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1 EINLEITUNG

Pityriasis versicolor

Eine der haufigsten Pilzerkrankungen des Menschen ist die Pityriasis
versicolor (PV), auch Kleienflechte genannt. Sie wird hervorgerufen durch
Hefepilze der Gattung Malassezia (anderer Name: Pityrosporum ovale,
Pityrosporum orbiculare), unter anderem auch durch Malassezia furfur.
Malassezia-Hefen gehdren zur normalen Hautflora des Menschen und vieler
anderer Warmbliter. Eichstedt entdeckte 1846 als erster den Zusammenhang
von Malassezia-Hefen mit der Pityriasis versicolor (Eichstedt, 1846). Die
Ursachen fur die pathogene Wirkung bei manchen Menschen sind nicht
vollstandig geklart (Gupta et al., 2003). Bei entsprechender Disposition, oft
zusammen mit starkem Schwitzen kann sich der Pilz vermehren; Pilzfaden,
sogenannte Hyphen ausbilden und die Erkrankung auslésen. Die Erkrankung
ist durch schuppende hyper- oder hypopigmentierte Lasionen gekennzeichnet,
die trotz hoher Pilzlast keine oder nur eine geringe entzindliche Aktivitat
aufweist. Die Lasionen zeigen eine charakteristische gelb-grinliche
Fluoreszenz unter ultraviolettem Licht mit einer Wellenlange von 366 nm
(Mayser et al.,, 1998). Klinisch imponieren hell- bis dunkelbraune, z.T.
erythematdése Maculae, die bevorzugt in den talgdrisenreichen Arealen des
Korpers, wie z. B. im Nacken, auf der Brust und auf dem Ricken zu finden
sind. Sie treten aber auch auf den Armen und im Gesicht auf, vor allem an der
Stirn (Terragni et al., 1991). Hande, Fil3e und Ohren sind sehr selten befallen
(Ruete, 1928; Roberts, 1969; Chetty et al., 1979).



Malassezia
SpPp-

Quelle: Fritsch, Dermatologie Venerologie, 2. Aufl. 2004, Springer Medizin Verlag,Heidelberg

Abbildung 1: Verteilung der Malassezia-Hefen auf de  r Hautoberflache .
Schwarz: sehr dichte Besiedlung, Schraffur: dichte Besiedlung

Die Pilzherde sind zunéchst linsen- bis pfenniggro und neigen zu
landkartenartiger Konfluenz. Beim Streichen Uber die Lasionen mit einem
Holzspatel imponiert eine feine, kleieartige (pityriasiforme) Schuppung, die
auch als ,Hobelspanphanomen® bekannt ist. Unter ultravioletter Bestrahlung
oder an bedeckten Korperstellen kann die Hyperpigmentierung im Laufe der
Erkrankung in depigmentierte, nicht oder nur gering schuppende Areale
Ubergehen. In diesen ist die Melaninsynthese lang anhaltend eingeschréankt
(Pityriasis versicolor alba) und die Repigmentierung kann einige Monate
andauern. Abgesehen von diesen oft sehr stérenden kosmetischen Aspekten

sind die Patienten nicht beeintrachtigt, gelegentlich wird bei starkerem



Schwitzen leichter Juckreiz beschrieben. Die PV alba zeichnet sich besonders

durch extreme Therapieresistenz aus (Thoma et al., 2005).

Die Pathogenese der hypopigmentierten Form (PV alba) ist noch nicht ganz
geklart. Nazarro et al. sehen die Ursache in Stoffwechselprodukten von Pilzen,
die einen toxischen Effekt auf die Melanozyten haben. Mdgliche Toxine sind
z.B. Dicarbonséduren wie Azelainsaure (Nazzaro et al., 1986) und
Lipoperoxydase (de Luca et al., 1996).

Quelle: P. Mayser

Abbildung 2: Hobelspanphdnomen, klinisches Bild



Betroffen von der PV sind vor allem jingere Menschen in der 2.und
3. Lebensdekade (Parisis et al., 1977; Chetty et al., 1979; Seeliger et al.,
1981). Nach dem 60. Lebensjahr und bei Kindern ist die Inzidenz deutlich
geringer. Mit Ausnahme der Tropen findet sich die Erkrankung selten bei
Kindern unter 10 Jahren, da die Veranderung der Hautlipide in der Pubertat fur
die Erkrankung bedeutsam ist. Eine Geschlechtspraferenz besteht nicht.
(Jeliffe, 1954; Smith et al., 1966; Wyre et al., 1981; Ahtonen et al., 1990; Jena
et al., 2005; Sellami et al., 2008). Der Einfluss des Klimas ist in mehreren
Studien belegt worden. In tropischen bis subtropischen Regionen ist laut
Borelli etwa jeder Zweite erkrankt (Borelli et al., 1991). Eine Studie mit Uber
800 Schulkindern aus Tansania zeigte eine Pravalenz von 26 % (Ferié et al.,
2006), eine Studie in Nigeria mit 1415 Schilern 22% (Ogunbiyi et al., 2009).
Eine an Fischern aus Venezuela durchgefuhrte Untersuchung wies eine
Pravalenz von 15,52 % auf (Acosta et al., 2004).

In Nord- und Mitteleuropa hat Pityriasis versicolor hingegen eine Pravalenz
von 0,5 — 1 % mit einem Maximum in den Monaten Mai bis September (Parisis
et al.,, 1977). Eine Studie aus Schweden an einer Gruppe von 20 296
Patienten, zeigte eine Pravalenz von 1,1 % (Hellgren et al., 1983). Eine
weitere Studie aus Europa an 1024 jungen Seglern italienischer Herkunft
ergab eine Pravalenz von 2,1 %; es gab hier keinen Zusammenhang zwischen
der Erkrankung und dem Segeln, Schwimmen oder einer Ubermalligen

Schweil3absonderung (Ingordo et al., 2003).

Eine Kontagiositat gilt als gering oder nicht gegeben; ein epidemisches
Auftreten bzw. Partnerinfektionen wurden bisher nur selten beschrieben. In
Familien tritt die Erkrankung haufiger bei Blutsverwandten auf (Roberts, 1969;
El-Hefnawi et al., 1971). Zwillingsbeobachtungen (Lynfield, 1974) lassen
genetische Einflisse wahrscheinlich erscheinen. Zu den
Pradispositionsfaktoren z&hlen neben tropisch-feuchtwarmem Makroklima,



auch die individuelle Neigung zum Schwitzen z.B. bei Hyperthyreose,
Tuberkulose, Malignomen (Razack et al., 1977), Malnutrition (Burke, 1961;
Noble, 1981), und die Anwendung lipidhaltiger Externa (Marples, 1965). Auch
Einflisse des Mikroklimas, d.h. Okklusion der Kleidung, zeigen einen
deutlichen Einflu3 auf das Krankheitshbild (Hay et al., 1992). Gegen eine
malf3gebliche pathogenetische Bedeutung einer Immunsuppression spricht die
unveranderte Inzidenz bei gleichzeitiger Erkrankung an Diabetes mellitus oder
AIDS (Garcia-Humbria et al., 2005).

Die Diagnosestellung ,Pityriasis versicolor® erfolgt in den meisten Fallen
klinisch. Sie wird erganzt durch eine Wood-Licht-Untersuchung (gelblich-griine
Fluoreszenz) und ein Nativpraparat. Mikroskopisch finden sich in den
Schuppen sehr charakteristische, kurze z. T. fragmentierte und unverzweigte
Hyphen neben runden Hefezellen. Dieses typische Bild wird auch als
~Spaghetti und Fleischklblichen® bezeichnet. Auf das Anlegen einer Pilzkultur
kann verzichtet werden, da der Erreger zur residenten Keimflora der

menschlichen Haut gehort.

2006 publizierten Crespo-Erchiga und Delagdo eine Arbeit, in der etwa
hundert Patienten mit Pityriasis versicolor aus drei verschiedenen
Krankenh&usern in Spanien untersucht wurden. In 97 % der Falle wurde
Malassezia globosa isoliert, gefolgt von Malassezia sympodialis (34 %),
Malassezia sloofiae (3 %), Malassezia furfur (2 %) und Malassezia restricta
(1 %). Eine Studie aus Argentinien zeigte ebenfalls ein hohes Vorkommen von
Malassezia sympodialis (37,7%) und Malassezia globosa (37,2%) (Giusiano et
al., 2010).



In anderen Untersuchungen, die vor allem in den Tropen bzw. Subtropen
durchgefuihrt wurden, dominierte Malassezia furfur in den PV-Lasionen. In
Brasilien wurde Malassezia furfur in 77,8 % der Falle (Miranda et al., 2006), in
Madagaskar in 70,7 % (Razanakolona et al., 2004) und in Panama in 42 %
(de Quinzada, 2005) festgestellt. Diese Studien zeigen den Einfluss des

Klimas auf die Dominanz verschiedener Malassezia Stamme.

Quelle: P. Mayser

Abbildung 3: Nativpraparat: unverzweigte Hyphen neb en runden Hefezellen

(Uvitex 2b Farbung).



Quelle: P. Mayser

Abbildung 4:  Woodlicht: gelblich-griine Fluoreszenz.

Therapie

Die Krankheit ist insgesamt gut behandelbar, neigt aber stark zu einem
rezidivierenden Verlauf. Zu den AllgemeinmalRnahmen der Behandlung zéhlen
haufiges Baden oder Duschen unter Verwendung von synthetischen
Detergenzien (Syndets), die Vermeidung von Kleidung mit Okklusiveffekt und
das Ausschalten von weiteren Triggerfaktoren. Topisch wirksam sind
Antimykotika aus der Gruppe der Azole, wie Miconazol, Econazol, Clotrimazol,
Bifonazol, Ketoconazol, Sulconazol, und Tioconazol (Katsambas et al., 1996;
Mellen et al.,, 2004; Svejgaard, 1973; Tanenbaum, 1984). Diese sind als
Creme, Lotion, Gel, Puder und Shampoo erhéltlich. Alternativ kann eine



Mischung aus 50 % Propylenglycol in Wasser verwendet werden
(Faergemann et al., 1980). Diese Substanz wird auch in der Langzeittherapie
eingesetzt, um einem Rezidiv vorzubeugen. Daneben sind aber auch
klassische Therapeutika wie Natriumthiosulfat, Pyrithion-Zink, Schwefel und
Selendisulfid wirksam. Topisch sollte immer der gesamte Korper behandelt
werden, wirkstoffhaltige Shampoos oder Lésungen sind deshalb besonders
gut geeignet. Bei ausgedehnten Herden und haufigen Rezidiven ist die
systemische Therapie indiziert. Zur Verfugung stehen verschiedene Azole:
Itraconazol, Fluconazol und Ketoconazol. Letzteres ist in Deutschland nicht
mehr verfligbar. Die ideale Behandlungsdosis fir Itraconazol liegt bei 800 —
1000 mg insgesamt, verteilt tUber 4 — 5 Tage mit je 200 mg (Delescluse, 1990).
Fluconazol wird normalerweise Uber 5-7 Tage eingesetzt. Es gibt
Beobachtungen, dass eine einzelne Dosis Fluconazol (200 mg) eine deutlich
bessere Heilungsrate (65 %) besitzt als eine Einzeldosis Itraconazol
(Farschian et al., 2002).

Quelle: P. Mayser

Abbildung 5:  Hyperpigmentierung der Pityriasis versicolor.



Quelle: P. Mayser

Abbildung 6: Pityriasis versicolor alba, depigmenti erte Areale auf dunkler Haut.

Malassezia furfur

Malassezia furfur gehort zu der Gattung der Malassezia Hefen. Dieser Pilz
wird zu den ,fungi imperfecti" gezahlt, da ein perfektes Stadium bisher nicht
bekannt ist (Seeliger et al., 1981; Horner et al., 1995). Er kann aber auch zu
den Basidiomyceten (Standerpilze) gerechnet werden, da bei ihm ein
lamellenartiger Aufbau der Zellhille und eine positive Diazoniumblau-B-
Farbereaktion vorliegt (Hagler et al., 1981; Nenoff et al., 2001).

Mikromorphologisch lassen sich unter dem Lichtmikroskop bei Malassezia
furfur runde, ovale wund zylindrische Formen unterscheiden, die
unterschiedliche Langen und Durchmesser aufweisen (Ruete, 1928). Die
Zellgrol3e reicht von 1,5-45 x 2,0-6,5pum Durchmesser (Yarrow et al.,
1984). Die etwa 120 nm dicke Zellwand mit spiraligem Aufbau (Mittag, 1994,
1995) besteht aus einer Aul3enlamelle, einer mehrschichtigen, multilamellés
untergliederten Zwischenwand und der Plasmamembran. Man vermutet, dass
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der Lipidgehalt der Aul3enlamelle die Adh&renzprozesse von Malassezia furfur
begunstigt (Mittag, 1994, 1995). Die Vermehrung des Pilzes erfolgt durch die
Abschnirung der Tochterzellen von der Elternzelle unter Hinterlassung einer
halskrausenartigen Narbe, der sogenannten ,Collarette” (Barnes et al., 1973;
Yarrow et al., 1984).

Malassezia furfur ist in der Lage eine Reihe komplexer Indolverbindungen zu
bilden, wenn Tryptophan als alleinige Stickstoffquelle angeboten wird. Dies
scheint bedeutsam in der Pathogenese der PV, da diese Indolverbindungen

interessante biologische Wirkungen aufweisen:

. Malassezin, der erste offenkettige Agonist des Aryl Hydrocarbon
Rezeptors (AHR), bewirkt eine dosis-abhangige Apoptose in
menschlichen Melanozyten und konnte auf diese Weise zur
Depigmentierung beitragen.

" Pityriacitrin mit seinen UV-protektiven Eigenschaften kénnte begriinden,
warum in den depigmentierten Arealen keine erhdhte UV-Empfindlichkeit

auftritt.

Eine Erklarung fur die geringe entzindliche Aktivitat in den L&sionen — trotz
hoher Pilzlast — stellen die Pityriarubine A, B und C als Hemmstoffe des
granulozytaren Bursts dar. Die diagnostisch nutzbare Fluoreszenz der
Lasionen konnte durch das Fluorochrom Pityrialacton verursacht werden
(Mayser et al., 2008).

Die UV-protektive Wirkung von Pityriacitrin, kdnnte moglicherweise auch eine
Erklarung fur die Beobachtung liefern, dass in den depigmentierten Arealen
der PV alba, im Gegensatz zu anderen depigmentierenden Erkrankungen wie

beispielsweise der Vitiligo, kein Sonnenbrand auftritt (de Almeida et al., 2006).
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Untersuchungen an dem verwandten Organismus Ustilago maydis haben
gezeigt, dass zur Biosynthese dieser Vielzahl komplexer Indolderivate aus
Tryptophan nur ein einziger enzymatisch katalysierter Schritt notwendig ist
(Zuther et al., 2008). Dieser Schritt, die Desaminierung von Tryptophan zu
Indolpyruvat, wird in Ustilago maydis von der Tryptophan-Aminotransferase
(TAM 1) katalysiert. Dies zeigt, dass die TAM 1 aus Malassezia furfur fur die

tryptophanabhangige Pigmentbildung verantwortlich ist.

Pigment

Unter Pigment versteht man einen in Zellen und Geweben gelésten oder in
Kdrnchenform vorkommenden Stoff mit Eigenfarbe. Dieser Farbeindruck
entsteht entweder durch Absorption oder Reflexion bestimmter
Frequenzanteile des sichtbaren Lichts. Allerdings beschrankt sich die
natirliche Funktion der Pigmente nicht nur auf die Farbgebung, sie ist auch
mit vielen wichtigen metabolischen oder physiologischen Prozessen verknupft.
Beispiele hierzu sind das Hamoglobin als Sauerstofftrager, das Chlorophyll in
der Fotosynthese, antioxidative Pigmente in der humoralen Abwehr und im
UV-Strahlenschutz (Britton, 1983).

Transaminasen

Transaminasen sind substratspezifische Enzyme, welche die Ubertragung von
Aminogruppen von einer Substanz auf eine andere katalysieren
(Transaminierung). Ublicherweise handelt es sich bei dem Donormolekiil um
eine Aminosaure und bei dem Akzeptormolekil um eine a-Ketosaure, wobei
aus der Aminosaure eine neue a-Ketosaure und aus der urspringlichen a-

Ketosaure eine neue Aminosaure wird.
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Inhibitoren

Ein Inhibitor (lat.: inhibere = unterbinden, hemmen) ist ein Hemmstoff, also
eine Substanz, die eine oder mehrere Reaktionen chemischer, biologischer
oder physiologischer Natur so beeinflussen, dass diese verlangsamt,

gehemmt oder verhindert werden.

