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0. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit untersucht die Frage, ob und in welcher Weise wasserlgsliche
Inhaltsstoffe aus Biomasse der Mikroalge Spirulina platensis die Produktion von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) zweier virulenter Stamme (3153A und CA6) der
Hefe Candida albicans hemmit.

Die Untersuchungen stehen in Zusammenhang mit der Hypothese (Schroter et al.,
2000; Sander et al., 2002), dass die Virulenz von Candida albicans durch das
Ausmald der ROS-Produktion mitbestimmt wird. Es erscheint daher méglich, dass
der wachstumshemmende Einfluss von Spirulina bzw. ihrer Inhaltsstoffe auf Candida
(Gorobets et al., 2001; Ozdemir et al. 2004) teilweise auch iiber eine Hemmung der
ROS-Produktion vermittelt wird.

Die Blastosporen der Candida albicans-Stamme 3153A und CAG6 zeigten in YEPD-
Medium (Hefeextrakt, Pepton, Dextrose) Uiber 24 Stunden eine typische
Wachstumskurve, beginnend mit einer 4-stiindigen ,Lag“-Phase, gefolgt von
exponentiellem Wachstum bis zur Stunde 10, einer nachfolgenden Phase von
dezeleriertem Wachstum und einem stationarem Verhalten in den letzten drei
Stunden. Wahrend der Phase des exponentiellen Wachstums nahm das Zellvolumen
erst zu und dann wieder ab. Bei beiden Stdmmen erreichte die ROS-Produktion
(gemessen mit lucigenin-verstarkter Chemilumineszenz und bezogen auf die
Zellzahl) nach 6 Stunden, also im ersten Drittel des exponentiellen Wachstums, ihr
Maximum und blieb danach unveréndert hoch.

Exponentiell wachsende Blastosporen des Stammes 3153A (6 Stunden Vorkultur in
YEPD-Medium) wurden in PBS mit steigenden Konzentrationen einer wassrigen
Suspension von Spirulina-Biomasse (0,01; 0,1; 1 und 10 mg/mL) versetzt. Nach
jeweils 0, 30 und 60 Minuten Inkubation wurde in einer Messkette Gber 20 Minuten
10-mal die Chemolumineszenz gemessen.

Zu allen drei Zeitpunkten hemmte Spirulina konzentrationsabhéangig die ROS-
Produktion. Die Mittelwerte der Messungen zeigten aber erhebliche Schwankungen,
offenbar bedingt durch Fehler bei der Bestimmung der Zellzahlen. So konnte der
Effekt auf die Mittelwerte der Messungen nur fur die hdchste Spirulina-Konzentration

statistisch gesichert werden. Mit einer linearen Regressions-Analyse aller



Einzelwerte gegen den Logarithmus der Spirulina-Konzentration war der Trend

jedoch fur alle drei Inkubationszeiten statistisch hoch signifikant. Die prozentuale
Hemmung durch die vier Spirulina-Konzentrationen war zu allen drei Zeitpunkten
vergleichbar d. h., es bestand zuséatzlich zur Abhangigkeit von der Konzentration

keine Abhangigkeit der ROS-Hemmung von der Inkubationszeit.

Die ROS-Bildung stationarer Blastosporen des Stammes 3153A wurde durch
Ascorbinsaure allein, in einer aquivalenten Menge, wie sie nach Angaben des
Herstellers eine 10 mg/mL konzentrierte Spirulina platensis-Suspension enthalt, zu
70 % gehemmt. Die Hemmung durch 10 mg/mL konzentrierte Spirulina platensis-
Suspension betrug dagegen 94 %. Gegenuber dem Wert mit Ascorbinsaure allein ist

das eine zuséatzliche Hemmung um 81 %.

In YEPD-Medium mit 10 % FKS inkubierte Blastosporen der stationédren Phase
befanden sich nach 30 Minuten im Stadium der Hyphen-Entwicklung.

Nach 60 Minuten Inkubation war die Entwicklung der Hyphen abgeschlossen.
Zellen des Stammes 3153A in der stationaren Blastosporen-Phase, der Phase der
Hyphen-Entwicklung und der Hyphenphase wurden in PBS gewaschen, mit einer
Spirulina-Konzentration von 10 mg/mL in PBS versetzt und unmittelbar danach
gemessen. In allen drei Wachstumsformen wurde die ROS-Bildung zu etwa 80 %
gehemmt. Der unter diesen hypheninduzierenden Bedingungen am Stamm 3153A
gefundene Effekt von Spirulina platensis konnten am Stamm CAG6 gleichsinnig
nachgewiesen werden.

Spirulina in PBS zeigte selbst nur eine sehr geringe und lediglich angedeutet

konzentrationsabhangige Chemolumineszenz.

In den hier beschriebenen Versuchen war in Candida-Blastosporen und -Hyphen das
Ausmald der ROS-Hemmung durch wassrige Suspensionen von Spirulina-Biomasse
unabhé&ngig von der Inkubationszeit. Dieses Fehlen einer zeitlichen Abhangigkeit
deutet an, dass die wasserloslichen Inhaltsstoffe dieser Mikroalge nur ein ROS-
~Scavenging” bewirken. Da Methanolextrakte von Spirulina das Wachstum von
Candida hemmen (Ozdemir et al., 2004), kann die Hypothese von Schroter et al.
(2000) jetzt gezielter durch Verwendung methanolische Extrakte und/oder ihrer

Inhaltsstoffe weiter Gberprift werden.



1. Einleitung

1.1 Die Hefe Candida albicans

1.1.1 Systematische Stellung

Die Gattung Candida gehort zur Familie der Cryptococcaceae. Wahrend andere
Gattungen, z. B. Rhodotorula, nur Sprosszellen (Blastosporen) bilden, finden sich bei
Candida albicans und dubliniensis neben Sprosszellen auch Pseudomycel und
echtes Hyphenmycel. Die Cryptococcaceae wiederum zahlen zur Ordnung der
Torulopsidales, deren Arten im Gegensatz zu den echten Hefen (Ordnung der
Endomycetales), z. B. der Backerhefe, keine Endosporen bilden und mit klassischen
Methoden keine Anzeichen geschlechtlicher Fortpflanzung erkennen lassen. Sie
werden deshalb auch Endomycetes imperfecti genannt. Die Ubergeordnete Klasse
der Endomycetes gehort zur Abteilung der echten Pilze, der Eumycota. Mit
Schleimpilzen und Algenpilzen werden sie zu den Mycophyta, der Abteilung der

Pilze, zusammengefasst (Wartenberg, 1979; Schubert et al., 1990).

Die Pilze stehen den Tieren sehr viel ndher als den Pflanzen. Die Evolution von
Pilzen und Tieren verlauft ,erst” seit etwa 1 Milliarde Jahren getrennt, die Trennung
von Pilzen und Pflanzen liegt aber mehr als 2 Milliarden Jahre zurtick (Judd et al.,
2002). Die besondere systematische Stellung der Pilze ist im so genannten , Tree of
life* erkennbar, der mit molekulargenetischen Methoden erstellt wurde (Hillis &
Holder, 2000; Pennisi, 2003). Aus diesem ,Stammbaum des Lebens" ist in Abb.1 der
Bereich der Mycophyta dargestellt. In dieser Darstellung grenzen die Pilze links an
die Tiere und rechts an die Archaea und die Bakterien. Die Gattung Candida ist
genetisch nicht einheitlich definiert, denn neben dem Hauptast (Stern in Abb.1)
tauchen Vertreter dieser Gattung auch in zwei anderen Zweigen des Stammbaums
auf (Kreise in Abb. 1). Die nachsten Verwandten von C. albicans sind - mit
zunehmendem molekularen Abstand - die Candida-Arten dubliniensis, maltosa,
visvanathii, lodderae, tropicalis und sojae.

Es gibt pathogene und nichtpathogene Candida-Arten. Zu letzteren gehdren z. B.
C. mycoderma, die auf sauren Gurken eine graue Kahmhaut bildet und C. reukaufii,

die im Nektar verschiedener Blutenpflanzen wachst (Schubert et al., 1990). C. kefyr



vergart Milchzucker und diente schon in traditionellen Gesellschaften Asiens der

Herstellung von Kefir.

Abb. 1:
Die Abteilung der Pilze im molekularen ,Stammbaum des Lebens” (David M. Hillis, Austin;

http://lwww.zo.utexas.edu/faculty/antisense/Download.html).

1.1.2 Medizinische Bedeutung

Candida albicans ist ein ,opportunistisch pathogener" Organismus. Als harmloser
Kommensale lebt er auf der Mund- und Darmschleimhaut von etwa 15 — 60 % aller
gesunden Menschen (Odds et al., 2001) und verursacht hierbei keine Symptome.
Erst wenn der Wirtsorganismus immunologisch geschwacht ist, kommt es zum
grof3flachigen Befall von Haut und Schleimhauten und zu einem Befall der inneren
Organe bis hin zu einer toédlichen Sepsis. Hauptsachlich von dieser Candidose
betroffen sind HIV-Infizierte und Tumorpatienten unter Chemotherapie.

Eine haufige klinische Manifestation im Kindesalter ist die pseudomembranése orale
Candidose, der Soor, der bei 2 - 5 % aller normalen Neugeborenen am 7. bis 10.
Lebenstag auftritt. Nach dem 1. Lebensjahr ist der orale Soor vor allem Folge einer
peroralen Antibiotikabehandlung. Die haufigste Candida-Infektion des Kindesalters
ist die Windeldermatitis (Weisse et al., 1996).

Gegenwartig sind Candida-Infektionen zu 52 - 63 % durch C. albicans verursacht

(Klepser et al., 1997). Wichtige pathogene Keime sind daneben auch C. tropicalis,



glabrata, parapsilosis, guilliermondii, lusitaniae, pseudotropicalis und krusei (Ansorg,
1998). Fur die praxisnahe Identifizierung dieser unterschiedlichen Spezies steht eine
Reihe von kommerziellen Testsystemen mit unterschiedlicher diagnostischer
Wertigkeit zur Verfigung (Fuchs, 2000).

1.1.3 Pathogenese der Candidosen

Die meisten Stamme von C. albicans haben 8 Chromosomenpaare und sind diploid
(Soll et al., 1993). Das haploide Genom umfasst etwa 16 Millionen Basenpaare (Mb)
und enthéalt etwa 7000 Gene (Berman & Sudbery, 2002; Bruno & Mitchell, 2004). Auf
dem Chromosom 5 liegen die Gene fir die Konjugationsfaktoren (,mating factors") a
und a. Sie sind das Merkmal einer geschlechtlichen Differenzierung und erméglichen
z. B. bei der haploiden Form von Saccharomyces cerevisiae eine Paarung von a-
und a- Zellen zur diploiden Form der Hefe mit nachfolgender Reduktionsteilung
(Meiose), genetischem Austausch und Bildung der wiederum haploiden Ascosporen.
Dieser Zyklus gestattet es dem Hefe-Genetiker, die Gene im Genom der Hefe zu
lokalisieren und zu identifizieren. Wenn Hefen diploid und a/a-heterozygot sind, ist
eine Paarung nicht méglich. Da dies ganz tiberwiegend die Konstitution von

C. albicans ist, kann unter normalen Laborbedingungen eine Sexualitat dieses
Organismus nicht beobachtet werden (Johnson, 2003). Deshalb war bisher eine
gezielte Inaktivierung von Kandidatengenen notwendig, um Virulenzfaktoren zu
identifizieren.

Der Begriff ,Virulenzfaktor” wird von verschiedenen Autoren unterschiedlich definiert
(Haynes, 2001). Eine umfassende Definition schliel3t alle die Gene ein, deren
Inaktivierung im Tierversuch zu verminderter Virulenz fuhrt (Navarro-Garcia et al.,
2001). Engere Definitionen zielen auf Faktoren von voll vitalen Hefen, die entweder
direkt mit den Wirtszellen interagieren (Odds et al., 2001), oder diese wirklich
schadigen (Casadevall & Pirofski, 1999). Unabhangig von diesen Definitionen ist es
therapeutisch und prophylaktisch wichtig, die Mechanismen kennen zu lernen, die es
einem opportunistischem Keim wie Candida erlauben, pathogen zu werden (Augsten
et al., 2002). Bisher bekannte morphogenetische und molekulare Mechanismen der
Pathogenese von Candida-Infektionen sind in Abb. 2 zusammengefasst.

