityriarubine A, B und C aus diesem aus Hunderten von Einzelsubstanzen 

bestehenden Pigmentes geschieht mittels einer Abfolge verschiedener Extraktions- 

und Chromatographieschritte. 

In den durchgeführten Versuchen wurde unter anderem die Wirkung der Pityriarubine 

auf die granulozytäre Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies („burst“) untersucht. 

Hierfür wurden auf verschiedenen Ebenen des Signaltransduktionsprozesses 

wirkende Aktivatoren verwendet, so dass sich Wirkungsstärke und Wirkungsspezifität 

der untersuchten Substanzen diskutieren lassen. Darüber hinaus wurde zur besseren 

Vergleichbarkeit auch der bekannte PKC-Inhibitor Arcyriarubin A getestet, ein 

Bisindolylmaleimid, dessen chemische Struktur deren der Pityriarubine ähnelt. 

In den Versuchen erwiesen sich die Pityriarubine A, B und C als hochpotente 

Inhibitoren der granulozytären Aktivierung. Sie zeigten trotz ihrer recht 

unterschiedlichen Struktur eine einheitliche Wirkungsspezifität, die sich gegenüber 

der Vergleichssubstanz Arcyriarubin A deutlich abgegrenzte. Diese Spezifität 

äusserte sich darin, dass der durch die natürlichen Aktivatoren Fmlp und IL-3, sowie 

durch das Calciumionophor A23187 induzierte „burst“ gehemmt wurde, nicht aber der 

durch Zymosan oder durch PKC- und G-Protein-Aktivatoren, wie DAG, Phorbolester 

oder Natrium-Fluorid. Im Gegensatz dazu differenzierte das Arcyriarubin A nicht 

zwischen all diesen Aktivatoren und zeigte außer bei Zymosan immer eine Wirkung. 

Neben der Wirkung auf den „granulozytären burst“ wurde auch die Wirkung auf die 

durch A23187 ausgelöste Leukotrienausschüttung und auf die LPS-ausgelöste 

Interleukin-8-Ausschüttung getestet. Hier zeigten die Pityriarubine wie auch das 

Arcyriarubin A eine Inhibiton der durch A23187 induzierten Ausschüttung der 

Leukotriene LTB4, sowie 6-trans-LTB4 und 6-trans-12-epi-LTB4, konnten aber ebenso 

wenig wie das Arcyriarubin A die LPS-induzierte IL-8-Ausschüttung hemmen. 

Von besonderem Interesse ist die Produktion der Pityriarubine durch M. furfur 

als möglicherweise entzündungshemmende Substanzen vor dem Hintergrund, dass 

eine Reihe der bisher aus dem Pigment isolierten und biologisch charakterisierten 
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Sekundärmetabolite eine Verbindung mit der Pathogenese der Pityriasis versicolor 

vermuten lassen, einer durch Malassezia verursachten und weltweit verbreiteten 

Hautmykose.  

So könnten die immunmodulatorischen Eigenschaften der Pityriarubine mit einem 

weiteren bisher nicht geklärten klinischen Charakteristikum der Pityriasis versicolor 

assoziiert werden: der im Vergleich zu anderen Hautmykosen ausgesprochen gering 

ausgeprägten entzündlichen Infiltration betroffener Areale. 

 

 

6. Summary 

 

The pityriarubins investigated in this study were isolated mainly by the method of W. 

Steglich, H.-J. Krämer and P. Mayser [91,110], during which pigment synthesis is 

induced by special culture conditions with tryptophan as the sole nitrogen source. 

The subsequent isolation of pityriarubin A, B and C from this pigment, which consists 

of hundreds of substances, occurs by further extraction and chromatography. 

The following experiments examined the influence of the pityriarubins on the release 

of reactive oxygen species („respiratory burst”). Activators used in the process 

stimulate on different levels of the signaling pathways, allowing analysis of the 

pityriarubins` potency and specifity. Moreover, the well-known bisindolylmaleimid and 

PKC-inhibitor arcyriarubin A, whose structure is related to that of pityriarubins`, was 

tested in the same manner for better comparision of the results. 

The experiments revealed the pityriarubins A, B and C to be highly potent inhibitors 

of granulocytes` activation. Despite their dissimilar structure, they show a uniform 

and highly specific influence on the „burst”, clearly distinct from arcyriarubin A. This 

specifity is expressed by the inhibition of the fmlp-, IL-3- and calcium-ionophor 

A23187-induced „burst” and the absence of an effect in „bursts” activated by 

zymosan or PKC- and G-protein-activators such as DAG, phorbol-12-myristate-13-

acetate or sodium fluoride. In contrast to the inhibitory profile of the pityriarubins, the 

arcyriarubin A does not distinguish between these activators and constantly shows 

an effect, lacking only the zymosan-induced „burst”. 

In addition to the influence on the „respiratory burst”, the effect on the expression of 

leucotriens induced by A23187 and the LPS-induced IL-8-expression was tested. 

Here the pityriarubins as well as the arcyriarubin A showed inhibition of the 
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expression of LTB4, 6-trans-LTB4 and 6-trans-12-epi-LTB4. However, they could not 

influence the IL-8-expression. 

Production of the pityriarubins by M. furfur as possibly anti-inflammatory substances 

is of special interest. Previously isolated and biologically characterized metabolites 

suggests a possible role for these compounds in the pathophysiology of pityriasis 

versicolor, a worldwide common skin mycosis in humans. 

In conclusion, the immunmodulating effects of the pityriarubins could be related to an 

additional significant clinical feature: the relative lack of inflammatory signs in lesions 

of pityriasis versicolor as compared with other dermal mycoses. 
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