Aminooxyacetat

IUPAC-Name: O-(Carboxymethyl)hydroxylamin Hemihydrochlorid

(@)
o M nHa
Strukturformel; H2N OH

CAS-Nr.: 2921-14-4
Summenformel: CoHsNO3 * 0.5 HCI
Molekulargewicht: 109.30 g/mol

Bei Aminooxyacetat handelt es sich um ein Aminosaure-Analog. Der Begriff
,analog’ bezeichnet Verbindungen, die sich strukturell aus nattrlichen Amino-
sauren bzw. Zuckern herleiten lassen. Sie kénnen die gleiche oder eine noch
starkere Modulation der Transaminase-Inhibition bzw. anderen Aktionen (z. B.
Modulation des Glykolyse-Enzym-Komplexes) bewirken als die zugrunde
liegende naturliche Substanz.

Aminooxyacetat hemmt die Glutamat-Pyruvat-Transaminase, die Glutamat-3-
Hydroxypyruvat-Transaminase, die Ketocarbonsaure-Transaminasen und die
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase. Einige Arbeitsgruppen setzten
Aminooxyacetat in Studien ein. Bereits 1966 untersuchte eine Arbeitsgruppe
den Zusammenhang von Aminooxyacetat und Gamma-Aminobuttersdure
hinsichtlich der Blut-Hirn-Schranke (Fisher et al., 1966). Ipaktchi untersuchte
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2005 den Einflul3 von Aminooxyacetat auf die Proliferation von Novikoff-
Hepatoma Tumorzellen. Am Ende des Versuches konnte gezeigt werden,
dass die Tumorendvolumina nach der Injektion von Aminooxyacetat signifikant
kleiner waren (Ipaktchi, 2005). Zeidler fand heraus, dass Aminooxyacetat und
Cycloserin  effektive  Inhibitoren der Isoprenemission sind, der

Wirkmechanismus ist aber noch unbekannt (Zeidler et al., 2001).

Cycloserin

IUPAC-Name: (R)-4-Amino-1,2-oxazolidin-3-on
O

H,
H,N=((R NH
Strukturformel: O

CAS-Nr.: 68-41-7
Summenformel: C3HgN->O,

Molekulargewicht: 102.09 g/mol

D-Cycloserin ist ein bekanntes antituberkuloses Antibiotikum (Welch, 1955).
Chemisch gesehen ist es eine heterocyclische organische Verbindung, die zu
den Oxazolidinonen zahlt.

Die Substanz ist ein Breitband-Antibiotikum und wird beispielsweise in den
USA zur Behandlung von Tuberkulose eingesetzt. Es gilt als Mittel der zweiten
Wahl und wird nur dann eingesetzt, wenn der Erreger gegen andere
Antibiotika resistent ist. In Deutschland wird Cycloserin wegen seines hohen
Nebenwirkungspotentials nicht als Medikament eingesetzt, sondern nur das

Kondensationsprodukt Terizidon.
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Cycloserin wird von verschiedenen Streptomyceten wie Streptomyces
garyphalus, Streptomyces orchidaceus und Streptomyces lavedulae
produziert, aus denen es durch Fermentation gewonnen werden kann.
Cycloserin ist gut wasserl6slich (100 mg/ml) und mafig I6slich in Methanol. Es
wird bei pH 7 und 37 T nach sieben Tagen um 25 % u nd nach 14 Tagen um
38 % inaktiviert. Im alkalischen Bereich (pH 8 — 10) ist es stabiler als im
neutralen oder sauren Bereich. Natriumcarbonat-gepufferte wassrige
Losungen (pH 10) sind bei + 4 T etwa eine Woche stabil (Merck Index,
13. Edition 2001, Monographie 2780).

In der Behandlung der Tuberkulose wird das D-Enantiomer (D-Cycloserin) in
Dosen von 0,5 g bis 1 g pro Tag (Erwachsene) verabreicht. Sein Wirkoptimum
liegt bei einem pH-Wert von 6,4 bis 7,4. Gegen entsprechend empfindliche
Stamme grampositiver und gramnegativer Bakterien sowie gegen
Mycobacterium tuberculosis zeigt Cycloserin je nach Konzentration
bakteriostatische oder bakterizide Wirkung. D-Cycloserin inhibiert sowohl die
Alanin-Racemase als auch die D-Alanyl-D-Alanin-Synthetase, beides Enzyme,
die fur die Synthese der bakteriellen Zellwand essentiell sind. Das
L-Enantiomer hemmt eine Reihe Vitamin Bg-abh&ngiger Enzyme und ist fur
den Menschen starker toxisch (Wikipedia, Stand: 17.01.2009).

Des Weiteren ist Cycloserin ein kompetitiver Antagonist des D-Alanins, einem
Baustein in Bakterienzellwanden. Es fuhrt zur Ansammlung eines
unvollstandigen Zellwandbausteins (Nukleomukopeptid), der als Folge durch
Hemmung der Enzyme Alanin-Racemase und Alanin-Synthetase nicht
weiterverarbeitet werden kann. Es kommt zu Zellwandschaden. Auch

verschiedene Transaminasen sind Ziel von Cycloserin (www.baacklab.de).
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Es ist auch bekannt, dass D-Cycloserin selektiv an der Glycin-Bindungsstelle
(Strychnin-unempfindliche Glycin-Bindungsstelle) des NMDA (N-Methyl-D-
Aspartat)-Rezeptors wirkt (Watson et al., 1990).

Erst teilweise erforscht ist der Einsatz von Cycloserin in der
Verhaltenstherapie. Man fand heraus, dass die Psychotherapie bestimmter
Angststorungen unter einer begleitenden Behandlung mit Cycloserin deutlich
effektiver verlauft. Dabei wirkt Cycloserin nicht angstdampfend, sondern
verstarkt die Wirkung des in Form einer Angstexposition angewendeten
psychotherapeutischen Verfahrens. Der Patient wird wiederholt mit der
angstauslosenden Situation konfrontiert und lernt nach und nach, dass seine
Angst in Wirklichkeit unbegrindet ist. Wenige, niedrig dosierte Gaben von
Cycloserin fuhrten dazu, dass dieser Lernvorgang rascher abgeschlossen

werden konnte (Hofmann et al., 2006).

Homoserin

IUPAC-Name: (2S)-2-Amino-4-hydroxybutansaure
0

Strukturformel: NH;
CAS-Nr.: 672-15-1
Summenformel: C4HgNO3

Molekulargewicht: 119.12 g/mol

Homoserin ist eine nichtproteinogene, polare a-Aminosaure (Hydroxy-
aminosaure). Es ist ein Zwischenprodukt im Stoffwechsel von Methionin. Es
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entsteht bei der chemischen Spaltung von methioninhaltigen Peptiden als

neue carboxylendstandige Aminosaure.
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Quelle: Loffler, Basiswissen Biochemie, 6. Aufl., Springer Medizin Verlag Heidelberg

Abbildung 7: Methionin Stoffwechsel.
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Terizidon

IUPAC-Name: 4,4'-{1,4-phenylen-bis[(E)-methylyliden-nitrilo]}-bis isoxazolidin-

3-on
HN o
o} SN
NH
Strukturformel: O

CAS-Nr.: 25683-71-0
Summenformel: C14H14N4O4

Molekulargewicht: 302.29 g/mol

Terizidon ist ein Kondensationsprodukt von Cycloserin und wird als
Tuberkulosemedikament eingesetzt (erstmals 1968). Es wird als Reserve-
medikament in Fallen bakterieller Resistenz verabreicht oder vor allem bei
hepatischen Unvertraglichkeiten gegen andere Tuberkulosemedikamente.
Chemisch gesehen handelt es sich bei Terizidon um eine sog. Schiff'sche
Base, auch Imin genannt, d. h. es ist ein Kondensationsprodukt aus einem
Aldehyd und einem Amin. In diesem Fall Cycloserin mit Terephthaldialdehyd
(Benzolring mit zwei gegeniberliegenden para-standigen Aldehydgruppen).
Da Imine unter bestimmten Bedingungen ohne weiteres wieder zu spalten

sind, entsteht hierbei Cycloserin.

In der Behandlung von Erwachsenen (ab 14 Jahren) werden im Allgemeinen
750 — 1000 mg/Tag in drei bis vier Einzeldosen verabreicht (3 — 4 Kapseln pro
Tag, 1 Kapsel enthalt 250 mg Wirkstoff). Die Kapseln sollten mit etwas
Flissigkeit unzerkaut zu den Mahlzeiten eingenommen werden. Die
Behandlungsdauer kann je nach Behandlungsschema sechs bis zw6lf Monate

betragen.
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Als haufige Nebenwirkungen des Terizidons werden zentralnervése Stérungen
in Form von Kopfschmerzen, Schwindelgefuhl, Erregbarkeit, Zittern,
Schlaflosigkeit und Trunkenheit angegeben. Selten bis gelegentlich treten
epileptoide  Krampfanfalle und Psychosen, sowie gastrointestinale
Beschwerden auf. Ebenfalls selten kann es zu allergischen Reaktionen mit

Hautausschlag kommen.

Als Wechselwirkung mit anderen Medikamenten ist bei gleichzeitiger Gabe
von Isoniazid mit einer erhéhten Krampfbereitschaft zu rechnen. Alkohol,
Isoniazid sowie Protionamid koénnen die moglichen Nebenwirkungen des

Terizidons auf das Zentralnervensystem verstarken.

Spektralphotometrie

Die mit Abstand am haufigsten angewandte Analysenmethode der klinisch-
chemischen Laboratoriumsdiagnostik ist die Spektralphotometrie.

Sichtbares Licht ist der Bereich elektromagnetischer Strahlung, der mit dem
Auge direkt wahrgenommen werden kann. Als Licht werden héaufig auch noch
solche Bereiche des elektromagnetischen Spektrums bezeichnet, die fur
Menschen nicht sichtbar sind, wie das Ultraviolett- bzw. das Infrarot-Licht (UV-
bzw. IR-Strahlung).

Zerlegt man weil3es Licht beispielsweise mit einem Prisma, ergibt sich ein

farbiges Spektrum mit folgenden Zuordnungen (Tab.1):
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Tabelle 1:  Farb-Spektrum in der Spektralphotome  trie

Farbe Wellenlange nm

UV-Strahlung <380

Violett 380-450

Blau 450-500

Griin 500-570 Sichtbarer
Bereich des

Gelb 570-590 Lichts

Orange 590-620

Rot 620-780

IR-Strahlung >780

Je nach Anforderungen werden in der Spektralphotometrie sichtbares Licht,
UV- oder IR-Strahlen eingesetzt. Bei den hier dargestellten Untersuchungen

wurde sichtbares Licht verwendet.

Die Farbintensitat der Losung wird bei der spektralphotometrischen Methode
indirekt aus der Absorption bzw. der Lichtdurchlassigkeit der Ldsung
bestimmt. So kdnnen anorganische wie auch organische Stoffe, die in Spuren
in den verschiedensten Materialien vorkommen, bestimmt werden. Diese
Methode beruht auf gezielte Farbreaktionen der Loésung, die durch

Lichtschwachung gemessen werden kann.

Durchdringt ein Lichtstrahl eine mit Flissigkeit gefillte Kivette, so wird er
abgeschwacht. Der austretende Lichtstrom ist demnach kleiner als der

eintretende.
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Der Verlust des Lichtstroms ist durch vier Ursachen bedingt:

1. Reflexion des Lichtes an den Grenzflachen Luft/Glas bzw.
Glas/Flussigkeit.

2. Lichtabsorption im Kuvettenmaterial.
3. Streuung an dispergierten Teilchen in der Flissigkeit.

4. Absorption des Lichtes in der Probenlésung.

Die Punkte 1 und 2 brauchen nicht beriicksichtigt werden, da diese bei
Nullabgleich eliminiert werden. Punkt 3 sollte nicht auftreten, eine Messung
darf nur in einer homogenen Ldsung vorgenommen werden. Punkt 4 ergibt

den gesuchten Messwert.

Es gilt das Lambert-Beer'sche Gesetz. Das Lambert-Beer'sche Gesetz
beschreibt den Zusammenhang zwischen der Absorption von Licht und der
Konzentration eines absorbierenden Inhaltstoffs in Flissigkeiten. Es belegt,
dass sich die Verringerung der Lichtmenge aus drei physikalischen
Phanomenen ergibt:

1. Die Menge der absorbierenden Substanz in der Fllssigkeit

(Konzentration).
2. Der Weg, den das Licht durch die Flussigkeit zuriicklegen muss

(Schichtdicke).

3. Die Wahrscheinlichkeit, dass das Photon jener speziellen Wellenlange
durch die Substanz absorbiert wird

(Absorptions- oder Extinktionskoeffizient).
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Diese Beziehung kann so dargestellt werden:

A=€ExXx*xC
A Absorption
€ molarer dekadischer Extinktionskoeffizient
C Konzentration der absorbierenden Substanz
X Schichtdicke
Extinktion

In der Optik ist die Extinktion die wahrnehmungsgerecht logarithmisch
formulierte Opazitat O, und damit ein MaR fur die Abschwéachung

(Schwarzung) einer Strahlung (zum Beispiel Licht) in einem Medium.

Mit I als einfallender Strahlung und als austretender Strahlung (nach dem
Durchqueren des Mediums) beschreibt die Extinktion E als logarithmische
GroRRe die Transmission T bei einer bestimmten Wellenlange A:

E;.L=—lg£ lgﬁ=lgi=lg@';l

ID - I Ty

Der Anteil der durchgelassenen Strahlung wird als Transmissionsgrad
bezeichnet. Die Abschwéchung setzt sich im Allgemeinen zusammen aus
Absorption, Streuung, Beugung und Reflexion. Sie ist wellenlangenabhangig.
Die  Extinktion ist der negative dekadische Logarithmus des
Transmissionsgrades. Durch Aufnehmen der Extinktion bei einzelnen
Lichtwellenlangen kann die Konzentration und die Reinheit von Stoffen in

LAsung untersucht werden.
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2 HINTERGRUND UND FRAGESTELLUNG

Die Pilzerkrankung Pityriasis versicolor kann durch die bisherigen
Behandlungsmethoden mit Antimykotika zwar voribergehend symptomatisch
behandelt, aber nicht geheilt werden. Es bleiben immer einige Hefepilze auf
der Haut zurtick, die fur einen erneuten Krankheitsausbruch verantwortlich

sein kénnen.

Ein weiteres Problem sind die depigmentierten Hautareale. Sind bereits
depigmentierte Hautareale entstanden, so sind diese fir eine Behandlung mit

Antipilzmitteln nicht mehr zugéanglich.

Die klinischen Phanomene der Pityriasis versicolor wie Hyperpigmentierung,
Depigmentierung und Fluoreszenz der Lasionen kdnnen zumindest zum Tell
durch die Bildung Tryptophan-abhangiger Indolpigmente erklart werden. Die
Pigmentbildung ist abhangig von einem einzigen enzymatischen Schritt, der
Desaminierung von Tryptophan zu Indolpyruvat durch die Malassezia-eigene
Transaminase 1 (TAM 1).

Folgende Fragen sollten beantwortet werden:

= Gibt es einen oder mehrere Transaminaseinhibitoren, die spezifisch die

Tryptophan-Aminotransferase 1 (TAM 1) hemmen?

= Und konnen ggf. diese Inhibitoren wirkungsvoll zur Behandlung und

Prophylaxe der Kleienflechte eingesetzt werden?



23

3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Anzucht und Kultur von Malassezia furfur

Die Dauerkultur der Referenzstimme von Malassezia furfur CBS 1878 und
Malassezia furfur CBS 7019 erfolgten auf Dixon-Agar (Gueho et al., 1996).

Einmal wochentlich wurden die Hefen auf frisch zubereitetem Agar

ausgestrichen.

3.2 Verwendete Ndhrmedien

3.2.1 Dixon-Agar

Der Dixon-Agar als Nahrboden fur die Kultivierung von Malassezia furfur
wurde selbst hergestellt. Dazu wurden die in Tabelle 2 angegebenen Mengen
von Agar, Malzextrakt, Pepton und Ochsengalle mit chemisch reinem Wasser
in einen Erlenmeyerkolben gegeben und mit einem Magnetriihrer (IKAMAG,
IKA-Labortechnik, Staufen im Breisgau) vermischt, mit Alu-Folie abgedeckt
und bei 1 bar Gber 30 min autoklaviert (Melag Autoklaven Typ 23, Melag,
Berlin). Aus Kostengriinden wurde dem hier verwendeten Dixon-Agar 0,4 %
Olivendl statt Glycerol und Olsaure zugesetzt. Zur Verringerung des
Kontaminationsrisikos ~ wurden  Chloramphenicol und  Cycloheximid
hinzugefuigt. Die einzelnen Lésungen wurden steril filtriert und dem Medium
nach Autoklavieren und Abkihlen auf ca.50 T zugesetzt, da die beiden
Substanzen temperaturempfindlich sind (Merck Index 2001) und ebenfalls mit

dem Magnetriihrer vermengt.