Der so genannte phénotypische ,Switch“, der Wechsel von der haufigen weil3en zur
seltenen opaquen Wachstumsform und zurtck, erlaubt der Hefe eine Anpassung an



die jeweiligen Bedingungen im Wirt. Im Maus-Modell ist die weil3e Form besonders
virulent bei systemischen Infektionen und die opaque bei Infektionen der Haut.
Dadurch dass die opaquen Formen auf bisher nicht bekannte Weise homozygot fur
die Konjugationsfaktor-Gene auf Chromosom 5 werden, sind sie zur Paarung mit
Bildung von zunéchst tetraploiden Zellen beféhigt (Berman & Sudbery, 2002; Soll,

2004). Zellen aus frischen klinischen Isolaten ,switchen* besonders haufig.
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Abb.2:

Molekulare Mechanismen der Pathogenese von Candida-Infektionen
(aus Yang (2003), umgezeichnet)

Nach der Adhasion der Hefezelle an die Wirtszelle kommt es zur Bildung von
Hyphen, ein Prozess, der als ,Morphogenese” bezeichnet wird. Dies ist
maoglicherweise der wichtigste Pathogenitatsfaktor, da Candida-Stamme mit
besonders starker Hyphenbildung auch besonders pathogen sind (Saltarelli et al.,
1975) und weil Mutanten, die in flissigen Medien keine Hyphen bilden kénnen, nicht
pathogen sind (Lo et al., 1997; Schroter et al., 2000; Augsten et al., 2002).



Mit der Sezernierung von Proteasen (nur durch opaque Zellen) wird die Invasion der
Hefe eingeleitet.

Die Anpassung der Hefe an ihr Milieu wird durch zwei Glycosidase-Gene gesteuert:
PHRL1 (,pH response 1) ist bei neutralem pH - im Blut und Gewebe - aktiv, PHR2 im
sauren Milieu der Vagina.

Die Adhasion der Hefe an die Epithelienoberflache wird u. a. von dem Gen flr das
Zellwandprotein HWP1 und von dem Integrin-Gen INT1 gesteuert. Das HWP1-
Protein wird durch eine Transglutaminase des Wirtes kovalent an die
Epitheloberflache gebunden.

Das INT1-Gen ist auch an der Hyphenbildung beteiligt. Die drei anderen Gene flr
Hyphenbildung (Morphogenese) sind Transkriptionsfaktoren mit bisher nur teilweise
bekannten Zielgenen. TUP1 ist u. a. ein negativer Regulator von HWP1 (Haynes,
2001). An der Hyphenbildung ist auch ein Gen beteiligt, dessen Homologes beim
Menschen das Wiskott-Aldrich-Syndrom (eine erbliche Krankheit mit
Gerinnungsstdrungen und Immundefekt) verursacht und das normalerweise eine
Rolle bei der Reorganisation des Actin-Zytoskeletts spielt (Walther & Wendland,
2004). Interessant ist die Rolle der Aspartylproteasen, die von 9 Genen kodiert
werden, SAP 1-9 (Navarro-Garcia et al., 2001; Yang, 2003). Die Gene SAP2, 4, 5
und 6 sind bei oraler Candidose und bei asymptomatischen Tragern aktiv. SAP1 und
SAP3 werden spezifisch in opaquen Zellen und nur bei oraler Candidose exprimiert
(Yang, 2003).

1.1.4 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) als Schutz- und Virulenzfaktoren von

Candida albicans

In der Atemkette wird der Sauerstoff der Luft zu Wasser reduziert. Wenn diese
Reduktion unvollstandig bleibt, entsteht zuerst das Superoxid-Anion-Radikal O, als
Vorstufe weiterer reaktiver Sauerstoffspezies. Zu diesen zahlen z. B. auch das
Wasserstoffperoxid H,O,, das Hydroxyl-Anion-Radikal OH " und der Singulett-
Sauerstoff *0,. Die zellulare Konzentration der ROS ist insgesamt gering. Da sie
aber leicht mit Komponenten der Zelle, z. B. den mehrfach ungesattigten Fettsauren
in der Zellmembran reagieren, wirken sie zytotoxisch. Superoxid-Dismutase und
Katalase wandeln die ROS in Wasser um (Voet et al., 1999). Beide Enzyme haben

also eine zytoprotektive Funktion.



Diese ,zufallige” Entstehung von ROS in der Atemkette spielt pathophysiologisch
eine Rolle vor allem beim Altern. Hiervon biochemisch verschieden ist die Bildung
von ROS in den Phagozyten, die mit einer Aktivierung der NADPH-Oxidase und einer
~LAtmungs-Explosion® (respiratory burst) beginnt (Badwey & Karnovsky, 1980). Da die
Hefe von den neutrophilen Granulozyten des Wirtes im Sinne eines oxidativen
fungiziden Mechanismus mit ROS ,angegriffen“ wird, ist fir Candida das
Vorhandensein von Katalase als antioxidativer Abwehrmechanismus im
Wirtsorganismus Uberlebenswichtig. Entsprechend wurde die Virulenz von C.
albicans nach Disruption aller Kopien des Katalase-Gens im Mausmodell
eingeschrankt gefunden (Wysong et al., 1998). Umstritten ist noch, ob auch das
fungizide Peptid Histatin 5 aus menschlichem Speichel tGber die Bildung von ROS
wirkt (Helmerhorst et al., 2001; Veerman et al., 2004).

Candida albicans muss sich nicht nur gegen die Wirkung von ROS aus Wirtszellen
schitzen, sondern produziert selbst auch ROS als potenzielle Virulenzfaktoren. Die
Produktion von H,O, durch Candida wurde mit verschiedenen Nachweismethoden
zuerst 1981 fur C. mycoderma (Eremina & Lozinov; 1981) und 1983 fur C. albicans
(Danley et al., 1983) beschrieben. Wahrend die Atmung der Blastosporen, gemessen
an der Produktion von **CO; aus 1-**C-Glukose, bis zu einer Zellzahl von 10’
kontinuierlich zunahm, war die Bildung von H,O, schon mit 10° Zellen am héchsten.
Die Autoren (Danley et al., 1983) deuten dies als Schutzmechanismus der Hefe vor
dem eigenen Zellgift.

Der enge Zusammenhang der Morphogenese von C. albicans mit der ROS-Bildung
wurde erstmals von Schroéter (1999) und Schroter et al. (2000) beschrieben. Mit zwei
unabhangigen Nachweismethoden fir ROS (Reduktion von Cytochrom ¢ und
lucigenin-verstarkte Chemilumineszenz) wurde eine Zunahme von deren Produktion
vom Blastosporenstadium tber die Phase der Keimschlauche bis zur Hyphenphase
gesehen. Aoki et al. (2002) in Japan bestatigten diese Befunde mit einer
unabh&angigen Messmethode. Eine weitere experimentelle Studie unser
Arbeitsgruppe in Jena (Sander et al., 2002) ergab Hinweise, dass das Antimykotikum
Terbinafin (Lamisil®, Novartis) nicht nur Uber eine Hemmung der Squalen-Epoxidase
wirkt, sondern evtl. auch tber eine Hemmung der ROS-Synthese. Da Terbinafin ein
Radikal-,Scavenger® ist, mit Radikalen also direkt in eine chemische Wechselwirkung

tritt (Camera et al., 1999), war eine unmittelbare Unterdriickung der ROS zu erwarten



gewesen. Es wurde jedoch dartber hinaus auch eine Zeitabhangigkeit fir die
Verminderung der ROS gefunden, wie sie fur biochemische Reaktionen, in diesem
Fall eine Hemmung der ROS-Synthese, charakteristisch ist.

Bei einer vergleichenden Analyse von etwa 900 Proteinen aus C. albicans-
Blastosporen und -Hyphen wurde eine Zunahme der oxidierten inaktiven Form des
Thiolspezifischen Antioxidans-Proteins TSA1 gefunden (Choi et al., 2003). Dies
unterstitzt die Beobachtung einer vermehrten ROS-Bildung in den Hyphen. Ob das
TSA1-Protein auch die ROS der Phagozyten inaktiviert, ist noch nicht geklart.

1.2 Die Blaualge Spirulina platensis

1.2.1 Systematische Stellung

Blaualgen (Blau-Griun-Algen, Cyanophyta) gehdren mit den Algen (Phycophyta),
Flechten (Lichenophyta) und Moosen (Bryophyta) zur Gruppe der so genannten
Niederen Pflanzen (Schubert et al., 1990). Wie die Bakterien, mit denen sie seit etwa
3,5 Milliarden Jahren die Erde besiedeln, haben Blaualgen keinen echten Zellkern.
Sie sind Prokaryote, haben aber bis zu 10-fach gréRRere Zellen als die Bakterien.
Deshalb werden sie in der Literatur gelegentlich auch als ,Mikroalgen* bezeichnet.
Die Chloroplasten der griinen Pflanzen und der Rotalgen leiten sich von
Cyanophyten her, die vor mehr als 1 Milliarde Jahren mit deren gemeinsamen
Vorfahren eine Endosymbiose eingingen (Judd et al., 2002).

Die Blaualgen-Gattung Spirulina mit gedrehten Trichomen (fadenférmigen
Zellverbanden) gehort zur Familie der Oscillatoriaceae mit einreihigen Trichomen,
und diese zur trichombildenden Ordnung der Nostacales (Oscillatoriales,
Hormogonales) in der Klasse der Hormogoniophyceae. Durch den Besitz von
Chlorophyll a und den lichtabsorbierenden Begleitpigmenten C-Phycocyanin,
C-Phycoerythrin und Allophycocyanin sind die Mitglieder dieser Klasse zur
Photosynthese befahigt. Sie gehdren schliel3lich zur Abteilung der Cyanophyceae,
denen im Gegensatz zu den ubrigen Algen (neben einem echten Zellkern) auch
Chromatophoren (Trager der Assimilationsfarbstoffe) fehlen (Wartenberg, 1979;
Schubert et al., 1990).
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In Deutschland haufige Arten von Spirulina sind u. a. Sp. subsalsa und Sp. major.
Sie werden sowohl in SiRwasser als auch in der Ostsee gefunden, wo sie als

Plankton oder auf Steinen und im Schlamm leben (Schubert et al., 1990).

1.2.2 Biochemie und Sekundéar-Metabolite

Cyanophyten haben eine Genomgrol3e von etwa 3600 Kilobasen (kb) mit etwa 3200
Genen (Herdman et al., 1979; Judd et al., 2002). Im Vergleich hierzu ergab die
Totalsequenzierung fur Escherichia coli K12 eine Genomgréi3e von 4639 kb (Blattner
et al., 1997) mit vorlaufig etwa 4400 Genen (Sensen, 2002).

Neben den genannten lichtabsorbierenden Pigmenten aus der Klasse der
Phycobiliproteine besitzen Cyanophyten als akzessorische Pigmente auch
Carotinoide (Palla & Busson, 1969; Frohne & Jensen, 1998). Einige Cyanophyten
bilden toxische Peptide und Alkaloide (,Algenblite"). Andere Sekundar-Metabolite
sind antibiotisch wirksame Bromphenole sowie fungizide, algizide und
kanzerostatische Verbindungen (Frohne & Jensen, 1998).

Diese Vielzahl von z. T. bisher unbekannten Naturprodukten auch in anderen
marinen Cyanobakterien, hat zu einer intensiven Suche nach medizinisch wirksamen
Substanzen gefuhrt. So wurden ca. 10 % von 424 Verbindungen als antimykotisch

wirksam gefunden (Burja et al., 2001).