Unmittelbar danach wurden unter einer Sterilbank (Uniflow Biohazard Laminar
Flow, Geratetyp UVUB 1200, Uniequip Laborgeratebau, Martinsried) unter

Zuhilfenahme einer sterilen 20 ml Einmalspritze (B. Braun, Melsungen) jeweils
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15 ml des Nahrbodens in Kunststoff-Petrischalen von 10 cm Durchmesser
(Nunc, Roskilde, DK) gegeben.

Tabelle 2:  Mengen und Substanzen zur Herstellun g von Dixon-Agar

Mengen* Substanzen Hersteller
9¢g 3,6% Malzextrakt Merck, Deutschland
15¢9 0,6% Pepton (Casein) Merck, Deutschland
5¢ 2% Ochsengalle Merck, Deutschland
2,5ml 1% Tween 40 Sigma-Aldrich, Deutschland
1ml 0,4% Olivenol sterilisiert aus der Apotheke
5¢ 1,2% Agar Merck, Deutschland
250 ml chem. reines Wasser (Aqg. dest.) | Braun, Deutschland
0,01g 0,04% Cycloheximid Sigma-Aldrich, Deutschland
0,0125 g** 0,005% Chloramphenicol Merck, Deutschland

*  FUr 250 ml Medium.
** Die Stammldsung besteht aus: 6,25 mg Chloramphenicol / 1 ml H,O und wurde steril filtriert abgefullt
und bei -20 € gelagert; 2 ml der Stammlésung wurden zugegeben.

3.2.2 Pigmentinduktionsmedium (P-Agar)

Zur Herstellung eines Liters des Pigmentinduktionsmediums wurde der Agar
mit chemisch reinem Wasser in einen Erlenmeyerkolben gegeben, mit einem
Magnetrithrer (IKAMAG, IKA-Labortechnik, Staufen im Breisgau) vermischt
und anschlieBend mit Alu-Folie abgedeckt. Nach dem Autoklavieren bei 1 bar
fur 30 Minuten (Melag Autoklaven Typ 23, Melag, Berlin) und Abkthlen auf
etwa 50 °C wurden das Tween 80 und das L-Tryptophan hinzugegeben und
nochmals mit dem Magnetriihrer vermischt. Unmittelbar danach wurden unter
einer Sterilbank (Uniflow Biohazard Laminar Flow, Geratetyp UVUB 1200,
Uniequip Laborgeratebau, Martinsried) unter Zuhilfenahme einer sterilen 20 ml
Einmalspritze (B. Braun, Melsungen) jeweils 25 ml des Nahrbodens in
Kunststoffpetrischalen von 10 cm Durchmesser (Nunc, Roskilde, DK) gefiillt.
Der pH-Wert des Mediums lag bei 5,0.
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Tabelle 3:  Mengen und Substanzen zur Herstellun g von
Pigmentinduktionsmedium

Mengen* Substanzen Hersteller
209 Agar Merck, Deutschland
990 ml chem. reines Wasser (Aqg. dest.) Braun, Deutschland
30 ml Tween 80 Merck, Deutschland
10g L-Tryptophan Sigma-Aldrich, Deutschland

* Fdr ein Liter Medium.

3.2.3 Moadifiziertes Pigmentinduktionsmedium

Fur 300 ml dieses Mediums wurden die in Tabelle 4 aufgefiihrten Mengen der
Substanzen (Agar, Glucose, KH,PO,; und MgSO,) mit chemisch reinem
Wasser in einen Erlenmeyerkolben gegeben und mit einem Magnetrihrer
(IKAMAG, IKA-Labortechnik, Staufen im Breisgau) vermischt. AnschlieRend
wurde das Gemisch mit Alu-Folie abgedeckt und bei 1 bar fir 30 Minuten
autoklaviert (Melag Autoklaven Typ 23, Melag, Berlin). Nachdem das Medium
auf etwa 50 °C abgekuhlt war, wurden das Tween 80 und das L-Tryptophan
hinzugegeben und ebenfalls mit dem Magnetrihrer vermischt. Im Anschluss
wurden unter einer Sterilbank (Uniflow Biohazard Laminar Flow, Geratetyp
UVUB 1200, Uniequip Laborgeratebau, Martinsried) unter Zuhilfenahme einer
sterilen 20 ml Einmalspritze (B. Braun, Melsungen) jeweils 25 ml in Kunststoff-

Petrischalen von 10 cm Durchmesser (Nunc, Roskilde, DK) appliziert.



26

Tabelle 4: Mengen und Substanzen zur Herstellun g von modifiziertem
Pigmentinduktionsmedium

Menen* Substanzen Hersteller

69 Agar Merck, Deutschland

39 Glucose Merck, Deutschland

0,39 KH,PO, Merck, Deutschland

0,159 MgSO, Merck, Deutschland

300 ml chem. reines Wasser (Aqg. dest.) Braun, Deutschland

9ml Tween 80 Merck, Deutschland
0949 L-Tryptophan Sigma-Aldrich, Deutschland

* Fir 300 ml Medium.

3.2.4 Minimal-Flussignahrmedium

Das Minimal-Flussigndhrmedium wurde von Gohla et al. speziell fur die

Pigmentinduktion von Malassezia furfur entwickelt (Gohla et al., 2008).

Zunachst wurde chemisch reines Wasser mit den entsprechenden Salzen
(siehe Tabelle 5) in einen Erlenmeyerkolben gegeben, mit Alufolie abgedeckt
und im Autoklaven bei 1 bar fir 30 min. sterilisiert. Nach dem Abkuhlen auf
ca.50 € wurden Tween 80, Chloramphenicol und die gewiinschte
Konzentration der Aminosaure hinzugefigt. Der pH-Wert des

Minimaln&dhrmediums betrug vor Zugabe der Aminosauren und der Hefen 5,0.

Die Ansatze mit den zugefligten Hefen wurden mit Aluminiumfolie dicht

verschlossen und im Warmeschrank bei ca. 32 T inku biert.
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Tabelle 5:  Mengen und Substanzen des Minimal-FI  Ussigndhrmediums

Mengen Substanzen Hersteller

100 ml chem. reines Wasser (Aq dest.) Braun, Deutschland

0,7 mi Chloramphenicol Merck, Deutschland

0,19 KH,PO, Merck, Deutschland

0,059 MgSO, Merck, Deutschland

3,0ml Tween 80 Merck, Deutschland

versch. L-Tryptophan Sigma-Aldrich, Deutschland
Konzentrationen

Flissigmediumversuch
Die Hefezellen wurden mit Hilfe eines sterilen Wattetragers von den

Agarplatten abgeerntet und im Morser mit einem Pistill unter sterilen
Bedingungen zerkleinert. AnschlieBend wurden die Pilze in sterile
Kunststoffrohrchen gegeben und mit 0,9 %iger NaCl-L6ésung einmal
gewaschen. Dies erfolgte in einer Zentrifuge (Firma Hettich, Rotanta/RP;
Rotor: 154 mm Radius) bei 20 €, 3000 U/min und 3 Minuten. Der Uberstand

wurde mit einer sterilen Pipette abgesaugt.

Schlie3lich wurden die Hefen mit 5 ml 0,9 %iger NaCl-Lésung resuspendiert
um eine Bestimmung der Zellzahl zu ermdglichen. Auf dem
Reagenzglasriittler (Firma Vortex, Genie 2™) wurden die Pilzzellen griindlich

mit NaCl vermischt.

Es folgte das Verdinnen der Suspension mit NaCl. Hierzu wurden 10 pl der
Losung mit 90 ul NaCl-Lésung in ein steriles Kunststoffrohrchen pipettiert.
Hieraus wurden 10 pyl entnommen und mit weiteren 90 pl NaCl verdinnt um

eine 100-fach verdiinnte Losung zu erhalten.
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Zum Auszahlen der Zellen in der Neubauer-Zahlkammer wurden 10 pl der
verdinnten  Zellsuspension  entnommen und im  Lichtmikroskop
(Lichtmikroskop Dialux; Firma Ernst Leitz, Wetzlar; Service: Leica; 40er
Objektiv) unter 40-facher Vergrof3erung betrachtet. Ausgezahlt wurden funf
Quadrate und hierbei alle innerhalb der Gruppenquadrate liegenden Zellen
sowie die auf den jeweiligen linken und unteren Begrenzungslinien liegenden

Zellen (Pschyrembel).

Die Gesamtzahl der Zellen in der Suspension wurde mit folgender Formel

errechnet:

Zellzahl =S x 50 x V/ pl

S = Summe der ausgezéahlten Zellen, V = Verdinnungsfaktor, in diesem Fall 100.

[N/ul = S/(VK x Nk) = S/(0,25 x 10-3ul x 80) = S/(20 x 10-3) = S x 50/pl; N/ul = Anzahl der
Zellen pro Mikroliter Suspension,

S = Summe der ausgezéhlten Zellen in funf Gruppenquadranten,

Vk = Volumen uber einem Kleinstquadrat (0,25 x 10-3),

Nk = Anzahl der ausgezahlten Kleinstquadrate (16 x 5 = 80),

zusatzliche Beachtung des Verdinnungsfaktors erforderlich.]

Vereinfacht:

Gezéhlte Zellen x 50 x 100 x (Volumen der Lésung — 10 ul ) = Anzahl der Zellen in der
Suspension.

Das Einstellen der Lésung auf die gewlnschte Konzentration erfolgte durch
Entnahme einer entsprechenden Menge Suspension, die wiederum in der

Zentrifuge (20 C; 3000 U/min; 3 min) gewaschen wur de.

Das verbleibende  Hefe-Pellet wurde  anschlieBend mit dem
Flissigndhrmedium versetzt. Die Flussignahrmedium-Hefen-Suspension
wurde in einen Warmeschrank bei 32 T gestellt. Ein Kontrollansatz wurde mit
den Versuchsansatzen mitgefihrt. Hierbei wurde das Nahrmedium mit Pilzen,
aber ohne Hemmstoff versehen. Die Probenentnahme erfolgte wie bei den

Ansétzen mit den Hemmstoffen (siehe 3.3).
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Die Konzentrationen fur die Versuche:
* TRP: 30mM
* Hemmstoff: 0,2 M
* Anzahl Zellen:
1. Cycloserinversuch: 500.000 Zellen/ul Flissigmedium

2. Cycloserinversuch und Aminooxyacetatversuch:
300.000 Zellen/ul Flussigmedium

3.3 Probenentnahme

Die Probenentnahme erfolgte unter sterilen Bedingungen. Zwei ml der
Suspension wurden enthommen und in sterile Kunststoffrohrchen gegeben.
Die Proben wurden drei Minuten bei 3500 U/min zentrifugiert, um ein Pilzpellet

und einen Uberstand zu erhalten.

Der Uberstand wurde abpipettiert und anschlieBend nochmals filtriert, um
letzte Verunreinigungen wie z. B. Zellreste zu entfernen. Dazu wurde ein
Vakuumfiltersystem (Firma Macherey-Nagel) mit PTFE-Filtern (Firma J.T.
Baker; PFTE-Frits; Porengrof3e 20 ym) benutzt.

3.4  Photometrische Methode zur quantitativen Bestim mung

des Pigments

Die Messung erfolgte an einem Beckman DU-640 Spektrophotometer. Zur
Messung wurden % Mikro-Klvetten (Firma ratiolab GmbH, Dreieich; Art.-
Nr. 2712120) verwendet. Als erstes wurde der Ansatz ohne die Hefen
gemessen und als Referenzwert verwendet. Gegen diese Referenzlésung

wurden alle folgenden Proben spektralphotometrisch bestimmt. Der Bereich
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der Messung lag im sichtbaren Bereich (600 nm), als Messgeschwindigkeit
wurde 600 nm/min gewdahlt. Es wurde mit dem Scan-Modus ,Single-

Wavelengthscan“ gemessen.

3.5 Agardiffusionstest

Funf  Osenabstriche des zuvor auf Dixon-Agar angezichteten
Referenzstammes von Malassezia furfur CBS 1878 wurden in 1 ml chemisch
reinem Wasser (Aqg. dest.) suspendiert, auf den P-Agar aufgegeben und durch
schwenken verteilt. AnschlieBend wurden mit einer sterilen Stanze (Biopsy
Punch, Stiefel) 4 mm groRe Loécher angebracht, in die jeweils 20 ul der

Hemmstofflosung in verschiedenen Konzentrationen eingebracht wurden.

3.6  Screening - Die Suche nach einem Hemmstoff

Der erste Schritt bei Beginn der Arbeit war, einen Transaminaseinhibitor fur
die TAM 1 zu finden. Mit Hilfe einer medline und google-Recherche wurden
nachfolgende Substanzen (siehe Tabelle 6) ausgewahlt und mit dem Agar-
diffusionstest sowohl auf Pigmentinduktions-Agar (Hemmung der
Pigmentbildung) als auch auf Dixon—Agar (antimyzetische Eigenschaften)
getestet. Die Substanzen wurden gemal Herstellerangaben gel6ést und in den

Konzentrationen 0,05; 0,1; 0,25 und 0,5 M beim Agardiffusionstest eingesetzt.
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Tabelle 6:  Getestete Substanzen

Substanz Hersteller
2-Hydroxyethyl-Harnstoff Sigma-Aldrich
3-Amino-2,3-dihydrobenzoic acid hydrochloride | Sigma-Aldrich
(Gabaculine)

6-Mercaptopurin-Monohydrat Sigma-Aldrich
6-Thioguanin Sigma-Aldrich
Aminooxyacetat Sigma-Aldrich
Cycloserin Sigma-Aldrich
D-Galaktosamin-Hydrochlorid AppliChem GmbH
Doxepinhydrochlorid (Doneurin 25 mg) Hexal

Homoserin Sigma-Aldrich
Ketoconazole Sigma-Aldrich
L-Citrulline Sigma-Aldrich
L-Ornithin Sigma-Aldrich
L-Threonine Sigma-Aldrich
Moclobemid (Aurorix 150 mg Roche Pharma AG
N-(a)-Benzoyl-L-arginine-4-nitroanilide Sigma-Aldrich
hydrochloride

Propylenglycol Fluka, Sigma-Aldrich
Pyrimidine Sigma-Aldrich
Selenium sulfide Alfa Aesar

Terizidon

Riemser Arzneimittel AG

Thesit Substanz (Polidocanol)

Gepepharm GmbH

Trans-4-Hydroxy-L-Proline

Sigma-Aldrich

Tranylcypromin (Jatrosom 20 mg)

esparma GmbH

Tunicamycin

Fluka, Sigma-Aldrich

Vigabatrin (Sabril 500 mg)

Sanofi Aventis
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3.7 Vorversuche mit 12-Well-Platten

Um abschatzen zu kdnnen, ab welcher Konzentration der Hemmstoff wirkt,

wurde ein Vorversuch in einer 12 Well-Platte durchgefihrt:

Fur diesen Versuch wurden handelstbliche Terizidon Tabletten verwendet.

1. Es wurde eine 1 molare Lésung von Terizidon mit Flussigmedium
hergestellt. Diese wurde linear bis zu einer Konzentration von 1: 2048

verdinnt.

2. Die Verdinnungen wurden — im gleichen Volumen (1,5 ml) — wie die
vorher in die Vertiefungen der 12 Well-Platte gegebene Pilzldsungen —

hinein pipettiert.

3. Die Platten wurden in den Warmeschrank gestellt und bei 32 C

inkubiert.

3.8 Plattenverdinnungstest

Es wurde eine lineare Verdinnungsreihe mit dem jeweiligen Hemmstoff
hergestellt. Die Ausgangskonzentration lag bei 1M (Cycloserin,
Aminooxyacetat und Homoserin) bzw. bei 0,5M (Terizidon). Es wurden
10 Verdunnungen mit chemisch reinem Wasser (Ag. dest.) vorgenommen. Ein

Kontrollansatz ohne Hemmstoff erfolgte parallel.

Je 2 ml dieser Verdiinnungen wurden in Petrischalen von 10 cm Durchmesser
(Nunc, Roskilde, DK) pipettiert. Anschlie3end wurde unter Zuhilfenahme einer
sterilen Einmalspritze 20 ml frisch gekochter Pigmentinduktions-Agar in diese
Petrischalen gegeben und der Agar wurde durch Schwenken mit dem
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Hemmstoff vermischt. Nach Erkalten wurde der Pilz Malassezia furfur
CBS 1878 auf dem Agar ausgestrichen und bei 30 T im Warmeschrank

inkubiert. Nach drei, finf und acht Tagen wurde das Ergebnis abgelesen.