1.2.3 Verwendung von Spirulina platensis

1.2.3.1 BCco,-Atemtest

Wenn Spirulina-Kulturen in Gegenwart von Aminosaure-Vorstufen wachsen, die das
stabile, d. h. nicht-radioaktive Kohlenstoff-Isotop **C enthalten, dann kann mit
solchen Algenpraparaten ein preisgunstiger, verlasslicher, genauer und laborferner
CO,-Atemtest zur Bestimmung der Entleerungszeit des Magens des Menschen
durchgefiihrt werden (Lee et al., 2000; DiBaise et al., 2001; Viramontes et al., 2001).
Dieser Test ist eine Alternative zur sonst tiberwiegenden Verwendung der **C-

Caprylsaure (CgH1605) im *CO,-Atemtest.
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1.2.3.2 Health Food

Ein naturliches Vorkommen von Spirulina platensis sind die alkalischen Seen
nordoéstlich des Tschadsees. Dort wachst sie mattenformig auf der
Wasseroberflache. Die einheimische Bevolkerung trocknet diese Matten in Form von
Biskuits, Dihé genannt, und bereitet daraus Saucen zum Hirsebrei (Ciferri, 1983).
Wegen der grol3en Nachfrage in westlichen Landern wird Spirulina platensis heute
grof3technisch z. B. in Israel und in Asien (Lee, 1997) kultiviert.

Die Internet-Suchmaschine Google ergibt gegenwartig fir das Suchwort ,Spirulina“
auf Seiten aus Deutschland ca. 244.000, im gesamten Web etwa 1,2 Millionen
Hinweise. Ein Beispiel fir den Vertrieb von Spirulina-Praparaten ist die Versandfirma
Paul (http://www.paul-direktversand.de) mit ihrem Angebot von 500 mg Earthrise®
Spirulina-Tabletten, von denen sechs am Tag (z. Zt. 0,11 € pro Stuck aus der
GroR3packung) fur Erwachsene den Tagesbedarf (DGE) von Eisen zu 20 %, von
Provitamin A zu 40 %, und an Vitamin B1, zu 100 % decken. Es sei aber darauf
hingewiesen, dass die Angaben widersprtchlich sind. In einer japanischen
Publikation wird berichtet, dass nach spektroskopischen und funktionellen Kriterien
nur 17 % des nominellen Vitamin B, aktives B, war. Die Ubrigen 83 % wurden als
Pseudo-Vitamin B, klassifiziert (Watanabe et al., 1999).

Aus den zahlreichen Studien Uber positive medizinische Wirkungen von Spirulina -
Préaparaten und -Inhaltsstoffen sind vor allem der Befund einer klassenspezifischen
Stimulation der Antikorper-Produktion von Mausen (Hayashi et al., 1998), eine
Vielzahl von Mitteilungen Uber deren mdgliche Verwendung zur Prophylaxe von
Malignomen (z. B. Schwartz et al., 1988; Mathew et al., 1995; Dasgupta et al., 2001)
und eine Arbeit Uber die Wirkung von C-Phycocyanin (s. weiter unten) als selektiver
Inhibitor der Cyclooxygenase-2 (Reddy et al., 2000) zu nennen. Es fehlen aber
weiterhin kontrollierte Studien am Menschen tber den Wert von Spirulina als
Nahrungs-Erganzungsmittel (Chamorro et al., 2002; MedLine, Marz 2004).

Auf dem deutschen Buchmarkt sind mehrere nicht-wissenschaftliche Abhandlungen
erschienen, die dem Publikum Spirulina als ,blaugriinen Lichttrager" (Meyer, 1999),
als ,blaugrines Wunder" (Meyer, 2000), als ,Wundernahrung der Zukunft" (Meyer,
2002), als ,Supernahrung fur Korper und Geist" (Salvesen, 2003) und als
"Wunderalge" (,Essen Sie Leben") (Felte, 2002) empfehlen.
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Zur Zeit der spanischen Eroberung von Mexiko verarbeiteten die Azteken in
Tenochtitlan Spirulina maxima (Tecuitlatl) zu Brot und gekochten Speisen. Die
spanischen Missionare verglichen damals den Geruch der Speise mit Kase (Ciferri,
1983). Dieses Problem bestand auch noch 1975, als eine Fragebogen-Aktion in
Frankreich ergab, dass dort proteinreiche Nahrungsprodukte mit Zusatz von Spirulina
wegen der unschénen Farbe und wegen des aufdringlichen Geruchs und

Geschmacks wenig geschatzt wurden (Sautier & Tremolieres, 1975).

Zwei Arbeiten berichten Gber negative Folgen des Verzehrs von Spirulina. Ein 52
Jahre alter Japaner erlitt nach Beginn der Einnahme von Spirulina einen toxischen
Leberschaden, der sich nach Absetzen zurtickbildete. Ob es sich um eine priméare
Schadigung oder eher um eine Interaktion mit Simvastatin oder Amlodipine handelte
(beides Medikamente, die der Patient zur gleichen Zeit einnahm und dann
zusammen mit Spirulina absetzte), blieb ungeklart (lwasa et al., 2002). Die andere
Arbeit berichtet Uber Exazerbationen eines Pemphigus vulgaris und die Auslésung
einer Dermatomyositis als unerwiinschte Nebenwirkungen der Immunstimulation
durch Echinacea, Spirulina und ,AFA-Algen” (Lee & Werth, 2004).

AFA-Algen werden wie Spirulina als Nahrungserganzungsmittel vermarktet
(Simonsohn, 2000; Arndt, 2003). Es sind dies Praparate aus der Blau-Grin-Alge
Aphanizomenon flos-aquae (L.) RALFS, der ,Wasserblite“. Sie gehdrt zur Familie
der Nostacaceae in der Ordnung der Nostacales und ist die haufigste Art im Plankton
der deutschen Suf3gewasser und der Ostsee (Schubert et al., 1990). In Kanada
vermarktete AFA-Praparate enthielten hepato- und neurotoxische Mikrocystine -
zyklische Heptapeptide - z. T. oberhalb des erlaubten Grenzwertes (Lawrence et al.,
2001). Die kanadische Gesundheitsbehdrde ,,Health Canada“ (http://www.hc-
sc.gc.ca) hat deshalb empfohlen, dass Kinder ganz auf diese Praparate verzichten
sollen.

Das Bundesinstitut fur gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterindrmedizin in
Berlin (BgVV) hat im gleichen Sinne in seiner Stellungnahme zu AFA-Algen vom

23. 09. 2001 angemerkt, ,dass eine gesundheitliche Unbedenklichkeit des Verzehrs
von Algenerzeugnissen nach dem jetzigen Stand der Kenntnis nicht garantiert ist".
Auch medizinische Therapien des haufigen Syndroms der Aufmerksamkeitsstorung
mit Hyperaktivitat (ADHD) kdnnen nicht durch AFA-Praparate ersetzt werden (Rossi
& Winkler, 2002).
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1.2.4 Analyse der antioxidativen Wirkung von Spirulina platensis

Protein-Extrakte von Spirulina platensis inaktivieren effizient Hydroxyl- und Peroxyl-
Radikale. Eines der haufigsten Spirulina-Proteine ist C-Phycocyanin, ein
wasserlésliches, lichtsammelndes Phycobiliprotein aus den Photosynthese-
Membranen der Blaualge. Bei der Reinigung dieses Proteins wird das Radikal
hemmende Prinzip parallel mit angereichert (Pinero Estrada et al., 2001). Da
chemisch reduziertes Phycocyanin seine Farbe von gelbgriin zu tief blau &ndert,
wenn es in vitro die Lipid-Peroxidation von Mikrosomen hemmt, wird das kovalent
gebundene Chromophor Phycocyanobilin (Abb. 3) als eigentliche Wirksubstanz
vermutet. In vivo unterdrickt die Vorbehandlung von Ratten mit dem Protein die
hepatotoxische Wirkung von Tetrachlorkohlenstoff (Bhat & Madyastha, 2000).

HaC

Abb. 3:
Struktur des Phycocyanobilins, des Chromophors von C-Phycocyanin. (hach S. D. Kunk)

Auch in anderen Tiermodellen hat sich Phycocyanin als entzindungshemmend
erwiesen, z. B. im durch Arachidonsaure induzierten Ohrédem der Maus

(Romay et al., 2000), im allergischen Ohrédem der Maus (Remirez et al., 2002b) und
in der mit Zymosan induzierten Arthritis der Maus(Remirez et al., 2002a).

Mit luminolverstarkter Chemilumineszenz wurde gezeigt, dass C-Phycocyanin vor
allem auf Hydroxyl- und Peroxylradikale wirkt (Romay et al., 1998).
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1.3 Die Interaktion von Spirulina platentis und Candida albicans

Im Bemihen, die vielfach behaupteten gesundheitsférdernden Wirkungen von
Spirulina-Nahrungsmittelzusatzen experimentell zu untermauern, haben Gorobets et
al. (2001) durch Kokultivierung von pathogenen Keimen mit Biomasse und/oder
Kultur-Lyophilisat von Spirulina platensis Interaktionen im Sinne einer Hemmung des
Wachstums der pathogenen Keime gegenuber Kontrollen ohne Zusatz der Spirulina-
Produkte untersucht. In der Studie wurden die folgenden Keime verwendet: E.coli,
Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Salmonella typhimurium,
Corynebacterium xerosis, Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa und Candida albicans. Candida albicans wurde nur mit
Biomasse getestet. Die Autoren verwendeten den folgenden Versuchsansatz: Kultur
auf 1,5 % Minimalagar, pro ml Agar Zusatz von 0,01; 0,1; 1,0 und 10 mg
(Endkonzentration) autoklavierte Biomasse bzw. Lyophilisat. Messwert war die Zahl

der Kolonien auf der Oberflache (,Koloniebildende Einheiten pro mL").

Tab. 1:

Hemmung des Wachstums von Candida albicans durch Spirulina-Trockenmasse
(Gorobets et al., 2001)

(1) Kontrolle 4,4 +0,66 (3,86 — 5.06)

(2) 0,01 mg/mL 0,84+0,13 (0.71-0,97)  P(2gq 1 < 0,05

(3) 0,2 mg/mL 0,73+0,12 (0,61 - 0,85) P g9 1) <0,05 P (3gg.2) N.S.
(4) 1 mg/mL 0,45+ 0,07 (0,38—-0,58) P (agg.1)<0,05 P (agg 3 <0,05
(5) 10 mg/mL 0,50 +£ 0,08 (0,42 — 0,58) P 5g9.1) < 0,05 P (5¢9.4) N.S.

n.s.: nicht signifikant (p > 0.05), gg.: gegen

Mit Ausnahme von S. typhimurium, S. pyogenes und S. aureus wurde das Wachstum
von allen untersuchten Mikroorganismen durch Spirulina-Biomasse gehemmt, ohne
dass jedoch immer eine klare Beziehung zwischen Dosis und Wirkung erkennbar
war. Die fur C. albicans erhaltenen Ergebnisse sind in Tab. 1 zusammengefasst.

Es ist dies eine von nur drei fir das Thema relevanten Publikationen, die mit einer

Medline-Recherche ,spirulina AND candida“ erhalten wurden.
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Die zweite Arbeit, aus der gleichen russischen Arbeitsgruppe, betrifft eine mit nur
wenigen Zitaten ausgestattete Literaturtibersicht tber die biologischen Aktivitaten
von Spirulina platensis (Blinkova et al., 2001). In der dritten Publikation schlief3lich
zeigen Autoren aus Izmir (Ozdemir et al., 2004), dass an der Hemmung des
Wachstums von Candida albicans ATCC 10239 durch Spirulina platensis

Inhaltsstoffe der Mikroalge beteiligt sind, die mit Methanol extrahiert werden kdénnen.

2. Ziel der Arbeit

Candida albicans muss sich nicht nur gegen die Wirkung von ROS aus Wirtszellen
schitzen, sondern produziert selbst auch ROS (Schréter et al., 2000; Aoki et al.,
2002; Sander et al., 2002). Da die Hyphenbildung (Morphogenese) in engem
Zusammenhang nicht nur mit der Pathogenitat sondern auch mit der ROS-Bildung
steht, wurde erstmals von Schroter (1999) und Schroter et al. (2000) - aus der
gleichen Arbeitsgruppe wie die vorliegende Arbeit - vermutet, dass die ROS fur
Candida albicans eine Rolle als Virulenzfaktor spielen kénnten.

Diese Vermutung wurde durch den Befund unterstitzt, dass das Antimykotikum
Terbinafin (Lamisil®, Novartis) die ROS-Produktion von Candida albicans nicht nur
dosis- sondern auch zeitabhangig hemmt (Sander et al., 2002).