3.9  Futterversuch mit Tryptophan

Nach erfolgreichem Agardiffusionstest wurde bei einer Hemmung der
Pigmentbildung versucht, diese durch hinzufigen von einer 1-molaren
Tryptophanlosung ruckgangig zu machen. Dieser Versuch kénnte Hinweise
auf die Reversibilitat der Hemmwirkung geben. An finf aufeinanderfolgenden
Tagen wurden taglich 20 pl der TRP-LOsung in die Stanzlocher pipettiert und

anschlielend das Ergebnis ausgewertet.

3.10 Ausstreichen des Pilzes aus dem Hemmbhof

Fur die Substanzen mit positivem Ergebnis (Hemmung der TAM 1) wurde ein
Folgeversuch durchgefuhrt: Der Pilz wurde vorsichtig mit einem sterilen
Wattetrager aus dem Hemmhof von den Pigmentinduktions-Agarplatten
abgeerntet und auf Dixon-Agar ausgestrichen. Nach erneuter Inkubation bei

30 T fur drei Tage wurde dann das Ergebnis abgeles en.
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3.11 Heilversuch mit Cycloserin

Als Therapieversuch bzw. probatorische Heilbehandlung gilt die Anwendung
von zugelassenen Arzneimitteln auf3erhalb der zugelassenen Indikationen und
Dosierungen (Off-label Use). Cycloserin ist fur andere, als in dieser Studie
beschriebene Indikationen als Arzneimittel zugelassen. Es konnte daher in
Absprache mit der Ethikkommission der Justus-Liebig-Universitat Giel3en ein

solcher Heilversuch durchgefiihrt werden.

Die Probanden stellten sich in der Ambulanz der Dermatologie der Justus-
Liebig-Universitat Giel3en vor. Alle litten an einer rezidivierenden PV und
waren mit den bisherigen TherapiemalBhahmen unzufrieden. Sie wurden
ausfuhrlich Gber die Mdglichkeiten einer neuen Therapieoption, der topischen
Anwendung von Transaminasehemmern, aufgeklart (vgl. 9.2. S. 115). Das
Aufklarungsgesprach und das Einverstdndnis der Probanden zur
Durchfihrung eines Heilversuches wurden schriftlich dokumentiert. Alle
verwendeten Unterlagen wurden mit der zustdndigen Ethikkommission

abgestimmt.

Bei der Eingangsuntersuchung wurde die Patientenanamnese erhoben, eine
klinische Beurteilung der Haut vorgenommen, Schuppen von einer betroffenen
Stelle fur ein Nativpraparat gewonnen und die erkrankten Hautareale
fotografiert. Es wurde ein Therapie-Areal festgelegt, welches der Patient mit

der nachfolgenden Losung behandeln sollte (vgl. 9.3. S. 116).

Den Patienten wurden 50 ml einer Cycloserin-haltigen Losung (0,2 M, pH 7)
zum Auftragen auf die gekennzeichnete Hautregion ausgehandigt, welche funf
Tage lang zweimal taglich, jeweils morgens und abends nach dem Duschen

oder Waschen angewendet werden sollte. Pro Tag sollten hierfir nicht mehr
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als 10 ml der kuhl zu lagernden Losung verwendet werden. Den Probanden
wurde ein ,Tagebuch* ausgehandigt, in welche sie die Veranderungen der

Haut dokumentieren sollten (vgl. 9.4. S. 120).

Nach sieben Tagen wurden die Patienten erneut untersucht und das
Behandlungsergebnis mittels Fotodokumentation festgehalten. Ein zweiter
Kontrolltermin  erfolgte nach 14 Tagen. Es wurde ebenfalls eine

Fotodokumentation durchgefihrt.

Nach der Behandlungszeit wurde zur Kontrolle der bestehenden
Hemmwirkung mit der vom Patienten verwendeten LOsung ein

Agardiffusionstest durchgefihrt.

Die von der Apotheke des Universitatsklinikums GielRen-Marburg hergestellte

wassrige D-Cycloserin-Losung (0,2 M, pH 7) setzte sich wie folgt zusammen:

Tabelle 7 Mengen und Substanzen der Cycloserin  -Ldsung

Mengen* Substanzen Hersteller
204,2 mg D-Cycloserin Sigma-Aldrich, Deutschland
5mg KH,PO, Merck, Deutschland
167 mg KoHPO, Merck, Deutschland

*Far 10 ml wassrige steril filtrierte Losung.

Die Losung enthielt keine Konservierungsmittel, um eine Eigenwirkung der
Grundlage auszuschlieBen und wurde jeweils in der krankenhauseigenen
Apotheke frisch hergestellt (Haltbarkeit 7 Tage).
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Die Eingangsdaten der Probanden sind in nachfolgender Tabelle

zusammengefasst.

Tabelle 8: Probanden - anamnestische Daten

Patient Alter |Geschlecht Wie Pradispositionsfaktoren ~ Hamilienanamnese
lange PV
L.D. 19 mannlich seit 8 schwitzen, positiv, Vater und
Jahren Okklusiveffekt von Bruder ebenfalls
synthetischer erkrankt
Sportkleidung
M.-R. B. 19 mannlich seit 7 Fast food, Alkohol und positiv, Mutter an PV
Jahren schwitzen erkrankt
S.S. 36 mannlich seit 10 schwitzen positiv, Cousin an
Jahren PV erkrankt
S.H. 45 weiblich seit 2 keine negativ
Wochen
M.M. 23 mannlich seit 2 keine negativ
Monaten
T.K. 45 mannlich seit 3 schwitzen negativ
Jahren
K.A. 25 mannlich seit 1 keine negativ
Monat
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4 ERGEBNISSE

4.1  Screening — Die Suche nach einem Hemmstoff

Bereits nach eintagiger Inkubation bei 32 T in ein em Brutschrank konnte eine
Braunverfarbung des  Pigmentinduktions-Agars als  Ausdruck der
Pigmentbildung optisch nachgewiesen werden. Bei den Substanzen
Aminooxyacetat, Cycloserin, Homoserin und Terizidon war eine deutliche

Hemmung der Pigmentbildung in den Diffusionshdfen zu erkennen.

Bei allen weiteren getesteten Substanzen (siehe Tabelle 6) setzte eine
gleichmallige Pigmentbildung auf der gesamten Petrischale, auch im Bereich
der Diffusionshéfe, ein. Eine Hemmung der TAM1 und damit der

Pigmentbildung konnte bei diesen Substanzen nicht nachgewiesen werden.

Die Kontrolle auf Dixon-Agar zeigte nur bei der Substanz Ketoconazol einen
Hemmbhof. Dies deutet darauf hin, dass die Pilze durch den Wirkstoff abgetottet
wurden. Bei allen anderen Substanzen setzte ein gleichmaRiges
Pilzwachstum auf Dixon-Agar ein, eine antimyzetische Wirkung konnte in den

eingesetzten Konzentrationen nicht nachgewiesen werden.

4.2 Ausstreichen des Pilzes aus dem Hemmhof

Dieser Test wurde mit den vier Hemmstoffen Aminooxyacetat, Cycloserin,
Homoserin und Terizidon durchgefuhrt. Wie vermutet zeigte der Pilz auf allen
angelegten Kulturen auf Dixon Agar ein normales Wachstum. Dieser Test

diente dem Nachweis, dass die Hemmstoffe den Pilz nicht abtdten und einen
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antimyzetischen Effekt haben. Die TAM1 wird durch die Substanzen
spezifisch gehemmt.

4.3  Fitterversuch mit Tryptophan

Bei den Substanzen Aminooxyacetat, Cycloserin und Terizidon zeigte sich
keine Veranderung des Hemmhofes durch das Hinzufligen des Tryptophans.
Lediglich bei der Substanz Homoserin lie3 sich der Hemmhof ruckgangig
machen und es zeigte sich nach funf Tagen eine gleichmal3ig braun verfarbte
Agarplatte.

Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass es sich bei Homoserin um einen
kompetitiven Hemmstoff handelt. Bei den anderen drei Substanzen handelt es
sich um eine komplette Hemmung der TAM 1, die auch durch dieses

Uberangebot von Tryptophan nicht riickgangig gemacht werden kann.

Abbildung 8: Futterversuch mit Homoserin (1M).

Die Abbildung 8 zeigt links den Agardiffusionstest vor dem Futterversuch.
Rechts kann man deutlich die Pigmentbildung im Hemmhof nach Gabe des
Tryptophans uber funf Tage erkennen.
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4.4  Ergebnisse Aminooxyacetat

4.4.1 Agardiffusionstest

Abbildung 9: Agardiffusionstest auf P-Agar mit Amin ooxyacetat.

Abbildung 9 zeigt eine vier Tage alte Kultur von Malassezia furfur CBS 1878
auf pigment-induzierendem Medium mit Tryptophan als alleiniger
Stickstoffquelle. Es wurde ein Agardiffusionstest mit Aminooxyacetat (in chem.
reinem Wasser gepuffert mit 2n NaOH auf pH 5) durchgefuhrt. Die
Konzentrationen sind links oben 0,05; rechts oben 0,1; links unten 0,25 und
rechts unten 0,5 M. Eine Pigmentbildung in den Diffusionshéfen bleibt aus.
Des Weiteren wird das Wachstum des Pilzes gehemmt, da in der speziellen
Situation Stickstoff durch die unterbundene Transaminierung nicht verflgbar
werden kann und andere Stickstoffquellen nicht mehr zur Verfigung stehen.
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Der folgende Versuch zeigt, dass die Hemmwirkung der Pigmentbildung und
damit auch ein ausbleibendes Wachstum des Pilzes nicht auf einem
antimykotischen Effekt des Transaminaseinhibitors, sondern auf einer

spezifischen Hemmung der Transaminase beruhen.

Abbildung 10: Agardiffusionstest auf Dixon-Agar mit Aminooxyacetat.

Die Abbildung 10 zeigt einen identischen Versuchsansatz an dem zur Anzucht
des Pilzes Ublichen Komplettmedium Dixon-Agar (vier Tage alt). Eine
Pigmentbildung wird nicht induziert, da mehrere alternative Stickstoffquellen
zur Verfigung stehen. Eine spezifische Hemmung der Transaminierung durch
Aminooxyacetat in Konzentration wie unter Abb. 9 fuhrt zu keinen Effekten, da
die Hemmung umgangen werden kann. Auch ein toxischer Effekt ist nicht
nachweisbar. Das Pilzwachstum ist gleichmaRig, auch im Bereich der
Diffusionshofe. Die in Abbildung 9 beobachtbare Hemmung beruht daher auf

einem spezifischen Effekt.
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4.4.2 Plattenverdiinnungstest

In Abbildung 11 ist der Plattenverdiinnungstest mit Aminooxyacetat zu sehen.
Sehr deutlich kann man eine vollstindige Hemmung der Pigmentbildung in
den Platten 1 bis 7 erkennen. D. h. ab einer Konzentration von etwa 15 mM in
chem. reinem Wasser hemmt Aminooxyacetat vollstandig. Erst ab Platte 8
(siehe Abb. 11) kann eine Pigmentbildung beobachtet werden. Ein
Kontrollansatz ohne Hemmstoff wurde mitgefuhrt. Auf dieser Platte kann man

die komplette Pigmentbildung erkennen.

Abbildung 11: Plattenverdinnungstest mit Aminooxyac etat.

Tabelle 9: Konzentrationen Aminooxyacetat

1 1M 6 ~31 mM
2 0,5M 7 ~15 mM
3 0,25 M 8 ~8 mM
4 0,125 M 9 ~4 mM
5 0,0625 M 10 ~2 mM
11 Kontrolle ohne Hemmstoff




4.43 Testim Flissigmedium

Abbildung 12: Flussigmediumversuch mit Aminooxyacet at

(Inkubationszeit in Stunden, K=Kontrolle)
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Abbildung 13: Einzelwellenlangenscan bei 600 A. Aminooxyacetat: 0,2 molar
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Wie man in Abbildung 12 erkennen kann, verfarben sich die
Kontrollansétze (K) deutlich. Schon nach drei Stunden ist eine Pigmentbildung
in diesen Ansatzen sichtbar, die sich nach 6 bzw. 24 Stunden noch verstarkt.
Mit Null (0) ist der Referenzwert gekennzeichnet, gegen den alle Proben

gemessen wurden.

Im Gegensatz zu dem Kontrollansatz, in dem sich nur Flissigmedium und der
Pilz befinden, wurde bei dem Parallelversuch (gleiche Anzahl Pilze im
Flissigmedium) Aminooxyacetat hinzugefiigt. Diese Versuch zeigte nur eine

sehr geringe Braunfarbung.

Die Proben wurden im Photometer bei einem Einzelwellenlangenscan
gemessen (Abbildung 13). Auf der X-Achse ist die Zeit aufgetragen, auf der Y-
Achse kann man die Extinktionswerte ablesen. Die Messwerte unterstreichen
den visuellen Befund. Die Proben des Kontrollversuchs zeigen eine deutlich

hohere Extinktion und damit Braunfarbung als der Aminooxyacetatversuch.



4.5  Ergebnisse Cycloserin

4.5.1 Agardiffusionstest

Abbildung 14: Agardiffusionstest auf P-Agar mit L-C ycloserin.

Abbildung 15: Agardiffusionstest auf P-Agar mit D-C ycloserin.



In Abbildung 14 ist die sechs Tage alte Kultur und in Abbildung 15 die vier
Tage alte Kultur von Malassezia furfur CBS 1878 auf pigment-induzierendem
Agar mit Tryptophan als alleiniger Stickstoffquelle zu sehen. Es wurde ein
Agardiffusionstest sowohl mit D-Cycloserin (Abb.15) als auch mit L-Cycloserin
(Abb.14), in chem. reinem Wasser gel6st, durchgefiihrt. Die Konzentrationen
des Cycloserins sind links oben 0,05 M; rechts oben 0,1 M; links unten 0,25 M
und rechts unten 0,5M. Man kann sehr deutlich die Hemmung der
Pigmentbildung im Bereich der Diffusionshofe erkennen. Die unterschiedliche
Braunféarbung ist durch den unterschiedlichen Ablesezeitpunkt von vier bzw.
sechs Tagen zu erklaren. Da eine Hemmwirkung bei D- und L-Cycloserin
gegeben ist, wurden die weiteren Versuche aus Kostengriinden mit D-

Cycloserin durchgefihrt.

Abbildung 16: Agardiffusionstest auf Dixon-Agar mit D-Cycloserin.

Abbildung 16 zeigt die vier Tage alte Kultur mit identischem Versuchsansatz
auf dem zur Anzucht des Pilzes Ublichen Komplettmedium (Dixon-Agar). Eine
Pigmentbildung wird nicht induziert, da mehrere Stickstoffquellen zur

Verfligung stehen. Das Wachstum des Pilzes ist gleichmaRig.



4.5.2 Plattenverdiinnungstest

Abbildung 17 zeigt den Plattenverdiinnungstest mit D-Cycloserin. Dieser Stoff
hemmt die Pigmentbildung ab einer Konzentration von 0,125 M in chem.
reinem Wasser vollsténdig. Bei diesem Versuch konnte ab der Platte 5 eine
Pigmentbildung beobachtet werden. Ein Kontrollansatz ohne Hemmstoff zur

Beurteilung der Pigmentbildung wurde mitgefthrt.

Abbildung 17: Plattenverdiinnungstest mit Cycloserin

Tabelle 1: Konzentrationen Cycloserin

1 Y 6 ~31 mM
2 0,5M 7 ~15 mM
3 0,25 M 8 ~8 mM
4 0,125 M 9 ~4 mM
5 0,0625 M 10 ~2 mM
11 Kontrolle ohne Hemmstoff




4.5.3 Testim Flissigmedium

1. Versuch

Abbildung 18: 1. Flissigmediumversuch mit Cycloserin.
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Abbildung 19: Einzelwellenlangenscan bei 600

A. Cycloserin : 0,2 M
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2. Versuch

Abbildung 20: 2. Flissigmediumversuch mit Cycloserin.
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Abbildung 21: Einzelwellenlangenscan bei 600 A. Cycloserin: 0,2 M
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Beim ersten Versuch im Flissigmedium (Abb. 18) ist die Verfarbung des
Mediums in beiden Ansatzen deutlich zu erkennen. Bei diesem Versuch
wurden 500.000 Zellen pro ul Flissigmedium gewahlt. Rein visuell scheinen
die Proben, Kontrollansatz K und der Ansatz mit Cycloserin, gleich stark braun
verfarbt zu sein. In Abbildung 18 zeigt der Graph (X-Achse entspricht die Zeit
in Stunden, Y-Achse die Extinktion), dass der Kontrollansatz eine leicht
hohere Extinktion aufweist, als der Ansatz mit Cycloserin. Nach diesem
Versuch folgerten wir, dass die Zellzahl zu hoch fur die Gesamtmenge
Cycloserin war und die hemmende Wirkung der Pigmentbildung quasi nicht fur

alle Zellen ausgereicht hatte.

Aus diesem Grund wurde ein zweiter Versuch mit Cycloserin durchgeftihrt. Die
Zellzahl betrug 300.000 Zellen pro pl Flussigmedium. Die Konzentration des
Cycloserins wurde nicht geéandert.

Beim zweiten Versuch (Abb. 20) kann man schon mit bloBem Auge erkennen,
dass eine Hemmwirkung eingesetzt hat. Die Kontrollansatze (K) zeigen wieder
eine Braunfarbung. Auch im Einzelwellenlangenscan kann dies bestatigt
werden (Abb. 21).
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4.6  Ergebnisse Homoserin

4.6.1 Agardiffusionstest

Abbildung 22: Agardiffusionstest mit Homoserin.

Abbildung 22 zeigt den vier Tage alten Agardiffusionstest mit Homoserin in
chem. reinem Wasser gelost. Die Konzentrationen sind: links oben 0,05 M;
rechts oben 0,1 M; links unten 0,25 M und rechts unten 0,5 M.

In diesen Konzentrationen ist noch keine deutliche Hemmung der
Pigmentbildung erkennbar. Man kann die komplette Braunfarbung der vier
Tage alten Kultur auf der Agar-Platte erkennen. Bei einer Konzentration von
0,5 M (rechts unten) kann man einen diskreten Hemmhof erahnen.
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Abbildung 23: Agardiffusionstest mit Homoserin (1 M ).

Abbildung 23 zeigt denselben Versuchsansatz wie weiter oben beschrieben,
allerdings mit Homoserin in einer Konzentration von 1 M. Es ist ein deutlicher

Hemmbhof erkennbar.

Der Kontrollansatz auf Dixon-Agar zeigt ein gleichmafiges Wachstum, auch
im Bereich des Diffusionshofes. Es ist kein toxischer Effekt nachweisbar.

4.6.2 Plattenverdiinnungstest

Im Plattenverdiinnungstest mit Homoserin (siehe Abb.24) konnte in keiner
Platte eine vollstandige Hemmung festgestellt werden. Die Pigmentbildung
wird von Platte 1 bis Platte 10 zunehmend starker.
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Abbildung 24: Plattenverdiinnungstest mit Homoserin.

Tabelle 10: Konzentrationen Homoserin

1 Y 6 ~31mM
2 0,5M 7 ~15 mM
3 0,25 M 8 ~8 mM
4 0,125 M 9 ~4 mM
5 0,0625 M 10 ~2 mM
11 Kontrolle ohne Hemmstoff

Die Versuche mit Homoserin wurden nicht weitergefiihrt, da eine vollstandige
Hemmwirkung nicht erzielt werden konnte und es sich wahrscheinlich auch

nur um einen kompetitiven Hemmestoff handelt (siehe Ftterversuch).
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4.7  Ergebnisse Terizidon

4.7.1 Vorversuch mit 12-Well-Platte

Nach 24 Stunden war keine Veranderung festzustellen (siehe Abb. 25), erst

nach 22 Tagen zeigt sich eine deutliche Pigmentbildung im Kontrollansatz
(siehe Abb. 26).

Abbildung 25: Vorversuch mit Terizidon

(WeiRverfabung in hohen Konzentrationen durch Terizidon)

Abbildung 26: Vorversuch mit Terizidon, 22 Tage alt
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Tabelle 11: Konzentrationen Terizidon (Vorversuch )

1 (links oben) 0,5M 7 ~8 mM
2 0,25 M 8 ~4 mM
3 0,125 M 9 ~2mM
4 0,0625 M 10 ~1mM
5 ~31 mM 11 ~0,5 mM
6 ~15mM 12 Kontrolle ohne Hemmstoff

Wie in Kapitel 3.6 beschrieben wurde bei diesem Vorversuch handelstbliche
Terizidon Tabletten verwendet. Die Loslichkeit der Tabletten war aufgrund der
vorhandenen Fillstoffe sehr schlecht. Dieser Versuch diente zur Orientierung,

ob Terizidon ebenfalls eine Hemmwirkung gegentber Tam 1 aufweist.

Terizidon Tabletten, wie sie in der ,Roten Liste* als Arzneimittel aufgefuhrt
sind, konnten fir die geplanten Versuche nicht verwendet werden, da sie
einen Fullstoff enthalten. Die Terizidon-Reinsubstanz wurde freundlicherweise
zur Verfigung gestellt von Dr. Alt, Fatol Arzneimittel, Schiffweiler
(Betriebsstatte der Riemser AG). Bei allen weiteren Versuchen mit Terizidon

wurde diese Reinsubstanz verwendet.
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4.7.2 Agardiffusionstest

Abbildung 27: Agardiffusionstest auf P-Agar mit Ter izidon.

Abbildung 27 zeigt den Agardiffusionstest auf P-Agar mit Terizidon in
chemisch reinem Wasser gel6st. Die Konzentrationen sind: links oben 0,05 M;
rechts oben 0,1 M; links unten 0,25 M und rechts unten 0,5 M. Man kann auch
hier deutlich eine Hemmung der Pigmentbildung im Bereich der Diffusionshofe
erkennen. Der Versuch ist nur eingeschrankt ausagekraftig, da Terizidon nur

schwer wasserldslich ist.
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Abbildung 28: Agardiffusionstest auf Dixon-Agar mit Terizidon.

Auch bei diesem Hemmstoff wurde zur Kontrolle ein Agardiffusionstest auf
Dixon-Agar durchgefuhrt (Abb. 28). Eine Pigmentbildung wird nicht induziert,
da mehrere Stickstoffquellen zur Verfigung stehen. Das Wachstum des Pilzes
ist auf der gesamten Platte gleichmafig.

4.7.3 Plattenverdiinnungstest

Abbildung 29 zeigt den Plattenverdiinnungstest mit Terizidon. Dies hemmt die
Pigmentbildung ab einer Konzentration von etwa 30 mM vollstandig. Bei
diesem Versuch konnte ab der Platte Nr. 6 (Tabelle 12) eine Pigmentbildung
beobachtet werden. Ein Kontrollansatz ohne Hemmstoff zur Beurteilung der

Pigmentbildung wurde mitgefuhrt. Insgesamt ist dieser Test aussagekraftiger
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als der Agardiffusionstest, da in diesem Test Tween als Lésungsvermittler zur

Verfligung stand.

Abbildung 29: Plattenverdiinnungstest mit Terizidon.

Tabelle 12: Konzentrationen Terizidon

1 0,5M 6 ~15 mM
2 0,25 M 7 ~8 mM
3 0,125 M 8 ~4 mM
4 0,0625 M 9 ~2 mM
5 ~31mM 10 ~1 mM
11 | Kontrolle ohne Hemmstoff

(von links oben nach rechts unten)
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4.8  Anwendungsversuche mit Cycloserin

Fur die Anwendungsversuche mit Cycloserin wurde uns von der
Krankenhausapotheke eine Losung zur Anwendung am Patienten hergestellt.
Eine Herstellung unmittelbar vor Anwendung war notwendig, da keine
Konservierungsstoffe in der Losung enthalten sein sollten und Cycloserin in

wassriger Losung instabil ist.

Als Konzentration fur die Versuche wurden 0,2 M gewdhlt, da in dieser
Konzentration im Plattenverdinnungstest eine komplette Hemmung der
Pigmentbildung zu beobachten war. Bei der Anwendungshaufigkeit von
zweimal taglich fur 5 Tage orientierten wir uns an den bisherigen Therapien

der Pityriasis versicolor mit Antimykotia.
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Patient 1: L. D., *23.09.1989

= Allgemeine Anamnese

Die allgemeine Anamnese ist unauffallig.

= Spezielle Anamnese
Der Patient leidet seit acht Jahren unter Pityriasis versicolor alba. Der
Patient spielt American Football und tragt bei diesem Sport Trikots aus
Kunststoff. Die Familienanamnese ist positiv, der Vater und der Bruder

leiden ebenfalls unter PV.
= Klinisches Bild

Im Kklinischen Befund ist deutlich die Pityriasis versicolor alba zu erkennen.

Es liegt keine Schuppung vor. Das Nativpraparat war Hyphen negativ.

= Fotodokumentation

Abbildung 30: Patient 1, vor der Therapie.
Ausgedehnte PV alba mit nur geringer Schuppung
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Abbildung 31: Patient 1, nach der Therapie.

In Abbildung 30 und Abbildung 31 ist die rechte Oberkérperhalfte des
Patienten zu erkennen. Abbildung 30 zeigt den Zustand vor der Therapie,
Abbildung 31 nach der funf-tdgigen Anwendung mit Cycloserin. Die Bilder
zeigen deutlich, dass sich durch die Cycloserin-Therapie keine Verbesserung
der PV alba ergeben hat. Der Patient empfand auch nur eine geringfligige
Besserung (s. Patiententagebuch).



Klinik fir Dermatologie, Venerologie und Allergologie des Klinikums der
JLU Giessen, Gaffkystr. 14, 35385 Giessen

Sehr verehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

Sie haben von uns 50ml einer Lésung zum Einreiben der aufgezeichneten
Hautregion erhalten. Die Anwendung sollte 2x tgl. Gber 5 Tage erfolgen, morgens
und abends nach dem Duschen oder Waschen. Pro Tag sollten nicht mehr als 10ml
verwendet werden. Bitte bewahren Sie die Lésung zwischenzeitlich im Kuhlschrank
auf.

Notieren Sie bitte in diesem Bogen, wenn Sie Verdnderungen an lhrer Haut

feststellen. Vielen Dank | -
L A5 S
Patiententagebuch
Datum der Erstuntersuchung:... 6. -EC(J ..............
Tag Juckreiz Rétung Schuppung | +/-* Bemerkungen

g = 0 ¥
2 . el
5 u;gf&fq o o A P
: Luc iﬁw ]’Au'w 2 1.7 LA
i ko Mindde | - b 5

* Verdnderung zum Ausgangsbefund = 0; + (max. bis +10) = Verbesserung; - (max. bis -
10)=Verschlechterung

0o
Datum des 1. Kontrolltermins:./.{./\.).). 5 HiEs can /(5—

Bitte bringen Sie diesen Bogen und die angebrochene Flasche zu
den Kontrollterminen mit!

Abbildung 32: Patient 1, Patiententagebuch.
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Patient 2: M.-R. B., *31.12.1989

= Allgemeine Anamnese

Die allgemeine Anamnese ist unauffallig.

= Spezielle Anamnese
Der Patient leidet seit Uber sieben Jahren unter Pityriasis versicolor alba.
Der Patient spielt American Football und tragt bei diesem Sport Trikots
aus Kunststoff.
Als Provokationsfaktoren gibt er Fast food, Alkohol und Schwitzen an. Die

Familienanamnese ist positiv, seine Mutter ist ebenfalls an PV erkrankt.

= Klinisches Bild
Im klinischen Befund ist deutlich die Pityriasis versicolor alba zu erkennen.
Es liegt keine Schuppung vor. Das Nativpraparat war Hyphen negativ.

=  Fotodokumentation

Abbildung 33: Patient 2, vor der Therapie. Ausgedeh  nte PV alba.
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Abbildung 34: Patient 2, nach funftagiger Therapie.

Die Abbildungen 33 und 34 zeigen den betroffenen Oberkdrper des Patienten.
Auch in diesem Fall kann man nach der Therapie mit Cycloserin keine Verbes-
serung der Situation feststellen.

(Anmerkung: Der Patient hat kein ,Patiententagebuch* geftihrt.)



Patient 3: S. S., *20.04.1973

= Allgemeine Anamnese
Der Patient leidet unter Heuschnupfen, ansonsten ist die Anamnese

unauffallig. Er nimmt keine Medikamente.

= Spezielle Anamnese
Der Patient stellte sich am 25.03.2009 in der Poliklinik fir Dermatologie
zur Entfernung eines Navus im Bauchnabel vor. Bei der Untersuchung
wurde die Pityriasis versicolor am Oberkérper, vor allem an den Schultern
und am Rucken des Patienten entdeckt. Laut Patient besteht die PV seit
Uber zehn Jahren. Als Provokationsfaktor gibt er starkes Schwitzen an.

In seiner Familie ist sein Cousin ebenfalls an PV erkrankt.

= Nativpraparat

Das Nativpraparat war Hyphen positiv. Man kann deutlich im Bild die

Hyphen neben den runden Hefezellen erkennen (,Spaghetti und Fleisch-
klo3chen“-Struktur).

Abbildung 35: Patient 3, Nativpraparat.
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= Screening Ausgangsbefund
Beim Ausgangsbefund breitete sich PV vor allem auf dem Ricken und
den Schultern aus. Es ist im klinischen Bild eine starke Schuppung und

eine Pigmentbildung zu erkennen.

=  Fotodokumentation

Ausgangsbefund

Abbildung 36: Patient 3, rechte Schulter des Patien  ten vor der Therapie



Abbildung 37: Patient 3, Patiententagebuch
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Wie der Patient in seinem Tagebuch vermerkte, setzte eine Besserung schon
ab dem 2. Tag der Anwendung ein. In den ersten zwei Tagen versplrte er
nach dem Einreiben der Cycloserin-Lésung ein leichtes Brennen auf der Haut.

Bei dem ersten Kontrolltermin nach sieben Tagen war klinisch eine deutliche
Verbesserung zu erkennen. Die Schuppung und die Pigmentbildung gingen
stark zurlick. Diese wurde auch von dem Patienten so empfunden (Abb. 38).

= Fotodokumentation

nach funftagiger Anwendung von Cycloserin

Abbildung 38: Patient 3, rechte Schulter des Patien  ten nach der Therapie.
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vor Behandlung nach funf-tdgiger Behandlung

Abbildung 39: Patient 3, Vergleich im Detalil

Es wurde ein Agardiffusionstest der verwendeten Losung als Kontrolle
durchgefihrt, in diesem ist ein deutlicher Hemmhof zu erkennen.

Abbildung 40: Patient 3, Agardiffusionstest.
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Patient 4: S. H., *07.12.1963

Allgemeine Anamnese
Die allgemeine Anamnese ist unauffallig, es besteht im Sommer eine
leichte Sonnenallergie.

Spezielle Anamnese
Seit ca. zwei Wochen bestehe laut Patientin diese Pityriasis versicolor. Sie
gibt an, vorher noch nie an PV erkrankt zu sein.

Klinisches Bild

Im Kklinischen Befund ist eine Pityriasis versicolor auf dem Riicken (rechts)
zu erkennen; es ist bei dieser Patientin auf ein Dermatom begrenzt.

Das Nativpraparat war positiv, es war deutlich die ,Spaghetti mit
Fleischkl6Rchen“-Struktur zu erkennen.

Fotodokumentation

vor der Behandlung

Abbildung 41: Patient 4, vor der Behandlung.



=  Fotodokumentation

nach der Behandlung

Abbildung 42: Patient 4, nach der Behandlung

Auch in diesem Fall verbesserte sich die Erkrankung deutlich. Nach der

funftagigen Anwendung ist klinisch keine PV-L&sion mehr erkennbar.
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Klinik fiir Dermatologie, Venerologie und Allergologie des Klinikums der

JLU Giessen, Gaffkystr. 14, 35385 Giessen

Sehr verehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

Sie haben von uns 50ml einer Lésung zum Einreiben der aufgezeichneten

Hautregion erhalten. Die Anwendung sollte 2x tgl. tiber 5 Tage erfolgen, morgens

und abends nach dem Duschen oder Waschen. Pro Tag sollten nicht mehr als 10ml

verwendet werden. Bitte bewahren Sie die Lésung zwischenzeitlich im Kihlschrank

auf.

Notieren Sie bitte in diesem Bogen, wenn Sie Veranderungen an lhrer Haut

feststellen. Vielen Dank.

JLd)
Patiententagebuch
o
Datum der Erstuntersuchung:. = 36 O\ .................
Tag Juckreiz Rétung Schuppung | +/- * Bemerkungen
: b n s , :
k né. : 0
Clrm Coem :j = € kmﬂ A
2 57 ool
Lt i L =2 GURG
~ V1M I utn i 6 eleime Skdlnn i
3
- o~ {
N Eenn N Eeory e ,;’ LA vE ;
4 3 Y
N |Neim
5 Al .
N é. N | N an

* Veranderung zum Ausgangsbefund = 0; + {(max. bis +10) = Verbesserung; - (max. bis -
10)=Verschlechterung

Datum des 1. Kontrolltermins:....{..

Bitte bringen Sie diesen Bogen und die angebrochene Flasche zu
den Kontrollterminen mit!

Abbildung 43: Patient 4, Patiententagebuch.