Es war Ziel der vorliegenden Arbeit, einen weiteren Beitrag zur Klarung der Frage zu
leisten, ob die von Candida produzierten ROS als potenzielle Virulenzfaktoren
anzusehen sind.

FuRend auf den Befunden von Gorobets et al. (2001), dass Spirulina das Wachstum
von Candida hemmt, sollte mit lucigenin-verstarkter Chemolumineszenz untersucht
werden, ob eine wassrige Suspension von Spirulina-Biomasse die ROS-Bildung der
pathogenen Candida albicans-Stdamme 3153A und CAG6 dosis- und evtl. auch
zeitabhéngig hemmt. Ob also der wachstumshemmende Einfluss von Spirulina
teilweise auch Uber ein direktes ROS-,Scavenging“ und/oder eine biochemische
Hemmung der ROS-Produktion vermittelt wird. Im positiven Fall kdnnten sich
maoglicherweise Konsequenzen fir eine therapeutische Beeinflussung von Mykosen

mit Spirulina-Préparaten ergeben.



16

3. Material und Methoden

3.1 Chemikalien

Ascorbinsaure

Casyclean®-Ldsung (Reinigungslosung)
Casyton®-LOsung (Isotonische Salzlésung)
Dextrose/Glukose

Fetales Kalberserum (getestet auf Mycoplasmen)
Hefe-Extrakt

Lucigenin (N,N'-Dimethyl-9,9*-biacridinium-dinitrat)
PBS (Phosphate Buffered Saline) Tabletten
(1Thbl. fir 200 mL Aqua dest., pH=7,4)
Peptisches Pepton aus Blut

Sabouraud - 4%-Glukose-Agar

Spirulina platensis-IGV Biomasse

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Sigma, Taufkirchen
Schéarfe-System, Reutlingen
Schéarfe-System, Reutlingen
Sigma, Taufkirchen

Gibco, Eggenstein

Difco, Detroit

Fluka, Buchs

Sigma, Taufkirchen
Berlin-Chemie, Berlin
BAG, Lich

IGV, Bergholz-Rehbriicke
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3.2 Candida albicans

3.2.1 Stdmme und Kulturbedingungen

Es wurden die Candida albicans-Stamme 3153A und CA6 verwendet. Der haufig fur
in vitro -Untersuchungen verwendete Stamm 3153A stammt urspringlich aus dem
mykologischen Referenzlabor London. Der Stamm CAG ist ein Wildstamm. Sowohl
der Stamm 3153A als auch der Stamm CAG6 zeichnen sich durch eine hohe
Induktivitat der Hyphenbildung aus und waren daher besonders fiir die
beabsichtigten Untersuchungen an Hyphen geeignet. Beide Stamme sind hoch

pathogen.

Die Kulturbedingungen waren fur beide Stamme gleich. Sie wurden bei 28°C auf
Sabouraud-Glukose-Agar fir 24 Stunden kultiviert.

Fur die Herstellung der so genannten Vorkulturen wurden von diesen Pilznahrbéden
fur die weiteren Untersuchungen 1 - 2 Einzelkolonien in 50 mL YEPD-Medium
inokuliert und bei 25°C als Flissigkultur, schittelnd, Gber 6, 11 oder 24 Stunden
inkubiert. Das fur diese Vorkulturen benutzte und aus seinen Komponenten im Labor
angesetzte Nahrmedium YEPD enthalt pro Liter destilliertem Wasser 10 g
Hefeextrakt (YE), 20 g peptisches Pepton (P) und 10 g Glukose/Dextrose (D). Vor
der Verwendung wurde es fur 20 min bei 121°C autoklaviert.

3.2.2 Hypheninduktion

Um Hyphenbildung zu erreichen, wurden aus den Flussigkulturen (11 oder 24
Stunden Kulturdauer) jeweils 500 uL entnommen und zu 90 mL frischem YEPD-
Medium + 10 mL fetalen Kalberserum gegeben. Es wurden drei Ansatze hergestellt.
Der erste wurde direkt weiter verarbeitet, die beiden anderen fir eine halbe bzw.
ganze Stunde im 37°C warmen Wasserbad inkubiert. Der Ablauf der
morphologischen Veranderungen in den Anséatzen wurden bei jedem Versuch
mikroskopisch untersucht und an jeweils 100 Zellen beurteilt. Sowohl beim Stamm
3153A als auch beim Stamm CA6 kam es unter diesen Bedingungen in den

inkubierten Ansatzen zur Hyphenbildung.



18

3.3 Messungen von Zellzahl und -volumen

Zellzahl- und Volumenmessungen der Zellen aus den Flissigkulturen wurden mit
Hilfe des Casy® Cell Counter Modell TT (Scharfe-System, Reutlingen) durchgefuhrt.
Dazu wurden die zu messenden Pilz-Suspensionen mit Casyton®-Ldsung (steril
filtriert) 1:500 oder 1:10.000 verdunnt. Die Methode erfasst Zellen mit einem
Zelldurchmesser im Bereich von 2,25 — 15,00 um. Der Durchmesser der
Messkapillare betrug 60 um. Aus jeder Probe wurde 3-mal ein Volumen von 400 pL
zur Messung gebracht und deren Mittelwert berechnet

(Abb. 4).

Um Aussagen Uber die zeitliche Entwicklung der Zellzahl treffen zu kbnnen, wurden
Wachstumskurven fur den Stamm 3153A erstellt. So konnten die Phasen des
Wachstums identifiziert werden. Abb. 5 zeigt ein allgemeines Schema der

verschiedenen Wachstumsphasen.

CASY1 MODEL TT CAP: 60 um COMMENT . . o o e i i i
RANGE: 02.25 TO 15.00 pm DILUTICN : 500

COUNTS/m1 :8.784E06 SAMPLE : 3x400 ul

COUNTS =15 pum : 228 VOLUME (TOTAL):2.847EGE f1

DIAMETER (MAX) @ 4.27 um YOLUME (MAX) :4.076E01 f1

DIAMETER (MEAN) : &.16 um VOLUME (MEAN) :1.748ECQ2 t1
500+

2501

Abb.4:
Datenausgabe des Casy® Cell Counter: Gezeigt ist die Messung der Zellzahl einer 24 h

Kultur des Stammes 3153A. X-Achse: ZellgroRe in um, Y-Achse: Anzahl der gemessenen

Zellen pro mL. Das Zellvolumen wird in fL angegeben.
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Abb. 5:

Wachstumskurve von Hefen mit den verschiedenen Phasen des Wachstums und dem
Unterschied zwischen totaler Zellzahl und Anzahl der lebenden Zellen (aus Cook, 1958).
I: Lag-Phase Il: Exponentielle Wachstumsphase I11: Periode der negativen Akzeleration
IV: Stationdre Phase. A: Periode der Adaptation B: Periode der Erholung C: Echte

Stationare Phase D: Phase der Abnahme

Fur die Erstellung der Wachstumskurven wurden Flissigkulturen des Stammes tber
24 Stunden beobachtet und zu den Zeitpunkten 0, 2, 4, 6, 11 und 24 Stunden die

Zellzahlen bestimmt.

3.4 Lucigeninverstarkte Chemilumineszenz

Fur die Messung der Chemilumineszenz mit der Methode von Hipler et al. (1998,
1999) wurde das Rohrchenluminometer LB 953 (Berthold, Wildbad, Deutschland)
verwendet. Das LB 953 hat einen Standarddetektor, der Lichtemissionen im
Spektralbereich von 390 bis 620 nm messen kann.

Fur die Messungen stand eine Probenkette flr 42 Proben zur Verfligung.

Die Gesamtzeit der Chemilumineszenzmessung betrug fur Messungen an
Blastosporen 20 Minuten (42 Proben) und fir Messungen an Hyphen 15 Minuten (30
Proben), wobei alle 1,9 Minuten eine 0,1 Sekunden dauernde Messung durchgefihrt
wurde. Es wurde die ,Slow kinetic*-Methode von Hipler et al. (1998, 1999) benutzt.
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Die Temperatur in der Messkammer betrug 37°C.

Von jedem Ansatz wurde ein Volumen von 200 uL je Probe in ein R6hrchen pipettiert
und zu Beginn der Messung uber eine Injektionspumpe 200 uL einer 0,0001 molaren
Lucigenin-Losung hinzugeflgt. Die Lucigenin-Losung wurde fiir jeden Versuch frisch
hergestellt, das Losungsmittel war steril filtriertes PBS.

Fur die Auswertung der erhaltenen Daten wurde pro Probenrohrchen die Summe
aller com-Werte der Messzeitpunkte - abzuglich des Leerwerts von PBS - gebildet
und fur jeden Ansatz der Mittelwert aller zugehdrigen Summen berechnet. Hierdurch
war es auch teilweise moglich, die Kinetik der ROS-Bildung zu berlcksichtigen, die

durch einen steilen Anstieg und langsamen Abfall charakterisiert ist.

3.4.1 Messungen mit kombinierter Zellzahlbestimmung

Fur die C. albicans Stamme 3153A und CA6 wurde einmalig eine Flussigkultur Gber
24 Stunden beobachtet. Dabei wurde nach 0, 2, 4, 6, 10, 14, 20 und 24 Stunden die
Zellzahl mit dem Casy® Cell Counter (Scharfe-System, Reutlingen) bestimmt und
anschlieend die ROS-Bildung der Pilze mit der Chemilumineszenzmessung

guantifiziert. Dazu wurden pro Messzeitpunkt 30 Proben zur Messung gebracht.

3.4.2 Messungen an Spirulina platensis

Fur die Chemilumineszenzmessungen mit Spirulina platensis-Zugabe wurden
0,01 mg/mL, 0,1 mg/mL, 1 mg/mL und 10 mg/mL konzentrierte Suspensionen
hergestellt, wobei als Losungsmittel steril filtriertes PBS verwendet wurde.

Die Suspensionen wurden den Ansatzen mit Pilzsuspensionen zugesetzt und mit
bzw. ohne Inkubationszeit im Réhrchenluminometer LB 953 (Berthold, Wildbad,

Deutschland) gemessen.

3.4.3 Messungen an Blastosporen (Vorkulturdauer 6 h)

Fur die Chemilumineszenzmessungen an Blastosporen vom Stamm 3153A mit einer

Vorkulturdauer 6 Stunden wurden je 8 Proben pro Ansatz (Abb. 6) gemessen.
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50 mL Flussigkultur

1.) Zentrifugieren
(8 min 1500 U/min)
2.) Dekantieren
3.) Waschen in 50 mL PBS
4)) 1., 2. und 3. wiederholen

Hauptansatz 50 mL
(= Zellzahl- und Volumenbestimmung)

9 mL Ansatz 9 mL Ansatz
+ 1 mL PBS +1mL
AfEn__d-) pro Spirulina
hsatze platensis —
Suspension

1.) Chemilumieszenzmessung pro Ansatz
8 Proben & 200 uL gemessen
fur 0, 0,5 und 1 h Inkubationszeit

2.) Mikroskopische Kontrolle

Abb. 6:

Versuchsablauf zur Messung der ROS-Bildung von Blastosporen

Es wurden Ansatze mit Blastosporen, Blastosporen + 0,01 mg/mL, + 0,1 mg/mL,
+ 1 mg/mL und + 10 mg/mL konzentrierten Spirulina platensis -Suspensionen
hergestellt. Die Messungen erfolgten sofort und nach Inkubationszeiten von einer

halben und einer ganzen Stunde. Es wurden drei Experimente durchgefihrt.

3.4.4 Messungen an Blastosporen (Vorkulturdauer 24 h)

Fur die Chemilumineszenzmessungen an Blastosporen vom Stamm 3153A mit einer
Vorkulturdauer von 24 Stunden wurden je 6 Proben pro Ansatz gemessen. Es
wurden Ansatze mit Blastosporen, Blastosporen + 0,01 mg/mL, + 0,1 mg/mL,

+ 1 mg/mL und + 10 mg/mL konzentrierten Spirulina platensis-Suspensionen
hergestellt. Des Weiteren erfolgte die Herstellung eines Ansatzes mit dquivalenten
Mengen an Vitamin C, wie sie die 10 mg/mL konzentrierte Spirulina platensis-

Suspension nach Angaben des Herstellers enthalt.
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Die Messungen erfolgten sofort und nach Inkubationszeiten von einer halben und

einer ganzen Stunde. Es wurden drei Experimente durchgefuhrt.

3.4.5 Messungen an Hyphen

Fur die Chemilumineszenzmessungen an Hyphen vom Stamm 3153A (24 h
Vorkulturdauer) und CA6 (11 und 24 h Vorkulturdauer) wurden je 10 Proben pro

Ansatz gemessen (Tab. 2).

Tab. 2:
Die Versuche zur ROS-Bildung von Hyphen

Stamm | Vorkulturdauer 24 h Vorkulturdauer 11 h
3153A 4 X
CAG6 2 2

Das Vorgehen ist schematisch in Abb.7 zusammengefasst. Fiur die Anséatze wurden
Zellen verwendet, die unterschiedlich lange hypeninduzierender Kulturbedingungen
ausgesetzt waren.

Es wurden Ansatze mit Zellen und Zellen + 10 mg/mL konzentrierter Spirulina
platensis-Suspension hergestellt. Vor der Chemilumineszenzmessungen der Hyphen
wurden die Zellen aus den Ansétze, nachdem sie abzentrifugiert und in PBS
gewaschen wurden, in ein Volumen von 10 mL PBS uberfihrt (Abb. 7), um eine den

Blastosporen-Versuchen vergleichbare Zellzahl zu erzielen.



23

Hauptansatz:
500 pL Flassigkultur
+ 90 mL YEPD-Medium
+ 10 mL Fetales Kélberserum

1.) Zentrifugieren
(8 min 1500 U/min)
2.) Dekantieren
3.) Waschen in 100 mL PBS
4.) 1. und 2. wiederholen
5.) Aufnahme in 10 mL PBS

Reduktionsansatz 10 mL

4,5 mL 4,5 mL
Reduktions- (End-) Reduktions-
ansatz ANSétze ansatz

+ 500 uL PBS + 500 pL
Spirulina

platensis —

Suspension

(20 mg/mL)

1.) Zellzahl- und Volumenbestimmung

2.) Chemilumieszenzmessung: pro Ansatz
10 Proben a 200 uL gemessen

3.) Mikroskopische Untersuchung

Abb.7:
Versuchsablauf zur Messung der ROS-Bildung von Hyphen

3.5 Statistische Auswertung

Fur die Auswertung der erhobenen Daten wurde das Programmpaket ,SPSS 11.5 fir
Windows®" (SPSS Inc., Chicago, USA) verwendet. Aus den Daten der
Chemilumineszenzmessungen wurde pro gemessene Probe eines Ansatzes die
Summe der cpm gebildet und der Mittelwert der Summen fir einen Ansatz

+ Standardabweichung (SD) berechnet. Fur den Vergleich dieser Mittelwerte der
verschiedenen Ansatze wurde der Student-t-Test flr gepaarte Stichproben
verwendet. Fur den Vergleich der Mittelwerte der Summen zwischen den Stammen
3153A und CA6 wurde der Student-t-Test fur unabhangige Stichproben gewahlt.
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In beiden Tests wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von < 5 % bei 2-seitiger
Testung als statistisch signifikant festgelegt.

Der Trend in der Abnahme der cpm-Werte mit steigender Spirulina-Konzentration
wurde fur die Mittelwerte mit dem Trendtest nach von Neumann u. Mitarb. (Sachs,
1992, S. 481 - 482) und fur die Einzelmessungen mit linearer Regression auf

statistische Signifikanz gepruft.

4. Ergebnisse

4.1 Messungen von Zellzahl und -volumen

Um Aussagen lber Anderung der Zellzahl und des Zellvolumens in Abh&ngigkeit von
der Zeit machen zu kdénnen, wurden Kulturen (vergleiche Kap. 3.3.) vom Candida
albicans-Stamm 3153A uber 24 Stunden beobachtet. In den so erhaltenen
Wachstumskurven (Abb. 8) lassen sich die fur Candida albicans bekannten
Wachstumsphasen (Tab. 3) zuordnen.

Tab. 3:
Wachstumsphasen

Kulturdauer Wachstumsphase
0- 4 Stunden ,Lag“- Phase

4 - 10 Stunden Phase exponentiellen Wachstums

10 - 21 Stunden Phase der Dezeleration
21 - 24 Stunden Stationare Phase

Das Zellvolumen steigt Uber die erste Halfte der exponentiellen Wachstumsphase
stark an und fallt in der zweiten Hélfte ebenso rapide wieder ab, um dann Uber den
Rest der Kulturdauer nahezu konstant zu bleiben (Abb. 9).
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4.2 Gleichzeitige Messung von Zellzahl und ROS

Im folgenden Versuch wurden Uber 24 Stunden gleichzeitig die Zellzahl und die
ROS-Produktion fur die Candida albicans-Stamme 3153A und CA6 untersucht
(vergleiche Kap. 3.4.1). Fur den Stamm 3153A (Abb. 10, Abb. 11) ergab die

kombinierte Messung von Zellzahl und ROS-Bildung, dass in den ersten 4 Stunden

trotz der abnehmenden Zellzahl die ROS-Bildung stark ansteigt und nach ca. 6
Stunden ihr Maximum erreichte. Wahrend sich ab diesem Zeitpunkt die Zellzahl bis
zum Ende des Beobachtunszeitraums weiter stark erhéhte, anderte sich im

Gegensatz dazu die Menge der gebildeten ROS kaum noch.
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Abb.10:
Bestimmung der Zellzahl des Stammes 3153A Uber 24 Stunden
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Abb. 11:

Messung der Chemilumineszenz [cpm] des Stammes 3153A tber 24 h Stunden

Beim Stamm CA6 (Abb. 12, Abb. 13) war die Abnahme der Zellzahl geringer und von
kurzerer Dauer. Auch hier wurde nach 6 Stunden fast das Maximum der ROS-

Bildung beobachtet, wobei diese noch gering bis zum Ende des

Beobachtungszeitraums von 24 Stunden weiter anstieg.
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Abb. 12:

Bestimmung der Zellzahl des Stammes CAG6 Uber 24 Stunden
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4.3 Messung der Chemilumineszenz an Spirulina platensis
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Abb.14:
Mittelwerte der Chemilumineszenz [cpm] + Standardabweichung,

Sp.:Spirulina platensis in PBS
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Die Chemilumineszenz-Messung der Spirulina platensis -Suspensionen mit
unterschiedlicher Konzentration im Vergleich zum Lésungsmittel (PBS)-Leerwert
(Abb. 14) ergab fur die Suspensionen von Spirulina platensis gleiche oder
geringflgig héhere Werte:
PBS: 29.300 + 2.578 cpm;

0,01 mg/mL: 29.300 £ 2.529 cpm;

0,10 mg/mL: 30.350 £ 2.082 cpm;

1,00 mg/mL: 30.550 + 3.359 cpm
10,00 mg/mL: 33.100 + 1.537 cpm.
Nur fir die 10 mg/mL - Suspension war die Differenz zum PBS-Leerwert statistisch
signifikant (p<0,001, 95 %-VB: 1.489 bis 6.110).

4.4 Der Einfluss von Spirulina platensis-Suspensionen auf die ROS-Bildung

von Blastosporen (Vorkulturdauer 6 h) des Stammes 3153A

Es wurde der Einfluss von Spirulina platensis-Suspensionen mit den Konzentrationen
10 mg/mL, 1 mg/mL, 0,1mg/mL und 0,01 mg/mL auf die ROS-Bildung von
Blastosporen des Stammes 3153A untersucht. Die Ansatze wurden nach Zugabe der
Suspensionen ohne weitere Inkubationszeit (0 h) und mit Inkubationszeiten von

30 Minuten (0,5 h) und 1 Stunde (1 h) gemessen. Fir die Versuche wurde die

Zellzahl zwischen 10°— 107 Zellen/mL eingestellt.

Fir die Ansatze ohne weitere Inkubation (Abb. 15, Tab. 4 und Tab. 5) war im

Vergleich zum Blastosporen-Ansatz bei Zugabe einer 10 mg/mL konzentrierten
Spirulina platensis-Suspension eine Verminderung der ROS-Bildung von 94 %
festzustellen, bei einer 1 mg/mL konzentrierten Suspension 78 %, bei einer 0,1
mg/ml konzentrierten Suspension 22 % und bei einer 0,01 mg/mL konzentrierten
Suspension 34 %.

Im von-Neumann-Trendtest war die Abnahme der cpm-Mittelwerte mit steigender
Spirulina-Konzentration (Tab.4) statistisch signifikant:

D2/s2 = 0,759, 1 % < p (2-seitig) < 5 %.
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Abb. 15:

Mittelwerte der Chemilumineszenz [cpm], Inkubationszeit O h

Tab. 4:

Mittelwerte der Chemilumineszenz [cpm] £ SD, Inkubationszeit O h

Ansatz

Chemilumineszenz [cpm]

Blastosporen

1.495.012 +1.548.406

B.+ 0,01 mg/mL

993.126 +1.155.253

B.+ 0,10 mg/mL

1.172.505 *+1.067.643

B.+ 1,00 mg/mL

+

334.086 + 315.596

B. + 10,00 mg/mL

90.883 +  33.177




Tab. 5:

Prozentuale Veranderung der Chemilumineszenz [cpm], Inkubationszeit O h
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Ansatz Blastosporen | B. +0,01 | B.+0,1 B.+1 B.+10
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL

Blastosporen 0% X X X X

B.+ 0,01 mg/mL -34 % 0% X X X

B.+ 0,10 mg/mL -22 % +18 % 0% X X

B.+ 1,00 mg/mL -78 % -66 % -72 % 0% X

B. + 10,00 mg/mL -94 % -91 % -92 % -73 % 0%

Fur die Anséatze mit dreilBigminttiger Inkubation (Abb. 16, Tab. 6 und Tab. 7) war im

Vergleich zum Blastosporen-Ansatz bei Zugabe einer 10 mg/mL konzentrierten
Spirulina platensis-Suspension eine Verminderung der ROS-Bildung von 88 %
festzustellen, bei einer 1 mg/mL konzentrierten Suspension 69 %, bei einer

0,1 mg/mL konzentrierten Suspension 13 % und bei einer 0,01 mg/mL konzentrierten
Suspension 25 %. Im von-Neumann-Trendtest war die Abnahme der cpm-Mittelwerte
mit steigender Spirulina-Konzentration (Tab.6) statistisch signifikant:

D2/s2 = 0,745, 1 % < p (2-seitig) < 5 %.
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Abb. 16:

Mittelwerte der Chemilumineszenz [cpm], Inkubationszeit 0,5 h
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Mittelwerte der Chemilumineszenz [cpm] £ SD, Inkubationszeit 0,5 h

Ansatz Chemilumineszenz [cpm]
Blastosporen 502.837 +667.440
B.+ 0,01 mg/mL |378.945 +467.590
B.+ 0,10 mg/mL |437.591 +511.486

B.+ 1,00 mg/mL

154.134 +157.232

B. + 10,00 mg/mL

60.031 + 8.797

Tab. 7:

Prozentuale Veranderung der Chemilumineszenz [cpm], Inkubationszeit 0,5 h

Ansatz Blastosporen |B.+0,01 |[B.+0,1 |B.+1 B.+10
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL

Blastosporen 0% X X X X

B.+ 0,01 mg/mL -25 % 0 % X X X

B.+ 0,10 mg/mL -13 % +15 % 0% X X

B.+ 1,00 mg/mL -69 % -59 % -65 % 0% X

B. + 10,00 mg/mL -88 % -84 % -86 % -61 % 0%

Fur die Ansatze mit 1-stindiger Inkubation (Abb. 17, Tab. 8 und Tab. 9) war im

Vergleich zum Blastosporen-Ansatz bei Zugabe einer 10 mg/mL konzentrierten

Spirulina platensis-Suspension eine Verminderung der ROS-Bildung von 88 %

festzustellen, bei einer 1 mg/mL konzentrierten Suspension 69 %, bei einer

0,1 mg/ml konzentrierten Suspension 7 % und bei einer 0,01 mg/mL konzentrierten

Suspension 24 %.
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Tab. 8:

Mittelwert Chemilumineszenz [cpm] £ SD, Inkubationszeit 1 h
Ansatz Chemilumineszenz [cpm]
Blastosporen 407.162 + 454.802

B.+ 0,01 mg/mL |311.312 +436.316

B.+ 0,10 mg/mL |378.783 +408.963

B.+ 1,00 mg/mL

127.305 *122.256

B. + 10,00 mg/mL

59.476 + 9.524

Tab. 9:

Prozentuale Veranderung der Chemilumineszenz [cpm], Inkubationszeit 1 h

Ansatz Blastosporen |B.+0,01 |[B.+0,1 |B.+1 B.+10
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL

Blastosporen 0% X X X X

B.+ 0,01 mg/mL -24 % 0% X X X

B.+ 0,10 mg/mL -7 % +22 % 0% X X

B.+ 1,00 mg/mL -69 % -59 % -66 % 0% X

B. + 10,00 mg/mL -85 % -81 % -84 % -53 % 0%
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Im von-Neumann-Trendtest war die Abnahme der cpm-Mittelwerte mit steigender
Spirulina-Konzentration (Tab.8) bei 2-seitiger Testung statistisch eben nicht mehr
signifikant: D2/s2 = 0,848 (p (2-seitig) < 5 % gilt fiir D?/s? < 0,820).