71



72

Patient 5: M. M., *04.03.1986

= Allgemeine Anamnese
Die allgemeine Anamnese ist unauffallig, es bestehen Allergien gegen
Graser und Birke.

= Spezielle Anamnese
Seit ca. zwei Monaten ist der Patient an Pityriasis versicolor erkrankt.

= Klinisches Bild
Im Kklinischen Befund ist deutlich eine Pityriasis versicolor auf dem Rucken
und an den Flanken rechts und links zu erkennen. Es besteht eine starke
Schuppung und Pigmentbildung.
Das Nativpraparat war positiv, es war deutlich die ,Spaghetti mit
Fleischkl6Rchen“-Struktur zu erkennen.

=  Fotodokumentation
vor der Behandlung

Abbildung 44: Patient 5, linke Korperseite vor der Behandlung.
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=  Fotodokumentation
nach der Behandlung

s

Abbildung 45: Patient 5, linke Korperseite nach der Behandlung.

Der Patient vermerkte in seinem Patiententagebuch eine deutliche Verbes-
serung ab dem dritten Tag. Bei der Kontrolle nach sieben Tagen zeigte sich

klinisch eine deutliche Besserung, es sind keine Lasionen mehr zu erkennen.

Bei der unbehandelten (rechten) Korperseite waren keine Verdnderungen
feststellbar.



2. Therapieansatz:
Im Folgenden wurde nun auch die rechte Kérperseite in gleicher Weise
behandelt.

Vor der Therapie:

Abbildung 46: Patient 5, rechte Korperseite - vord  er Therapie.
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Nach der Therapie:

Abbildung 47: Patient 5, rechte Kérperseite - nach der Therapie.

Auch hier ist eine deutliche Minderung der Pigmentierung zu erkennen.
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Klinik fur Dermatologie, Venerologie und Allergologie des Klinikums der
JLU Giessen, Gaffkystr. 14, 35385 Giessen

M. b

Sehr verehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

Sie haben von uns 50ml einer Lésung zum Einreiben der aufgezeichneten
Hautregion erhalten. Die Anwendung solite 2x tgl. Gber 5 Tage erfolgen, morgens
und abends nach dem Duschen oder Waschen. Pro Tag sollten nicht mehrals 10m|
verwendet werden. Bitte bewahren Sie die Losung zwischenzeitlich im Kihlschrank
auf.

Notieren Sie bitte in diesem Bogen, wenn Sie Verdnderungen an lhrer Haut

feststellen. Vielen Dank.

Patiententagebuch
o
Datum der Erstuntersuchung:....\.j.:.b. C\S ...............
Tag Juckreiz Rétung Schuppung | +/-* Bemerkungen

1 o | S e

2 .
G e
5 . A

* Veranderung zum Ausgangsbefund = 0; + (max. bis +10) = Verbesserung; - (max. bis -
10)=Verschlechterung

Bitte bringen Sie diesen Bogen und die angebrochene Flasche zu
den Kontrollterminen mit!

Abbildung 48: Patient 5, Patiententagebuch.
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Patient 6: T. K., *29.07.1964

Allgemeine Anamnese:
Die allgemeine Anamnese ist unauffallig, es bestehen Allergien gegen
Tierhaare und Hausstaub.

Spezielle Anamnese
Der Patient leidet seit mehr als drei Jahren an Pityriasis versicolor. Als

Provokationsfaktor gibt er Schwitzen an.

Klinisches Bild

Im klinischen Befund ist deutlich eine Pityriasis versicolor auf dem Ricken
und auf der Brust zu erkennen. Es besteht eine starke Schuppung und
Pigmentbildung in den Lasionen.

Das Nativpraparat war positiv, es war deutlich die ,Spaghetti mit
FleischkloRchen®-Struktur zu erkennen.

Fotodokumentation

vor der Behandlung

Abbildung 49: Patient 6, vor der Behandlung.



78

= Fotodokumentation

nach der Behandlung:

Abbildung 50: Patient 6, nach der Behandlung.

. Detailansichten:
Vor der Therapie Nach der Therapie

Abbildung 51: Patient 6, Detailansichten - vor und nach der Therapie.

Auch in diesem Falle ergab sich durch die Therapie mit Cycloserin eine Ver-
besserung der Pityriasis versicolor. Im Rickenbereich ist nach der

Anwendung eine leichte Depigmentierung zu erkennen.



Klinik fiir Dermatologie, Venerologie und Allergologie des Klinikums der
JLU Giessen, Gaffkystr. 14, 35385 Giessen

Sehr verehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

Sie haben von uns 50ml einer Loésung zum Einreiben der aufgezeichneten
Hautregion erhalten. Die Anwendung sollte 2x tgl. uber 5 Tage erfolgen, morgens
und abends nach dem Duschen oder Waschen. Pro Tag sollten nicht mehr als 10ml
verwendet werden. Bitte bewahren Sie die Lésung zwischenzeitlich im Kuhlschrank
auf.

Notieren Sie bitte in diesem Bogen, wenn Sie Veranderungen an Ihrer Haut

feststellen. Vielen Dank.

Patiententagebuch
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Abbildung 52: Patient 6, Patiententagebuch.
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Patient 7: K. A., *26.11.1984

= Allgemeine Anamnese
Der Patient leidet seit sechs Jahren unter Morbus Crohn, er nimmt
gegenwartig Cortison-Tabletten ein. Es bestehen Allergien gegen diverse
Nahrungsmittel (Soja, Seelachs, Erdnuss, Karotte, Maismehl,
Weizenmehl).

= Spezielle Anamnese
Der Patient bemerkte die Pityriasis versicolor vor ca. einem Monat. Es sind
keine Provokationsfaktoren bekannt.

= Klinisches Bild
Im klinischen Befund ist deutlich eine Pityriasis versicolor auf der Brust zu
erkennen. Es besteht eine geringe Schuppung. Da der Patient stark
sonnengebraunt ist, erscheinen die PV-Lasionen hell. Das klinische Bild
spricht fur eine Pityriasis versicolor alba.
Das Nativpraparat war positiv; es war deutlich die ,Spaghetti mit
Fleischklo3chen®-Struktur zu erkennen.

» Fotodokumentation

vor der Behandlung

Abbildung 53: Patient 7, vor der Behandlung
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.Fotodokumentation
nach der Behandlung

Abbildung 54: Patient 7, nach der Behandlung.

Bei diesem Patienten konnte keine Verbesserung der Lasionen festgestellt
werden, die PV st vermutlich gerade in die depigmentierte Form
Ubergegangen. Das Nativpraparat war positiv, das klinische Bild entsprach
aber einer PV alba.

Hier konnte die Cycloserinlésung wie auch bei Patient 1 und 2 keine Wirkung

erzeugen.

(Anmerkung: Der Patient hat kein ,Patiententagebuch” geftihrt.)
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4.9 Agardiffusionstest mit anderen Malassezia Stamm  en

Ist Tryptophan die einzige Stickstoffquelle im Nahrboden, so bildet nicht nur
die Spezies Malassezia furfur ein braunes Pigment (Mayser et al., 1998),
sondern auch einige Stamme der Spezies Malassezia pachydermatis (Mayser
2004).

Malassezia pachydermatis und Malassezia sympodialis auf die Hemmstoffe

et al., Es wurden daher differente Stamme Malassezia furfur,

Cycloserin und Aminooxyacetat in der Konzentration von 0,5 molar getestet.

Bei den Malassezia furfur bildeten die Stdmme Malassezia furfur 4167 und
4170 kein Pigment, eine Hemmwirkung von Aminooxyacetat und Cycloserin
konnte demnach nicht untersucht werden. Die Stamme Malassezia furfur
5332, 5334 und 6094 und Malassezia sympodialis 7222, 7979 und ATCC
42132 wuchsen nicht auf dem Agar, demnach konnte auch keine
Hemmwirkung untersucht werden. Alle anderen Malassezia furfur-Stamme
(siehe Tabelle 14)
P-Agar,
Pigmentbildung durch Cycloserin und Aminooxyacetat.

zeigten ein ausgesprochen gutes Wachstum auf dem

bildeten Pigmente und zeigten eine deutliche Hemmung der

Tabelle 13: Agardiffusionstest mit anderen Malass  ezia Stammen

Name

Wachstum

Pigmentbildung

l_

emmung
Aminooxyacetat

Hemmung
Cycloserin

Malassezia furfur
1878

++

++

++

M. furfur S.311

M. furfur S 312

M. furfur S 313

++

++

++

M. furfur S 314
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Name Wachstum Pigmentbildung emmung Hemmung
Aminooxyacetat | Cycloserin

M. furfur S 315 + + + +
M. furfur S 316 + + + +
M. furfur S 317 + ++ + +
M. furfur MFZ 1 + + + +
M. furfur MFZ 2 + ++ + +
M. furfur Leiden + + + +
M. furfur 4162 + + + +
M. furfur 4167 ) - - -
M. furfur 4170 ) - - -
M. furfur 4171 + + + +
M. furfur 5332 - - - -
M. furfur 5334 - - - -
M. furfur 6000 + + ++ ++
M. furfur 6001 + + + ++
M. furfur 6034 + + ++ ++
M. furfur 6046 + + + ++
M. furfur 6094 - - - -
M. furfur 7019 ++ ++ + +
M. furfur EG 658 + + + +
M. furfur Pi 3435 ++ ++ + +
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M. pachydermatis + + + +
1879

M. sympodialis 7222 - - - -

M. sympodialis 7979 - - - -

M. sympodialis - - - -
ATCC 42132

++ sehr gut, + gut, (+) schlecht, - kein Wachstum bzw. keine Hemmwirkung

4.10 Agardiffusionstest mit verschiedenen Candida S  tammen

Da seit dem Jahr 2007 bekannt ist, dass die Hefen Candida glabrata ebenso
wie die Malassezia furfur Stamme Indol-Pigmente produzieren (Mayser et al.,
2007), wurde der Agardiffusionstest mit verschiedenen Candida Arten
durchgefuihrt. Es wurden die vier bekannten Hemmstoffe Aminooxyacetat,
Cycloserin, Homoserin und Terizidon in der Konzentration 0,5 molar getestet.
Alle untersuchten Candida glabrata Stamme zeigten in den durchgefuhrten
Versuchen eine Hemmung durch die getesteten Stoffe. Auch einige andere
Candida Stamme, wie Candida pararugosa, Candida magnoliae und Candida
norvegica zeigten eine Hemmung der Pigmentbildung. Das Ergebnis aller
Candida Stamme ist in Tabelle 15 ersichtlich. Die Ergebnisse lassen sich nur
orientierend verwenden. Bei Wiederholungen kam es teilweise zu

abweichenden Resultaten.



Tabelle 14: Agardiffusionstest mit verschiedenen
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Candida Stammen

Pilz Wachstum | Wachstum |Hemmung |Hemmung |Hemmung |Hemmung
auflb und Amino- Cycloserin | Homoserin | Terizidon
Agar Pigment- | oxyacetat

bildung

auflb

Agar
Candida albicans + - - - - -
CBS 562
C. albicans (rot) + - - - - -
P1880
C. parapsilosis + - - - - -
(glatt)
C. parapsilosis + - - - - -
(rauh)
Issat.orientalis + - - - - -
CBS 573
C. guilliermondii + + - - - -
(Hamb.)
C. krusei + - - - - -
C. tropicalis + - - - - -
RV08/05
C. glabrata + + + + + +
CBS 138
C. africana + - - - -
P1323
C. intermedia + - - - - -
P2327
C.pararugosa + + + + + +
P2224
C. magnoliae + + + + + +
P616
C. lusitaniae + - - - - -
P1576
C. steatolytica + - - - - -

17
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Pilz Wachstum | Wachstum |Hemmung |Hemmung |Hemmung |Hemmung
auflb und Amino- Cycloserin | Homoserin | Terizidon
Agar Pigment- | oxyacetat

bildung

auf1b

Agar
C. pseudointer- + - - - - -
media 2103
C. pseudointer- + - - - - -
media 2339
C. viswanathii + - - - - -
1582
C. valida 1920 + - - - - -
C. valida 1537 + - - - - -
C. blankii P2393 + + - - - -
C. allociferri + - - - - -
P2331
C. catenulata + - - - - -
P2406
C. cacaoi P2369 + + + + - +
C. boidinii P2090 + - - - - -
C. humicolata + - - - - -
P35
C.glabrata rot + + - - - -
P1911
C. falce P61 + - - - - -
C. lambica + - - - - -
P1919
C. kefir 46 + - - - - -
404/04
C. zeylanoides + + + + - +
pP2392
C. norvegica + + + + + +

155C
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Pilz Wachstum | Wachstum |Hemmung |Hemmung |Hemmung |Hemmung
auflb und Amino- Cycloserin | Homoserin | Terizidon
Agar Pigment- | oxyacetat

bildung

auf1b

Agar
C. robusta + + - - - -
C. lipolytica 35A + + - + - -
C. dublinensis + - - - - -
RV 07
C. famata 139b + + - - - -
C. sphaerica + + - - - -
1986/05
C.pelliculosa + - - - - -
C. pseudo- + - - - - -
tropicalis
Saccharomyces + + - - - -
cerevisiae
5015/04
Picchia + - - - - -
manshumia
pP2223
Picchia etchelsii + - - - - -
P612
Picchia jardinii + - - - - -
pP2182
Schizosacch. + + - - - -
pombe F617
Cryptococcus + + - - - -
albidus
Cryptococcus + - - - - -
laurentii
Rhodoturola + - - - - -

rubra (glatt)

Rhodoturola
rubra (rauh)
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Pilz Wachstum | Wachstum |Hemmung |Hemmung |Hemmung |Hemmung
auflb und Amino- Cycloserin | Homoserin | Terizidon
Agar Pigment- | oxyacetat
bildung
auf1b
Agar
C.glabrata CBS + + + + + +
138
C.glabrata rot + + + + + +
C.glabrata SK + + + + + +
(20.20.08)
C.glabrata SK + + + + + +
(10.06.08)
C.glabrata SK + + + + + +
(25.04.08)
C.robusta 3/P/2 + + - - - -
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5 DISKUSSION

Diese Arbeit untersucht die Wirkung von Transaminase-Inhibitoren auf die
Pigmentbildung von Malassezia furfur. Im Jahr 1998 wurde erstmalig das
Phanomen der Pigmentbildung durch Verstoffwechslung der Aminosaure
Tryptophan bei Vorhandensein als alleinige Stickstoffquelle beschrieben
(Mayser 1998). Die Bildung der Pigmente kdnnte die klinisch verschiedenen
Auspragungen der Pityriasis versicolor, einer haufigen Malassezia
assoziierten Erkrankung, erklaren. Einige dieser Pigmente wurden genauer
untersucht, ihre chemische Struktur ermittelt und mdogliche Wirkungen
aufgezeigt (Mayser et al., 2002, Irlinger 2005, Kramer et al.,, 2005,
Machowinski 2006). Untersuchungen an dem mit Malassezia furfur
verwandten Organismus Ustilago maydis haben gezeigt, dass zur Biosynthese
der komplexen Indolderivate aus Tryptophan nur ein einziger enzymatisch
katalysierter Schritt notwendig ist (Zuther et al., 2008). Dieser Schritt, die
Desaminierung von Tryptophan zu Indolpyruvat, wird in Ustilago maydis von
der Tryptophan-Aminotransferase TAM 1 katalysiert und legt nahe, dass diese
fur die tryptophanabhangige Pigmentbildung verantwortlich ist. Ein &hnliches
Enzym wurde auch in Malassezia-Hefen gefunden, seine Struktur wird derzeit

noch weiter untersucht.

Es stellt sich die Frage, ob durch den Einsatz eines Tryptophan-
Aminotransferase-Inhibitors die Pigmentbildung von Malassezia furfur
unterbunden werden kann und welche Auswirkung dies auf den Verlauf und
die Auspragung der Pityriasis versicolor hat. Mit den bisherigen
Behandlungsmethoden kann die Erkrankung zwar voribergehend und
symptomatisch behandelt werden, eine Heilung ist jedoch nicht méglich. Dies
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liegt daran, dass immer einige Hefepilze auf der Haut zurtickbleiben, die ein

erneutes Ausbrechen der Erkrankung auslésen kdénnen.