Bei Anwendung des Student-t-Tests auf die Mittelwerte konnte die Gultigkeit der
Ergebnisse Uber die gemessene Stichprobe hinaus nur fur die Differenz der
Mittelwerte zwischen den Ansatzen mit Blastosporen und Blastosporen + 10 mg/mL
Spirulina platensis-Suspension bei einstundiger Inkubationszeit nachgewiesen
werden (p<0,05, 95 %-VB: 8.323 bis 183.376). Der Vergleich der Ansatze mit
Spirulina platensis Zugabe untereinander erreichte zu keiner der Inkubationszeiten

das vorgegebene Signifikanzniveau von p<0,05.

Werden jedoch die jeweils 8 Messungen eines Versuches gegen den Logarithmus
der Spirulina-Konzentration aufgetragen — mit der Angabe des Nullwertes (keine
Zugabe von Spirulina) als -3 — dann wird die Dosisabhangigkeit in allen 3 Reihen
noch deutlicher (Abb. 18 a-c). Die lineare Regression ist statistisch hoch signifikant:
Die Korrelationskoeffizienten r sind 0,9480; 0,9276 und 0,9107 fir 0, 30 und 60
Minuten Inkubation. Die Varianzanalyse der drei Regressionen ergibt dabei eine F-
Ratio von 337.0; 234,4 und 184,7. Die Signifikanz ist in allen drei Fallen p<10®.

Wie schon bei den Mittelwerten gezeigt wurde, ist eine Zeitabhangigkeit der ROS-
Hemmung nicht erkennbar: Schon ohne Inkubation ist sie mit der héchsten Spirulina-
Konzentration nahezu vollstandig (96,1; 94,9 und 94,2 % fir O h, 0,5 hund 1 h

Inkubation).
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Abb. 18 a-c:

Die Konzentrations-Abhangigkeit der ROS-Hemmung von Candida albicans 3153A durch
Spirulina platensis-Biomasse. Y-Achse: Chemilumineszenz [cpm]; X-Achse: Logarithmus der
Konzentration in der Spirulina-Suspension. Inkubationszeiten nach Zugabe von Spirulina:
0h(a),0,5h (b)und 1 h (c).
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4.5 Der Einfluss der Inkubationszeit auf die ROS-Bildung von Blastosporen
des Stammes 3153A

Es wurde die Fragestellung untersucht, ob tber die Inkubationszeit der zu
messenden Ansatze eine Veranderung der mit lucigeninverstarkter
Chemilumineszenz messharen ROS-Bildung bzw. der resultierenden cpm (Abb. 19,
Tab. 11) stattfindet.

§1600000,00 Blastosporen B.+ 0,01 mg/mL B.+ 0,1 mg/mL B.+ 1 mg/mL B.+10 mg/mL

O
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6 Inkubationszeit Inkubationszeit Inkubationszeit Inkubationszeit Inkubationszeit
Abb. 19:

Mittelwert der Chemilumineszenz [cpm] getrennt dargestellt nach Ansatzen und

Inkubationszeiten

Der Mittelwert der cpm der Ansatze ohne Spirulina platensis Zugabe und ohne
Inkubationszeit (0 h) war 3-mal héher als zur Inkubationszeit 0,5 h und zur
Inkubationszeit 1 h 3,7-mal hoher.

In den Ansatzen mit 0,01 mg/mL ohne Inkubationszeit (O h) war der Mittelwert der
cpm 2,6-mal héher als zur Inkubationszeit 0,5 h und zur Inkubationszeit 1 h 3,2-mal
héher.

In den Ansatzen mit 0,1 mg/mL ohne Inkubationszeit (0O h) lag der Mittelwert der cpm
2,7-mal hoher als zur Inkubationszeit 0,5 h und zur Inkubationszeit 1 h 3,1-mal héher.
In den Ansatzen mit 1 mg/mL ohne Inkubationszeit (0 h) erreichte der Mittelwert der
cpm das 2,2-Fache im Vergleich zur Inkubationszeit 0,5 h und zur Inkubationszeit 1 h
das 2,6-fache.

In den Ansatzen mit 10 mg/mL ohne Inkubationszeit (0O h) war der Mittelwert der cpm
1,5-mal hoher als zur Inkubationszeit 0,5 h und zur Inkubationszeit 1 h 1,5-mal hoher.
In allen Anséatzen war der Mittelwert der com zur Inkubationszeit 0,5 h 1-1,2-mal

hoéher als zur Inkubationszeit 1 h.
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Tab. 11:
Mittelwerte der Chemilumineszenz [cpm] £ SD
Inkubationszeit |Blastosporen |B. + 0,01 B.+0,1 B.+1 B.+10
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
oh 1.495.012 993.126 1.172.505 |334.086 90.883
+1.548.406 |+1.155.253 [+ 1.067.643 |+ 315.596 |+ 33.177
05h 502.837 378.945 437.591 154.134 60.031
* 667.440 +467.590 +511.486 |£157.232 |£8.797
407.162 311.312 378.783 127.305 59.476
th + 454.802 + 436.316 +408.963 |+ 122.256 |+9.524

Fur die einzelnen Ansétze mit Blastosporen, B. + 0,01 mg/mL, B. + 0,1 mg/mL,

B. + 1 mg/mL und B. + 10 mg/mL ergab sich fur die Differenzen der Mittelwerte der
cpm zwischen den Inkubationszeiten 0 h und 0,5 h keine Signifikanz (p<0,05),
ebenso wenig bei 0 hund 1 h und bei 0,5 hund 1 h.

4.6 Vergleichende Untersuchungen von Blastosporen (Vorkulturdauer 24 h)
des Stammes 3153A nach Behandlung mit Spirulina platensis- Suspension

und Vitamin C- Losung

Fir diese Versuche wurden 24 h alte Vorkulturen verwendet, die Zellzahl auf 10°
Zellen/mL eingestellt. Nach Zugabe der Spirulina platensis-Suspensionen und einer -
dem Vitamin C-Anteil der 10 mg/mL Suspension aquivalenten - Vitamin C-Ldsung,
fand sofort die Messung statt.

Fur die Anséatze mit Spirulina platensis (Abb. 20, Tab. 12 und Tab. 13) war im

Vergleich zum Blastosporen-Ansatz bei Zugabe einer 10 mg/mL konzentrierten
Suspension eine Verminderung der ROS-Bildung um 94 % festzustellen, bei einer

1 mg/mL konzentrierten Suspension um 57 %. Im Gegensatz dazu kam es bei einer
0,1 mg/ml konzentrierten Suspension zu einer Zunahme der ROS-Bildung um 35 %
und bei einer 0,01 mg/mL konzentrierten Suspension zu einer Zunahme um 32 %.
Die Zugabe einer Vitamin C-LOsung - zur 10 mg/mL Spirulina platensis-Suspension
aquivalente Konzentration an Vitamin C - fuhrte zu einer Verminderung der

Chemilumineszenz um 70 %.
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Abb. 20:

Mittelwerte der Chemilumineszenz [cpm]

Tab. 12:

Mittelwerte der Chemilumineszenz [cpm] £ SD, 24 h Vorkultur der Blastosporen
Ansatz Chemilumineszenz [cpm]

Blastosporen 2.388.985 +2.198.779

B. + 0,01 mg/mL 3.143.061 +2.837.281

B. + 0,1 mg/mL 3.215.258 + 3.474.162

B. + 1 mg/mL 1.017.600 *1.258.397

B. + VitC (10 mg/mL) 717.583 + 700.910

B. + 10 mg/mL 136.811 +  82.657




Tab. 13:
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Prozentuale Veranderung Chemilumineszenz [cpm], 24 h Vorkultur der Blastosporen

Ansatz Blastosporen |B. +0,01 |B.+0,1(B.+1 |B.+ VitC B.+10
mg/mL  |mg/mL |mg/mL |(10 mg/mL) | mg/mL

Blastosporen 0 % X X X X X

B.+ 0,01 mg/mL +32 % 0% X X X X

B.+ 0,10 mg/mL +35 % +2 % 0 % X X X

B.+ 1,00 mg/mL -57 % -68 % -68% |0% X X

B. + VitC (10 mg/mL) -70 % -717 % -18% |-29% |0% X

B. + 10,00 mg/mL -94 % -96 % 96% |-87% |-81% 0%

Keiner der Unterschiede zwischen den einzelnen Ansatzen war signifikant (p>0,05).

4.6 ROS-Bildung der Stdmme 3153A und CAG6 unter hypheninduzierenden

Kulturbedingungen und deren Beeinflussung durch eine Suspension

von Spirulina platensis

4.7.1 Stamm 3153A (Vorkulturdauer 24 h)

Die mikroskopischen Untersuchungen zum Grad der Hyphenbildung unter

hypheninduzierenden Bedingungen ergaben fir die Zellen ohne Inkubation (0 h)

keine Hyphenbildung (Blastosporen-Phase), nach 30-minutiger Inkubation (0,5 h) ca.

80 % Hyphenbildung (Phase der Hyphen-Entwicklung) und nach einsttindiger
Inkubation (1 h) 100 % Hyphenbildung (Hyphen-Phase).

Die gemessenen Zellzahlen in Zellen/mL verhielten sich tUber die Inkubationszeit wie

folgt: Blastosporen-Phase > Phase der Hyphen-Entwicklung > Hyphen-Phase.

Zwischen den Ansatzen mit und ohne Spirulina platensis Zugabe bestand

diesbeziglich kein Unterschied. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Phasen

der Inkubationszeit waren signifikant (p<0,05).
Das ebenfalls bestimmte Zellvolumen in fL (Abb. 4) verhielt sich Uber die

Inkubationszeit umgekehrt zur Zellzahl: Blastosporen-Phase < Phase der Hyphen-

Entwicklung < Hyphen-Phase. Zwischen den Ansatzen mit und ohne Spirulina

platensis Zugabe bestand auch hier kein Unterschied. Die Unterschiede zwischen

den einzelnen Phasen der Inkubationszeit waren signifikant (p<0,05).
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Abb. 21:

Mittelwerte der Chemilumineszenz [cpm] des Stammes 3153A (Vorkulturdauer 24 h)
unmittelbar nach Inkubation unter hypheninduzierenden Bedingungen (FKS).

0 h: Blastosporen-Phase, 0,5 h: Phase der Hyphen-Entwicklung, 1 h: Hyphen-Phase

Die Chemilumineszenz-Messung in der Blastosporen-Phase (Abb. 21, Tab.14)

ergab, dass die Anzahl der gemessenen cpm im Ansatz mit Zugabe von 10 mg/mL
konzentrierter Spirulina platensis-Suspension gegeniuber dem Ansatz ohne um
77 (71 - 79) % vermindert (Tab. 14) war.

Tab. 14:

Mittelwerte der Chemilumineszenz [cpm] £ SD, Blastosporen-Phase
Ansatz Blastosporen-Phase

ohne Spirulina platensis |2.750.182 + 1.631.765

mit Spirulina platensis 626.010 + 324.716

In der Phase der Hyphen-Entwicklung war zwischen dem Ansatz mit Zugabe von
10 mg/mL konzentrierter Spirulina platensis-Suspension und ohne Zugabe die ROS-
Bildung um 83 (77 - 86) % vermindert (Abb.21, Tab. 15). Ohne Zugabe von Spirulina
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war die ROS-Bildung in der Phase der Hyphen-Entwicklung gegentber der

Blastosporen-Phase erhoht.