Die meisten Patienten empfinden insbesondere die depigmentierten
Hautareale als storend. Haben sich diese erst einmal gebildet, zeigt auch eine
medikamenttse Behandlung keine Wirkung (Thoma et al., 2005). Auch wenn
der Pilz durch Antimykotika wie Azol-Derivate abgetotet wird, kommt es haufig
zu Rezidiven. Durch Anwendung dieser Antimykotika, insbesondere im
Rahmen der Prophylaxe, kommt es zu einem grol3en Eintrag dieser
Verbindungen in die Umwelt, so dass moglicherweise auch Resistenzen bei
anderen Pilzen induziert werden konnen. Ferner wird durch den Einsatz von
Antimykotika die Hautflora gestort, da Malassezia-Hefen, wie auch viele
andere, zur residenten Flora des Menschen gehoren.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuche dienten in erster Linie
einem ersten Uberblick bei der Suche nach potentiellen Stoffen fiir eine
Hemmung der TAM 1. Diese Form der Therapie stellt eine neue,
vielversprechende Moglichkeit dar, die Pityriasis versicolor zu behandeln und
gleichzeitig die Nebenwirkungen auf die Hautflora gering zu halten.

In einer ersten Untersuchung wurden verschiedene aus der Literatur bekannte
Transaminase Inhibitoren auf ihr Potential hin getestet, die Aktivitat der TAM 1
zu unterdricken. Mit einem Screening mittels eines Agardiffusionstests auf
Pigmentinduktionsagar mit Tryptophan als alleiniger Stickstoffquelle wurden
vier Substanzen gefunden, die die Pigmentbildung vollstandig hemmen. Diese
vier Substanzen sind Aminooxyacetat, Cycloserin, Terizidon (ein
Kondensationsprodukt von Cycloserin) und Homoserin.

Bei einem identischen Versuch, durchgefihrt auf modifiziertem Dixon Agar
(einem Agar mit mehreren Stickstoffquellen) konnte keine

Wachstumshemmung des Pilzes beobachtet werden. Dies zeigt, dass die
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Substanzen nicht antimyzetisch wirken d.h. den Pilz abtéten, sondern nur
spezifisch die TAM 1 hemmen.

In einem Plattenverdiinnungstest mit einer linearen Verdinnungsreihe konnte
die Starke der Hemmwirkung der vier verschiedenen Substanzen ermittelt
werden. Aminooxyacetat zeigte sich hierbei als starkster Hemmstoff, der
schon ab einer Konzentration von etwa 15 mM in chemisch reinem Wasser
vollstdndig die Pigmentbildung hemmt. Terizidon erwies sich in diesen
Testansatzen mit einer Hemmkonzentration von 30 mM ebenfalls als sehr
guter Hemmestoff und Cycloserin mit 125 mM als guter Hemmstoff.

Es muss bei diesem Vergleich allerdings beriicksichtigt werden, dass die
verfugbare Darreichungsform von Terizidon nur schwer im Versuchsmedium
I6slich ist, was zumindest in geringem Mal3e das Ergebnis verfalschen kénnte.
Bei Homoserin konnten wir feststellen, dass es sich bei diesem Stoff
vermutlich um einen kompetitiven Hemmstoff mit unstabiler Hemmung
handelt. Bei einem erneuten Angebot von Tryptophan kommt es zu einer
Pigmentbildung. Die Durchfihrung weiterer Versuche mit Homoserin erscheint
wenig sinnvoll, da kein ausreichendes Potential fur die Nutzung als
Therapeutikum bewiesen werden konnte.

Wie schon in der Einleitung ausfihrlich erlautert, handelt es sich bei
Aminooxyacetat um ein Aminosaure-Analog. Die in der Literatur beschriebene
starke Modulation der Transaminase-Inhibition konnte auch in unseren
Versuchen gezeigt werden. Es liegt Nahe, dass das reaktive Zentrum der
TAM 1 irreversibel besetzt wird. Genauere Untersuchungen hierzu werden
erst nach vollstandiger Aufklarung der Struktur der TAM 1 mdglich sein.
Aminooxyacetat zeigt bei allen Versuchen eine sehr starke Hemmung der
Pigmentbildung - ein Vorteil bei der méglichen Anwendung als Therapeutikum,
da nur eine geringe Menge an Hemmestoff erforderlich sein wirde, um die
Pigmentbildung zu verhindern. Problematisch bei der Erforschung dieser

Substanz ist, dass sie nicht bereits in Form eines Medikaments auf dem Markt
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zugelassen ist und aufgrund fehlender toxikologischer Daten keine

Heilversuche mit diesem Wirkstoff vorgenommen werden konnten.

Bei der quantitativen Bestimmung der Pigmentbildung bzw. der Hemmung
mittels Photometrie ergaben sich Probleme. Der Wellenlangenscan zeigte bei
allen Ansatzen ein Extinktionsmaximum im nicht sichtbaren Bereich (unter
400 nm). Ein Extinktionsmaximum war nicht eindeutig bestimmbar. Die
abgeleitete Methode der Integralbildung nach Barchmann (Barchmann et al.,
2009) ist bei diesen Werten methodisch fraglich, da die Scheitelpunkte
aulBerhalb des Koordinatensystems liegen. Zudem konnen bei einem
Wellenldngenscan verschiedene Extinktionsmuster mit gleichem Integral
vorkommen. Die Aussagekraft tUber die Konzentration des Mediums ist
deshalb mit dieser Methode nicht eindeutig. Es wurde daher ein Einzel-
wellenlangenscan bei 600 nm (in der Mitte des sichtbaren Bereiches)
durchgefuihrt. Anhand dieser Graphen kann man ablesen, was visuell auch
eindeutig zu bestimmen ist, ndmlich die deutliche Zunahme der Braunfarbung
bei den Kontrollversuchen ohne Hemmstoff und eine Hemmung der
Pigmentbildung bei den Versuchen mit Hemmstoff. Um genaue Werte zu
ermitteln brauchte man zumindest den Extinktionskoeffizienten eines

bekannten Stoffes, um damit einen Wellenlangenscan durchfihren zu kénnen.

In den Versuchen mit Flissigmedium konnte gezeigt werden, dass die
Hemmwirkung von der Anzahl der Pilze abhangig ist. Bei den Versuchen mit
Cycloserin (0,2 molar) und einer Zellzahl von 500.000 Zellen/pl Flissigmedium
trat keine eindeutige Hemmwirkung ein. In allen Proben bildeten sich
Pigmente aus, was zu einer Braunfarbung fiuhrte. Vermutlich produzierten die
Zellen zu viel TAM 1, so dass keine eindeutige, mit dem Auge sichtbare
Hemmwirkung eintreten konnte. Lediglich die Extinktionskurve liel3 eine leichte
Hemmung vermuten. Bei dem zweiten Versuch mit reduzierter Zellzahl

(300.000 Zellen/ul Flussigmedium) konnte eine deutliche und schon mit dem
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bloRen Auge erkennbare Hemmung erzielt werden. Die Ansatze mit
Cycloserin blieben farblos. Dies Ergebnis wurde auch durch die Photometrie
bestétigt. Dieser Versuch verdeutlicht wie wichtig es ist, die Menge der von
einer Pilzzelle produzierten TAM 1 zu kennen, um die Hemmstoffmenge fur

die Therapie anzupassen.

Fur die Versuche mit Cycloserin wurde im Agardiffusionstest sowohl das
D-Cycloserin, als auch das L-Cycloserin getestet, beide Enantiomere zeigten
eine deutliche Hemmung. Die weiteren Versuche wurde mit D-Cycloserin
durchgefuhrt, da es zum einen wesentlich kostengunstiger ist, zum anderen in
den USA und in GroR3britannien als Medikament zugelassen und dort zur
Behandlung der Tuberkulose eingesetzt wird. Somit konnte nach Ricksprache
mit der zustandigen Ethikkommission eine begrenzte Zahl von Heilversuchen
an Patienten durchgefiihrt werden. Die ausgewéhlten Patienten litten an einer
haufig rezidivierenden Form der PV und fuhlten sich mit den verfligbaren
Therapien nicht ausreichend behandelt. Sie wurden schriftlich Gber Art und
Ziel des Heilversuches aufgeklart und der Therapieverlauf sowohl von Seiten
des Patienten (Therapietagebuch) als auch von Seiten des Behandlers (mit

zusatzlicher Fotodokumentation) festgehalten.

Mit der Anwendung von Cycloserin konnte bei diesen Heilversuchen erstmalig
der Erfolg der Transaminase-Hemmung am Patienten gezeigt werden. Dieses
Ergebnis unterstreicht die Bedeutung des Tryptophan abhéangigen
Stoffwechselweges in der Pathogenese der Pityriasis versicolor und zeigt
einen neuen Ansatzpunkt fur die Therapie und Prophylaxe der Pityriasis
versicolor. Da die Pilze nicht wie bei einem Antimykotikum abgetttet werden,
sondern nur eine Hemmung der Transaminase erfolgt, ergibt sich daraus auch

kein Eingriff in die physiologische Hautflora.



94

Eine schnelle und wirksame Therapie ist gerade vor dem Hintergrund wichtig,
dass eine therapeutische Intervention nicht mehr moglich ist, sobald sich
tryptophanabhangige Stoffwechselprodukte gebildet und ihre
pharmakologische Wirkung entfaltet haben. Genau wie durch Antimykotika ist
auch die Therapie der PV alba mit der Cycloserin-L6ésung wirkungslos. Dies
konnte bei Patienten, die bereits eine PV alba mit negativem Nativpraparat
entwickelt haben, gezeigt werden. Es ergibt sich keine Veranderung des
klinischen Bildes.

Deutlich hingegen ist die Verdnderung bei den Patienten mit der
hyperpigmentierten Form der PV und mit positivem Nativpraparat. Die
Patienten berichteten alle Uber eine deutliche Verbesserung der Lasionen
schon ab dem zweiten Tag der Anwendung; nach dem dritten Behandlungstag
waren die Lasionen komplett verschwunden. Auch bei Kontrollen nach vier
und nach acht Wochen nach Therapiebeginn stellten sich bei den Patienten
keinerlei Rezidive ein. Die Patienten aul3erten sich allesamt positiv Gber die

Behandlung und die Anwendung mit der Cycloserin-Lésung.

Bei Patient 7 ergab sich allerdings eine Unstimmigkeit. Dieser Patient zeigte
im Nativpraparat deutlich eine ,Spaghetti mit Fleischklo3chen-Struktur”. Das
bedeutet, die PV befindet sich laut Nativpraparat in der aktiven Form. Im
klinischen Erscheinungsbild sind die Lasionen auf seiner Haut weil3. Dies
spricht fur eine PV alba. Zum anderen nahm der Patient zum Zeitpunkt der
Therapie ein Cortison—Praparat ein, weil er unter einem akuten Schub von
Morbus Crohn litt. Ob dieses Praparat eine Wechselwirkung mit Cycloserin
verursachte und deshalb die Behandlung erfolglos blieb, muss in weiteren
Studien untersucht werden. Ferner ware es mdglich, dass sich auf eine bereits
eingetretene PV alba ein erneuter Schub einer Pityriasis versicolor aufgesetzt
hat. Dies unterstreicht auch die Bedeutung einer prophylaktischen Anwendung

eines solchen Transaminaseinhibitors.
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Bei allen Heilversuchen wurde eine 0,2 molare Cycloserin—Ldsung verwendet.
Da die von der hauseigenen Apotheke hergestellte Losung aus einer
wassrigen Basis besteht und keinerlei Tragersubstanzen,
Konservierungsstoffe oder ahnliches enthalt, kann davon ausgegangen
werden, dass der verwendete Wirkstoff Cycloserin zu einer Besserung der
Lasionen fuhrte. In einer aktuellen Studie von Wahab wurde gezeigt, dass die
Effektivitat einer Einzeldosis (400mg) Itraconazole verglichen mit einer sieben
tagigen Anwendung (taglich 200 mg) identisch ist. Aufgrund der deutlich
geringeren Kosten und der verbesserten Patientencompliance ist die
Einzeldosis vorzuziehen (Wahab et al., 2010). Da der Wirkungseintritt durch
das Cycloserin bei unseren Versuchen sehr schnell einsetzte, ware auch eine
noch geringere Dosierung und kirzere Anwendungsdauer des Cycloserins
denkbar. Diese Hypothese misste in einer weiteren Kklinischen Studie

Uberpruft werden.

Die in vitro Versuche wurden an Malassezia furfur CBS 1878 durchgefihrt.
Um einen Uberblick zu erlangen, wie die verschiedensten Malassezia-Arten
auf die Hemmstoffe reagieren, wurden sie mit den bekannten Hemmstoffen
getestet. Bei der Malassezia furfur -Gruppe bildeten die Spezies Malassezia
furfur CBS 4167 und CBS 4170 kein Pigment, eine Hemmwirkung von
Aminooxyacetat und Cycloserin konnte nicht untersucht werden. Die Spezies
Malassezia furfur CBS 5332, CBS 5334 und CBS 6094 und Malassezia
sympodialis CBS 7222, CBS 7979 und ATCC 42132 wuchsen nicht auf dem
Agar, so dass ebenfalls keine Hemmwirkung untersucht werden konnte. Alle
anderen Malassezia furfur-Stamme (siehe Tabelle 11) wiesen ein
ausgesprochen gutes Wachstum auf, bildeten Pigmente und zeigten eine
deutliche Hemmung auf Cycloserin und Aminooxyacetat. Dieser Versuch

diente allein der Einschatzung, wie die anderen Malassezia-Stamme auf die
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Hemmstoffe reagieren, so dass von mehreren Versuchsdurchgangen
abgesehen werden konnte.

Ebenso einer solchen Orientierung galten die Versuche mit Candida Hefen.
Seit dem Jahr 2007 ist bekannt, dass die Hefen Candida glabrata ebenso wie
die Malassezia furfur Stdmme Indol-Pigmente produzieren (Mayser et al.,
2007). Alle untersuchten Candida glabrata Stamme zeigten in den
durchgefiuihrten Versuchen eine Hemmung auf die getesteten Stoffe. Auch
einige andere Candida Stamme, wie Candida pararugosa, Candida magnoliae
und Candida norvegica zeigten eine Hemmung der Pigmentbildung. Diese
Ergebnisse lassen sich ebenso wie die Ergebnisse aus den oben
beschriebenen Malassezia furfur Spezies versus Spezies Versuchen nur
orientierend verwenden. Bei Wiederholungen kam es teilweise zu
abweichenden Resultaten, was nicht weiter kritisch zu bewerten ist, da
lediglich gezeigt werden sollte, dass auch bei Candida Stammen, die Indol-
Pigmente produzieren, ebenfalls eine Hemmung dieser Pigmentbildung

maoglich ist.

Im néchsten Schritt fir die FortfUhrung der in dieser Arbeit beschrieben
Untersuchungen muss herausgefunden werden, welche Menge TAM 1 eine
Malassezia furfur -Zelle produziert und wie die Struktur des Enzyms geartet
ist. Das Gen welches die TAM1 in Malassezia furfur kodiert, konnte
mittlerweile dargestellt werden, das Protein wird derzeit experimentell in E. coli
exprimiert.  Am reinen Protein kénnten Funktion, sowie die Dosis-
Wirkungsbeziehung der Hemmstoffe und ihre Wirkweise untersucht werden.
Malassezia globosa wird in einigen Studien derzeit als der Haupterreger der
Pityriasis versicolor angesehen (Crespo-Erchiga et al., 2006; Giusiano et al.,
2010), allerdings ist die Tryptophan-abhangige Pigmentbildung in dieser
Spezies bisher noch nicht nachgewiesen worden (Lang et al., 2010). In einer
aktuellen Studie verglichen Lang et al. die Gene von Malassezia globosa und

Malassezia furfur. Die Autoren fanden heraus, dass zwischen den Genen von
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Malassezia globosa und den Genen, die Malassezia furfur wahrend der
Pigmentproduktion bildet, weite Ubereinstimmungen vorliegen (Lang et al.,
2010).

Fur nachfolgende Versuche ist auch die Ldslichkeit der einzelnen
Wirksubstanzen in Zusammenarbeit mit der herstellenden Apotheke zu
optimieren. Gerade Terizidon, das in Deutschland auch als Medikament
zugelassen ist und in den in vitro Versuchen eine gute Hemmwirkung erzielte,
lie3 sich nur schwer in einer Flussigkeit I6sen. Ebenso musste man fir
Aminooxyacetat, die Substanz mit dem grof3ten Hemmpotential in dieser
Arbeit, einen Weg finden, um auch mit diesem Stoff klinische Versuche
durchfiihren zu kdnnen. Mdogliche Konzepte konnten mit der zustéandigen
Ethikkommission entwickelt werden. Konnen diese Voraussetzungen erfillt
werden, sollte eine klinische Studie mit Cyclosrin, Terizidon und
Aminooxyacetat folgen, die in vivo die Substanzen miteinander vergleicht.
Weiterhin muss die Anwendungshaufigkeit und die Dosis fur die Klinische

Anwendung optimiert werden.