Tab. 15:

Mittelwerte der Chemilumineszenz [cpm] £ SD, Phase der Hyphen-Entwicklung
Ansatz Phase der Hyphen-Entwicklung

ohne Spirulina platensis |3.194.722 + 1.909.147

mit Spirulina platensis 539.565 + 213.789

In der Hyphen-Phase war im Ansatz mit Zugabe von 10 mg/mL konzentrierter
Spirulina platensis-Suspension die aus der Chemilumineszenz resultierenden cpm
gegenuber dem Ansatz ohne Zugabe um 80 (74 - 83) % vermindert (Tab. 16). In
dieser Phase war die ROS-Bildung im Vergleich zur Phase der Hyphen-Entwicklung

erniedrigt.

Tab. 16:

Mittelwerte der Chemilumineszenz [cpm] £ SD, Hyphen-Phase
Ansatz Hyphen-Phase

ohne Spirulina platensis |1.418.377 +441.235

mit Spirulina platensis 287.145 + 55.714

Signifikante Unterschiede fur die Mittelwert-Differenzen der Anséatze mit und ohne
Spirulina platensis Zugabe fanden sich fur die Blastosporen- (p<0,05, 95 %-VB:
43.617 bis 4.204.727) und Hyphen-Phase (p<0,05, 95 %-VB: 495.758 bis 1.766.706).
Die Ergebnisse der Hyphen-Entwicklungs-Phase verfehlten das Signifikanzniveau
knapp (p=0,052, 95 %-VB: -51.151 bis 5.361.466).

4.7.2 Stamm CAG6

4.7.2.1 Vorkulturdauer 11 h

Die mikroskopische Untersuchung zum Grad der Hyphenbildung ergab, dass es

ohne Inkubation (O h) nicht zur Hyphenbildung kam (Blastosporen-Phase). Nach 30-
minutiger Inkubation (0,5 h) hatten sich zu ca. 80 % Hyphen gebildet (Phase der
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Hyphen-Entwicklung) und nach einstindiger Inkubation (1 h) hatten sich 100 %
Hyphen gebildet (Hyphen-Phase).

Die gemessenen Zellzahlen in Zellen/mL verhielten sich tGber die Inkubationszeit wie
folgt: Blastosporen-Phase > Phase der Hyphen-Entwicklung > Hyphen-Phase. Die
Unterschiede zwischen den einzelnen Phasen waren diesbezuglich fir die Ansatze
der Blastosporen-Phase und Hyphen-Entwicklungs-Phase signifikant (p<0,05).
Zwischen den Ansatzen mit und ohne Spirulina platensis Zugabe bestand kein
Unterschied.

Das ebenfalls bestimmte Zellvolumen in fL verhielten sich Uber die Inkubationszeit
umgekehrt zur Zellzahl: Blastosporen-Phase < Phase der Hyphen-Entwicklung <
Hyphen-Phase. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Phasen waren fiur die
Ansatze der Blastosporen-Phase und Hyphen-Entwicklungs-Phase ohne Spirulina
platensis Zugabe signifikant (p<0,05). Zwischen den Ansatzen mit und ohne Spirulina
platensis Zugabe bestand in der Phase der Hyphen-Entwicklung ein signifikanter
Unterschied (p<0,05).
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Abb. 22:

Mittelwerte der Chemilumineszenz [cpm] des Stammes CA6 (Vorkulturdauer 11 h)
unmittelbar nach Inkubation unter hypheninduzierenden Bedingungen (FKS).
0 h: Blastosporen-Phase; 0,5 h: Phase der Hyphen-Entwicklung; 1 h: Hyphen-Phase.
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Die Chemilumineszenzmessung (Abb. 22, Tab.17) in der Blastosporen-Phase ergab,

dass die Anzahl der gemessenen cpm im Ansatz mit Zugabe von 10 mg/mL
konzentrierter Spirulina platensis-Suspension gegeniber dem Ansatz ohne um 70 %

vermindert war.

Tab. 17:
Mittelwerte der Chemilumineszenz [cpm] £ SD, Blastosporen-Phase

Ansatz Blastosporen-Phase
ohne Spirulina platensis |960.765 * 360.645
mit Spirulina platensis 291.120 + 91.301

In der Phase der Hyphen-Entwicklung war zwischen dem Ansatz mit Zugabe von
10 mg/mL konzentrierter Spirulina platensis-Suspension und ohne Zugabe die ROS-
Bildung um 77 % vermindert (Abb. 22, Tab. 18). In dieser Phase war die ROS-

Bildung gegenlber der Blastosporen-Phase erhdht.

Tab. 18:

Mittelwerte der Chemilumineszenz [cpm] £ SD, Phase der Hyphen-Entwicklung
Ansatz Phase der Hyphen-Entwicklung

ohne Spirulina platensis |2.742.675 = 50.635

mit Spirulina platensis 622.095 +231.414

In der Hyphen-Phase waren im Ansatz mit Zugabe von 10 mg/mL konzentrierter
Spirulina platensis-Suspension die Hohe der Chemilumineszenz gemessen in cpm

gegenuber dem Ansatz ohne Zugabe um 64 % vermindert (Abb. 21, Tab. 19).

Im Vergleich zur Phase der Hyphen-Entwicklung war die ROS-Bildung erniedrigt.

Tab. 19:
Mittelwerte der Chemilumineszenz [cpm] + SD, Hyphen-Phase

Ansatz Hyphen-Phase
ohne Spirulina platensis |834.000 + 25.498
mit Spirulina platensis 299.475 +78.213
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Die Unterschiede der Mittelwerte der cpm zwischen den Anséatzen mit und ohne
Zugabe einer 10 mg/mL konzentrierten Spirulina platensis-Suspension waren in der
Hyphen-Phase signifikant (p<0,05, 95 %-VB: 60.901 bis 1.008.148). Die Mittelwert-
Differenz zwischen den Ansétzen ohne Spirulina platensis in der Hyphen-
Entwicklungs- und Hyphen-Phase erreichten das Signifikanzniveau von p<0,05

(95 %-VB: 1.682.822 bis 2.134.527).

4.7.2.2 Vorkulturdauer 24 h

Die mikroskopischen Untersuchungen zum Grad der Hyphenbildung ergaben, dass
es ohne Inkubation (0 h) nicht zur Hyphenbildung kam (Blastosporen-Phase), nach
30-minutiger Inkubation (0,5 h) hatten sich zu ca. 50 % Hyphen gebildet (Phase der
Hyphen-Entwicklung) und nach einstiindiger Inkubation (1 h) hatten sich ca. 90 %
Hyphen gebildet (Hyphen-Phase).

Die gemessenen Zellzahlen in Zellen/mL verhielten sich tUber die Inkubationszeit wie
folgt: Blastosporen-Phase > Phase der Hyphen-Entwicklung > Hyphen-Phase.
Zwischen den Ansétzen mit und ohne Spirulina platensis Zugabe bestand
diesbeziglich kein Unterschied. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Phasen
der Inkubationszeit waren nicht signifikant (p>0,05).

Das ebenfalls bestimmte Zellvolumen in fL verhielten sich tber die Inkubationszeit
umgekehrt zur Zellzahl: Blastosporen-Phase < Phase der Hyphen-Entwicklung <
Hyphen-Phase. Zwischen den Ansatzen mit und ohne Spirulina platensis Zugabe
bestand auch hier kein Unterschied. Die Unterschiede zwischen den einzelnen

Phasen der Inkubationszeit waren nicht signifikant (p>0,05).

Die Chemilumineszenzmessung (Abb. 23, Tab. 20) in der Blastosporen-Phase ergab,

dass die Anzahl der gemessenen cpm im Ansatz mit Zugabe von 10 mg/mL
konzentrierter Spirulina platensis-Suspension gegeniber dem Ansatz ohne um 82 %
vermindert war.

In der Phase der Hyphen-Entwicklung war die ROS-Bildung zwischen dem Ansatz
mit Zugabe von 10 mg/mL konzentrierter Spirulina platensis-Suspension und ohne
Zugabe um 81 % vermindert (Abb. 23, Tab. 21). Die ROS-Bildung war in dieser
Phase gegeniber der Blastosporen-Phase erniedrigt.
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In der Hyphen-Phase waren im Ansatz mit Zugabe von 10 mg/mL konzentrierter
Spirulina platensis-Suspension die aus der Chemilumineszenz resultierenden cpm

gegenuber dem Ansatz ohne Zugabe um 75 % vermindert (Abb. 23, Tab. 22).

Dazu war die ROS-Bildung im Vergleich zur Phase der Hyphen-Entwicklung

erniedrigt.

4000000
'€ 30000004
o
L,
N
c
w .
N
[}
© 20000004
£
e
=
e
]
e
O 1000000+ Ansatz

|:|0hne Spirulina
0 _’ ‘ I |:|mit8pirulina
Q o <
% \5;5 %
Inkubationszeit
Abb. 23:

Mittelwerte der Chemilumineszenz [cpm] des Stammes CA6 (Vorkulturdauer 24 h).
unmittelbar nach Inkubation unter hypheninduzierenden Bedingungen (FKS).

0 h: Blastosporen-Phase; 0,5 h: Phase der Hyphen-Entwicklung; 1 h: Hyphen-Phase.

Tab. 20:

Mittelwerte der Chemilumineszenz [cpm] £ SD, Blastosporen-Phase

Ansatz Blastosporen-Phase
ohne Spirulina platensis |3.879.780 * 782.936
mit Spirulina platensis 706.230 +211.750
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Tab. 21:

Mittelwerte der Chemilumineszenz [cpm] £ SD, Phase der Hyphen-Entwicklung
Ansatz Phase der Hyphen-Entwicklung

ohne Spirulina platensis |2.313.900 + 373.267

mit Spirulina platensis 444,150 + 20.237

Tab. 22:

Mittelwerte der Chemilumineszenz [cpm] £ SD, Hyphen-Phase

Ansatz Hyphen-Phase
ohne Spirulina platensis |968.460 *+ 149.934
mit Spirulina platensis 244.110 + 51.293

Die Unterschiede der Mittelwerte der cpm zwischen den Anséatzen mit und ohne
Zugabe einer 10 mg/mL konzentrierten Spirulina platensis-Suspension waren zu
keinem Messzeitpunkt signifikant (p>0,05). Des Weiteren wurde in den Gruppen mit
und ohne Spirulina platensis Zugabe zwischen den einzelnen Phasen das

Signifikanzniveau von p<0,05 nicht erreicht.

4.7.2.3 Vergleich zwischen 11- und 24 h Vorkulturdauer

Vom Stamm CA6 wurden Zellen mit 11 und 24 Stunden Vorkulturdauer auf ihre
Unterschiede hinsichtlich morphologischer Veranderungen und ROS-Bildung unter
hypheninduzierenden Bedingungen untersucht. Bei den Untersuchungen war die
Zellzahl mit 107 Zellen/mL fiir beide Stamme gleich. Ohne Inkubation war sowohl fiir
die 11-Stunden- als auch fur die 24-Stunden-Zellen keine Hyphenbildung zu
beobachten. Nach halbstindiger Inkubation hatten sich - gegenuber ca. 50 % bei
den 24-Stunden-Zellen - die 11-Stunden-Zellen bereits zu ca. 80 % zu Hyphen
entwickelt. Nach einstiindiger Inkubation waren es fur die 11-Stunden-Zellen 100 %
und fur die 24-Stunden-Zellen 90 % Hyphen. Der Vergleich der Ergebnisse der
Chemilumineszenzmessung beziiglich der ROS-Bildung (Abb. 24) ergab fir die

Ansatze ohne Spirulina platensis Zugabe in der Blastosporen-Phase fur die 24-
Stunden-Zellen deutlich hbhere Werte als fir die 11-Stunden-Zellen. In der Phase
der Hyphen-Entwicklung war das Verhaltnis umgekehrt und in der Hyphen-Phase
zeigten die 24-Stunden-Zellen wieder die h6heren Werte. Die Ansétze mit Spirulina



47

platensis Zugabe verhielten sich gleichsinnig. Diese Unterschiede erreichten nicht

das Signifikanzniveau von p<0,05.
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Abb. 24:

Mittelwerte der Chemilumineszenz [cpm] des Stammes CA6 (Vorkulturdauer 11 und 24 h)

4.7.3 Vergleich 3153A und CAG6 (Vorkulturdauer 24 h) unter hypheninduzieren
Kulturbedingungen

Die Stamme 3153A und CAG6 - jeweils mit einer Vorkulturdauer von 24 Stunden -
wurden auf ihre Unterschiede hinsichtlich morphologischer Veranderungen und ROS-
Bildung unter hypheninduzierenden Bedingungen untersucht. Bei den
Untersuchungen war die Zellzahl mit 107 Zellen/mL fiir beide Stamme gleich. Ohne
Inkubation war sowohl fur den Stamm 3153A als auch fur den Stamm CAG6 keine
Hyphenbildung zu beobachten. Nach 30 Minuten Inkubation hatte der Stamm 3153A
bereits ca. 80 % Hyphen gebildet, der Stamm CAG allerdings nur ca. 50 %.