Als vielversprechenden Ausblick ware es fur die Zukunft denkbar, ein
Shampoo mit einem Hemmstoff zu versetzen, das die Patienten taglich
anwenden konnen, um die Pityriasis versicolor zu behandeln und gleichzeitig
einem Rezidiv vorzubeugen. Dies gilt insbesondere im Sommer, wenn die

Pradispositionsfaktoren, wie z. B. Schwitzen besonders ausgepragt sind.
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Die eingangs gestellten Fragen:

= gibt es einen oder mehrere Transaminaseinhibitoren, die spezifisch die

Tryptophan-Aminotransferase 1 (TAM 1) hemmen und

= kobnnen ggf. diese Inhibitoren wirkungsvoll zur Behandlung und
Prophylaxe der Kleienflechte eingesetzt werden?

sind daher wie folgt zu beantworten:

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass es Verbindungen gibt, welche die
TAM 1 spezifisch hemmen konnen. Diese Verbindungen sind die
Aminosaureanaloga Aminooxyacetat und Cycloserin sowie dessen
Kondensationsprodukt Terizidon. Der therapeutische Vorteil dieser Stoffe ist,
dass sie nicht antimykotisch wirken und demnach nicht die physiologische
Hautflora beeintrachtigen, sondern die Pigmentbildung verhindern, indem
vermutlich das reaktive Zentrum der TAM 1 irreversibel besetzt wird.

Die Kklinischen Untersuchungen mit topisch aufgebrachten Cycloserin an
Probanden mit Pityriasis versicolor konnten bestatigen, dass die
Pigmentbildung mit diesem Medikament wirkungsvoll behandelt werden

konnte.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit untersucht die Wirkung von Transaminaseinhibitoren
auf die Pigmentbildung von Malassezia furfur. Das Phanomen der
Pigmentbildung von Malassezia furfur durch Verstoffwechselung der
Aminosaure Tryptophan, wenn diese als alleinige Stickstoffquelle vorhanden
ist, wurde 1998 erstmalig beschrieben (Mayser 1998). Diese Pigmente kdnnen
verschiedene klinische Auspragungen der Pityriasis versicolor verursachen,
die eine haufige Malassezia assoziierte Erkrankung darstellt.

Als Grundlagen dieser Arbeit dienten die Untersuchungen an dem verwandten
Organismus Ustilago maydis, die gezeigt haben, dass zur Biosynthese dieser
Vielzahl von komplexen Indolderivate aus Tryptophan nur ein einziger
enzymatisch katalysierter Schritt notwendig ist (Zuther et al., 2008). Dieser
Schritt, die Desaminierung von Tryptophan zu Indolpyruvat, wird in Ustilago
maydis von der Tryptophan-Aminotransferase TAM 1 katalysiert. Dies zeigt,
dass die TAM 1 fur die tryptophanabhangige Pigmentbildung verantwortlich
ist. Ein &hnliches Enzym wurde auch in Malassezia-Hefen gefunden. Die
Uberlegung bei dieser Arbeit war nun, ob durch den Einsatz eines Tryptophan-
Aminotransferase-Inhibitors die Pigmentbildung von Malassezia furfur

unterbunden werden kann.

In einer ersten Untersuchung wurden die verschiedensten Transaminase-
Inhibitoren auf ihre Fahigkeit hin untersucht, die Aktivitat der TAM 1 zu
unterdriicken. In einem Agardiffusionstest auf Pigmentinduktionsagar mit
Tryptophan als alleiniger Stickstoffquelle wurden vier Substanzen gefunden,

die die Pigmentbildung vollstandig unterdriickten. Diese vier Substanzen sind
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Aminooxyacetat, Cycloserin, Terizidon (ein Kondensationsprodukt von
Cycloserin) und Homoserin. Bei identischen Testreihen, durchgefihrt auf
modifiziertem Dixon Agar (einem Agar mit mehreren Stickstoffquellen), konnte
keine Wachstumshemmung des Pilzes beobachtet werden. Durch diesen
Versuch konnte gezeigt werden, dass die Substanzen nicht antimyzetisch

wirken und den Pilz abtéten, sondern nur spezifisch die TAM 1 hemmen.

In einem Plattenverdiinnungstest mit einer linearen Verdinnungsreihe konnte
die Hemmwirkung quantitativ naher umgrenzt werden. Aminooxyacetat erwies
sich in dem gewahlten Versuchsansatz als starkster Hemmstoff, der schon ab
einer Konzentration von etwa 15 mM in chemisch reinem Wasser vollstéandig
die Pigmentbildung hemmt. Cycloserin und Terizidon erwiesen sich ebenfalls
als sehr gute Hemmstoffe, mit einer Konzentration von 125 mM (Cycloserin)
bzw. 30 mM (Terizidon). Bei Homoserin war festzustellen, dass es sich bei
diesem Stoff vermutlich um einen reversibel kompetitiv wirksamen Hemmstoff
handelt. Das bedeutet, die Hemmung ist nicht stabil, bei einem erneuten
Angebot von Tryptophan kommt es zu einer Pigmentbildung. Aus diesem

Grunde wurden die Versuche mit Homoserin nicht weitergefihrt.

In einer off-label Anwendung wurden nach erfolgter Aufklarung, in Absprache
mit der Ethikkommission und schriftichem Einverstandnis, Patienten mit
Pityriasis versicolor mit einer steril-filtrierten, wassrigen, auf pH 7 gepufferten
D-Cycloserinlésung (0,2 M) behandelt. Jeder Patient erhielt 50 ml dieser
Losung zur zweimal taglichen Anwendung Uber 5 Tage im Bereich der
Lasionen. Bei den Patienten mit hyperpigmentierter, im Nativpraparat positiver
PV heilten die Veranderungen vollstéandig innerhalb von 3 -5 Tagen ab. Bei

den Patienten mit einer PV alba setzte keine Besserung ein.

Die Ergebnisse zeigen deutlich das therapeutische Potenzial einer Hemmung

der TAM 1 zur Therapie und Prophylaxe der PV und geben zudem Einblicke in
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die mogliche Pathophysiologie dieser haufigen Erkrankung. Zum ersten Mal
konnte damit gezeigt werden, dass topische Transaminaseinhibitoren wie
Cycloserin einen raschen wund positiven Effekt auf das klinische
Erscheinungsbild der PV haben konnen. Denkbar als ein neuer
therapeutischer Ansatz fur die Therapie und Prophylaxe der PV ware die
topische Anwendung des Praparates z. B. in Form eines Shampoos, das
vorbeugend téglich von diesen Patienten anzuwenden ist, um ein Rezidiv zu
verhindern und der Depigmentierung vorzubeugen. Dies eroffnet
moglicherweise einen spezifischeren Ansatz fir die Prophylaxe und Therapie

der PV als eine herkébmmliche antimykotische Therapie.
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7 SUMMARY

The aim of the current study was to investigate the effectiveness of
transaminase inhibitors in preventing pigmentation of Malassezia furfur. For
the first time Mayser 1998, described that Tryptophan metabolized by
Malassezia furfur lead to pigmentation, when present as a sole nitrogen
source (Mayser 1998). These pigments could result in various clinical
expressions of Pityriasis versicolor, which represents a common Malassezia

associated disease.

This study is based on investigations of the phylogenetical closely related
organism Ustilago maydis. Recently Zuther et al. showed that the biosynthetic
pathway leading to complex indol-derived pigment production from tryptophan
is catalyzed by a single enzyme called TAM 1 (Zuther et al., 2008). TAM 1 is a
Tryptophan-aminotransferase, converting tryptophan to Indolpyruvate, thus
playing a key role in tryptophan induced pigmentation. A similar enzyme was
found in Malassezia species. The hypothesis of this study was that by using a
tryptophan-aminotransferase-inhibitor, pigment formation of Malassezia furfur

can be suppressed.

In a first investigation with an agar diffusion method based on pigment-
inducing agar and tryptophan as a sole nitrogen source, four compounds
completely inhibiting pigmentation were discovered: Aminooxyacetate,
Cycloserine, Terizidon (a condensate of Cycloserine) and Homoserine. The
confirmation that the alleged anti pigmentation effect is based on the specific
inhibition of TAM 1 and not on a possible antimycotic activity was performed

with modified Dixon agar. This medium with a broad spectrum of nitrogen
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sources showed no growth inhibition in the otherwise identically performed

experiment.

A linear agar dilution test helped to quantify the inhibition effect.
Aminooxyacetat was found to be the strongest inhibitor, capable of inhibiting
the pigment formation completely at a concentration of approximately 15 mM
in chemically pure water. Cycloserine and Terizidon also proved to be very
good inhibitors at concentrations of 125 mM (Cycloserine) and 30 mM
(Terizidon). It was however determined that Homoserine serves as a
reversible competitive inhibitor with unstable inhibition, implying that after
additional supply of tryptophan, pigment formation would occur. Based on this

finding, the investigations with Homoserine were discontinued.

In agreement with the local ethical committee and after informed written
consent, an off-label use was performed with patients suffering from PV. PV
was treated with a sterile-filtered, buffered aqueous solution containing D-
Cycloserine (0,2 M). After informed consent each subject received 50 ml of the
solution to be applied to the lesions twice daily for five days. In patients with
proven hyperpigmented PV-lesions, lesions were completely cured after 3-5
days. On the other hand, no effects were evident in patients with PV alba.

The results of the current study point at the therapeutic potential of TAM 1
inhibition for the treatment and prophylaxis of PV and also adds to the

understanding of the possible pathophysiology of this frequent disease.

For the first time, an imposing effect of a topically applied transaminase
inhibitor on the clinical course of Pityriasis versicolor could be demonstrated.
The topical application of transaminase inhibitors could prove itself as a new
therapeutic approach for the treatment and prophylaxis of Pityriasis versicolor

on daily bases e.g. as shampoo, preventing the recurrence and
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depigmentation. Our results also underline the importance of the tryptophan-
derived metabolic pathway in the pathogenesis of Pityriasis versicolor. This
could help to develop a new therapeutic approach in the therapy and
prophylaxis of Pityriasis versicolor, based on a completely different and more
specific approach in treatment than the commonly applied antimycotic therapy.
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9 ANHANG

9.1 Rohdaten
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Datum 18.05.2009
Wellenlange 600A
Konz. TRP 30mM
Anzahl Zellen 300000/ul
1. Kontrolle
2.+0,2m
Aminooxyacetat
Zeit
Stunden 1 Kontrolle 2 Aminooxyacetat
0 0,000 0,000
3 0,134 0,016
6 0,169 0,024
24 0,240 0,087
Datum 06.05.2009
Wellenlange 600A
Konz. TRP 30 mM
Anzahl Zellen 500000/l
1. Kontrolle ohne
Hemmestoff
2. +0,5 m Cycloserin
Zeit
Stunden 1k 2c
0 0,000 0,000
6 0,245 0,218
24 0,288 0,269




Datum 13.05.2009
Wellenlange 600A

Konz. TRP 30mM
Anzahl Zellen 300000/ul

1. Kontrollansatz
ohne Hemmstoff

2.+0,5m
Cycloserin

Zeit

Stunden 1k

0 0,000

3 0,320

6 0,266

24 0,496

114



115

9.2  Einverstandniserklarung

Bei Ihnen ist eine Kleienflechte (Pityriasis versicolor) diagnostiziert worden. Wie Sie in
einem personlichen Gesprach mitgeteilt haben, tritt die Erkrankung immer wieder auf
und konnte bisher mit Anti-Pilzmitteln nicht sicher behandelt werden. Forschungen in
unserer Arbeitsgruppe haben ergeben, dass der Pilz einen speziellen
Stoffwechselweg aktiviert, der zum Ausbruch der Erkrankung beitragt. Wir haben
Stoffe gefunden, die diesen Stoffwechselweg in besonderer Weise hemmen. In einem
Fall handelt es sich Cycloserin, welches in Tablettenform beim Menschen als
Tuberkulose-Mittel eingesetzt wird.

Zur Behandlung der Kleienflechte haben wir von diesem Mittel nun eine wassrige
Losung hergestellt, die auf die Haut aufgebracht wird. Zum einen sollen Hautstellen
behandelt werden, die bereits von der Erkrankung betroffen sind, andererseits aber
auch Stellen, an denen die Erkrankung unter bestimmten Bedingungen wie starken
Schwitzen ausbricht. Nach dem Arzneigesetz handelt es sich hierbei um einen
sogenannten Heilversuch. Dies bedeutet, dass ein fur eine bestimmte Anwendung
am Menschen noch nicht zugelassenes Mittel zur Behandlung einer Erkrankung
eingesetzt wird.

Ich bin mit einem Behandlungsversuch meiner Kleienflechte mit einer Cycloserin-
haltigen Lésung einverstanden. Meine Fragen sind ausreichend beantwortet worden.
Mir ist bewusst, dass dieser Wirkstoff nicht speziell zur Behandlung und Vorbeugung
der Kleienflechte zugelassen ist. Er ist aber zur Anwendung am Menschen in einer
anderen Anwendung in Tablettenform verfigbar. Es werden mir 50 ml einer
0,2 molaren Cycloserin-Losung zur Verfiigung gestellt, von denen ich maximal 10ml
am Tag verwende. Sie sollte sonst kihl gelagert werden (4T im Kihlschrank). Ich
trage die LOosung auf die befallenen Stellen nach dem Duschen an insgesamt
5 Tagen nach beigeflgter Anleitung auf. Kontrollen erfolgen nach insgesamt 7 und
14 Tagen.

Meine Mitarbeit kdnnte dazu fuhren, dass ein neues Medikament entwickelt werden
kann, dass die Kleienflechte spezifisch und vorbeugend behandeln hilft.

Ich erklare mich daher auch damit einverstanden, dass die Behandlungsergebnisse in
anonymisierter Form gespeichert und ausgewertet werden, ebenso mit dem Erstellen
einer Photodokumentation.

Giel3en, den .............
Unterschrift
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9.3 Dokumentationsbogen

Prof. Dr. med. P. Mayser

Universitatsklinikum Giel3en, Zentrum fur Dermatologie und Andrologie
Tel.. +49 641 99 43200

Fax: +49 641 99 43209

E-mail: Peter.Mayser@derma.med.uni-giessen.de

Patient
L T1F= 1 TT= o

(€7=] o184 Yo F= 100 ] 1 1

Anamnese:
1= o 1=
GrUNAerKranKUNGEN: ...t e e e e e e e e e e e ——————

Einschlusskriterien:
- Alter >18 Jahre
- Pityriasis versicolor

Ausschlusskriterien:
- Frauen, da ggf. Schwangerschaft bestehen kénnte
- Allergie gegen Bestandteile
- Systemische Antimykotika < 3 Monate vor Studienbeginn

- Schwere Grunderkrankungen, die die Heilung erschweren
(Immunsuppression, Zytostatika, Diabetes, u.a.)



Ausgangsbefund/Screening (Tag 0)

1) Areascore

2) Photodokumentation

3) Nativpraparat

4) Woodlicht

5) Therapieareal festgelegt und eingezeichnet

6) Informationen mitgegeben

hinten
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Klinischer Befund nach 1 Woche und 5-tagiger Therap iephase (d7)

1) Areascore

vorn hinten

( rﬁk / r\\?x
V) V)
W, I/
B Bl

2) Photodokumentation

3) Klinische Beurteilung der umliegenden Haut/ Beu  rteilung der Vertraglichkeit

und Wirksamkeit
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Klinischer Befund nach 14 Tagen Therapie (d14)

1) Areascore

vorn hinten

2) Photodokumentation

3) Klinische Beurteilung der umliegenden Haut / Be  urteilung der Vertraglichkeit

und Wirksamkeit
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9.4 Patiententagebuch

Sehr verehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

Sie haben von uns 50 ml einer LOosung zum Einreiben der aufgezeichneten
Hautregion erhalten. Die Anwendung sollte 2 x tgl. Uber 5 Tage erfolgen,
morgens und abends nach dem Duschen oder Waschen. Pro Tag sollten nicht
mehr als 10 ml verwendet werden. Bitte bewahren Sie die Ldsung
zwischenzeitlich im Kihlschrank auf.

Notieren Sie bitte in diesem Bogen, wenn Sie Verdnderungen an lhrer Haut
feststellen.

Vielen Dank.

Datum der Erstuntersuchung: ...........cccooovii i,

Tag Juckreiz Roétung Schuppung +-* Bemerkungen

g b~ W N

* Veranderung zum Ausgangsbefund = 0;
+ (max. bis +10) = Verbesserung;
- (max. bis -10)=Verschlechterung.

Datum des 1. Kontrolltermins: .......cccoe e e,
Datum des 2. Kontrolltermins: .......cccoe e ieiiiiiianens

Bitte bringen Sie diesen Bogen und die angebrochene Flasche zu den
Kontrollterminen mit!
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10 LEBENSLAUF

DER LEBENSLAUF WURDE AUS DER ELEKTRONISCHEN VERSION DER
ARBEIT ENTFERNT.
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