Bei einstundiger Inkubation war das Verhaltnis 100 % Hyphen zu ca. 90 % Hyphen.
Der Vergleich der Ergebnisse der Chemilumineszenzmessung beziglich der ROS-
Bildung (Abb. 25) ergab fir die Ansatze ohne Spirulina platensis Zugabe in der
Blastosporen-Phase fir den Stamm CA6 hdhere Werte als fur den 3153A, in der

Phase der Hyphen-Entwicklung und der Hyphen-Phase war das Verhéltnis
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umgekehrt. Die Ansatze mit Spirulina platensis Zugabe verhielten sich gleichsinnig.

Diese Unterschiede erreichten nicht das Signifikanzniveau von p<0,05.
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Abb. 25:

Mittelwerte der Chemilumineszenz [cpm] der Stamme CA6 und 3153A (Vorkulturdauer 24 h)
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5. Diskussion

Ausgehend von den Beobachtungen von Gorobets et al. (2001) Gber den
wachstumshemmenden Effekt von Spirulina Biomasse auf Candida albicans und den
Untersuchungen unser Gruppe (Schroéter, 1999; Schroter et al., 2000; Sander et al.
2002) zur ROS-Bildung in Candida Spezies, wurde in dieser Arbeit versucht

zwischen beiden Phdnomenen einen kausalen Zusammenhang herzustellen.

Wahrend einer Infektion ist Candida einer Reihe von Abwehrmechanismen des
Wirtsorganismus ausgesetzt. Zu den Mediatoren der Abwehr einer Pilzinfektion
gehoren u. a. auch die reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), die von den Phagozyten
wéhrend des ,Ausbruches” einer gesteigerten Zellatmung (dem so genannten
respiratory burst) gebildet werden (Badwey u. Karnovsky, 1980).

Gegen die Wirkung von ROS aus Wirtszellen und gegen selbst gebildete ROS
schitzt sich Candida durch verschiedene Katalasen (Wysong et al., 1998) und durch
die Aktivitat mehrerer Superoxid-Dismutasen (SOD), den Schliisselenzymen bei der
Inaktivierung der ROS (Cadenas, 1989). Im Zytoplasma von Candida sind u. a. eine
Kupfer-Zink-SOD (SOD1) und eine Mangan-SOD (SOD3) aktiv, in den Mitochondrien
eine Mangan-SOD (SOD2). Im Stadium der Hyphenbildung — wenn Zellatmung (Aoki
u. Ito-Kuwa, 1982) und ROS-Bildung (Schroter et al., 2000; diese Arbeit) ihr
Maximum erreichen — wird das SOD5-Gen, das fur eine weitere Kupfer-Zink-SOD
kodiert, hochreguliert. In Blastosporen erfolgt eine Induktion des gleichen Gens durch
osmotischen und oxidativen Stress. Fir alle Induktionen ist die Anwesenheit des
Transkriptionsfaktors Rim101p (Rim101-Protein) erforderlich (Martchenko et al,
2004).

Die gleichen Autoren haben die Wirksamkeit des Schutzes vor ROS durch
Superoxid-Dismutasen an einer Candida albicans-Mutante (UH16-2) mit fehlender
SOD5-Aktivitat nachgewiesen: Diese Mutante ist zwar lebensfahig, zeigt aber in
nahrstoffarmen Medien eine erhéhte Empfindlichkeit gegeniber H,O,. Und in einem
Mausmodell fir Candida-Infektion (Injektion des Pilzes in die Schwanzvene) ist die
gleiche SOD5-Mangelmutante nicht mehr pathogen (Martchenko et al, 2004).

Das SOD5-Protein ist also ein Pathogenitatsfaktor der hyphenbildenden Candida
albicans. In Ubereinstimmung damit, wurden Homologe des SOD5-Gens nur bei den
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hyphenbildenden (filamentdsen) Pilzen Neurospora crassa und Aspergillus
fumigatus, nicht jedoch bei Saccharomyces cerevisiae und S. pombe gefunden
(Martchenko et al., 2004).

Seit den vorangehenden Arbeiten von Schroéter (1999), Schréter et al. (2000) und
Sander et al. (2002) aus unserer Gruppe wird als neuer Aspekt in der
Infektionsbiologie von Candida albicans die Moglichkeit diskutiert, dass die ROS-
Bildung des Pilzes einen weiteren Pathogenitatsfaktor darstellt, denn sie steht in
engem Zusammenhang mit der Hyphenbildung (Morphogenese), die fur die
Pathogenitat des Pilzes essenziell ist (Saltarelli et al., 1975). Es erscheint also
maglich, dass sich Candida albicans nicht nur durch verstarkte Synthese von SOD-
Protein wirksam gegen die ROS aus Wirtszellen schiitzt, sondern dass sie selbst
auch ROS produziert, um hiermit die Wirtszellen zu schadigen und das Eindringen in
den Wirt zu erleichtern.

Dieses interessante Szenario eines ,Krieges der ROS* hat an Wahrscheinlichkeit
durch den Befund gewonnen, dass das Allylamin-Antimykotikum Terbinafin (Favre u.
Ryder, 1996) die ROS-Produktion von Candida albicans nicht nur dosis- sondern
auch zeitabhangig hemmt (Sander et al., 2002). Die Hemmung nimmt mit steigender
Dosis und mit steigender Inkubationszeit zu. Wéare die Hemmung unabhangig von
der Inkubationszeit, so lage als rein chemische, unmittelbar ablaufende Reaktion ein
ROS-,Scavenging” vor. Tatsachlich ist Terbinafin mit seiner Kohlenstoff-
Dreifachbindung ein bekannter Radikal-,Scavenger” (Camera et al., 1999). Der
Mechanismus der zusatzlichen zeitabhangigen biochemischen Reaktion ist
unbekannt. Offenbar ist sie unabhangig von der spezifischen und selektiven
Hemmung der Squalen-Epoxidase des Pilzes (Favre u. Ryder, 1996) und betrifft evtl.

direkt die Zellatmung des Pilzes.

In diesem Zusammenhang war es das das Ziel der vorliegenden Arbeit, einen
weiteren Beitrag zur Klarung der Frage zu leisten, ob die von Candida albicans
produzierten ROS als potenzielle Virulenzfaktoren anzusehen sind.

FuRRend auf den Befunden von Gorobets et al. (2001), dass Spirulina das Wachstum
von Candida hemmt, war mit lucigenin-verstarkter Chemolumineszenz zu

untersuchen, ob Spirulina-Biomasse die ROS-Bildung von C. albicans dosis- und
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evtl. auch zeitabhangig hemmt. Im positiven Fall kénnten sich méglicherweise

Konsequenzen flr eine therapeutische Beeinflussung von Mykosen ergeben.

Fur die vorliegende Arbeit wurden im Rahmen einer Testung der Versuchsansatze
zunachst frihere Befunde repliziert und gezeigt, dass die Blastosporen der Candida
albicans-Stamme 3153A und CAG6 in YEPD-Medium (Hefeextrakt, Pepton, Dextrose)
Uber 24 Stunden eine typische Wachstumskurve aufweisen; und zwar beginnend mit
einer 4-stuindigen ,Lag“-Phase, gefolgt von exponentiellem Wachstum bis zur Stunde
10, einer nachfolgenden Phase von dezeleriertem Wachstum und einem stationdrem
Verhalten in den letzten drei Stunden.

Wahrend der Phase des exponentiellen Wachstums nahm das Zellvolumen erst zu
und dann wieder ab. Bei beiden Stammen erreichte die ROS-Produktion (bezogen
auf die Zellzahl) nach 6 Stunden, also im ersten Drittel des exponentiellen

Wachstums, ihr Maximum und blieb danach unverandert hoch.

Im Hauptteil der Experimente wurden exponentiell wachsende Blastosporen des
Stammes 3153A (6 Stunden Vorkultur in YEPD-Medium) in PBS mit steigenden
Mengen Spirulina-Biomasse (0,01; 0,1; 1 und 10 mg/mL) versetzt und jeweils 0, 30
und 60 Minuten inkubiert. Danach wurde in einer Messkette tber 20 Minuten 10-mal
die Chemolumineszenz gemessen.

Zu allen drei Zeitpunkten hemmte Spirulina konzentrationsabhangig die ROS-
Produktion. Die Mittelwerte der Messungen zeigten aber erhebliche Schwankungen,
offenbar bedingt durch Fehler bei der Bestimmung der Zellzahlen.

Diese Fehlbestimmungen sind wahrscheinlich Folge von Zellverklumpungen in der
Kultur, obwohl dieser Effekt nach Angaben vom Hersteller Scharfe System (2003)
keinen Einfluss auf die Zellzahlbestimmung mit ihren Geraten habe.

Eine Proteingehaltsbestimmung hatte eine gegen diese Effekte unempfindliche
Bezugsgrole fur die ROS-Bildung geliefert.

Es konnte daher im Student-t-Test der Effekt auf die Mittelwerte der Messungen nur
fur die hochste Spirulina-Konzentration statistisch gesichert werden. Mit einer
linearen Regressions-Analyse aller Einzelwerte gegen den Logarithmus der
Spirulina-Konzentration war der Trend jedoch in allen drei Messreihen statistisch
hoch signifikant.



52

Die prozentuale Hemmung durch die vier Spirulina-Konzentrationen war zu allen drei
Zeitpunkten vergleichbar, d. h., es bestand zuséatzlich zur Abhangigkeit von der
Spirulina-Konzentration keine Abhangigkeit von der Inkubationszeit. Im untersuchten
System ist also nur ein direkter ,Scavenging“-Effekt von Spirulina, aber keine
indirekte biochemische Einwirkung auf die ROS-Synthese nachweisbar. Durch
Ascorbinsaure allein, in einer aquivalenten Menge, wie sie nach Angaben des
Herstellers eine 10 mg/mL konzentrierte Spirulina platensis-Suspension enthélt,
wurde die ROS-Bildung zu 70 % gehemmt. Die Hemmung durch 10 mg/mL
konzentrierte Spirulina platensis-Suspension betrug 94 %. Gegeniber dem Wert mit
Vitamin C allein, ist das eine zusatzliche Hemmung um 81 %. Spirulina enthalt also

zusatzlich zur Ascorbinsaure weitere wasserlosliche ROS-,Scavenger*.

Diese Untersuchungen an exponentiell wachsenden Blastosporen (6 Stunden
Inkubation in Yepd-Medium) wurden erganzt durch eine Analyse der Spirulina-
Wirkung auf Zellen in der Phase der Hyphen-Entwicklung und in der Hyphenphase.
Blastosporen der stationaren Phase (24 Stunden Inkubation in YEPD-Medium)
wurden unter hypheninduzierenden Bedingungen (in YEPD-Medium mit 10 % FKS)
inkubiert. Sie befanden sich dabei nach 30 Minuten im Stadium der Hyphen-
Entwicklung. Nach 60 Minuten Inkubation war die Entwicklung der Hyphen
abgeschlossen.

Diese Zellen des Stammes 3153A in der stationaren Blastosporen-Phase, der Phase
der Hyphen-Entwicklung und der Hyphenphase wurden in PBS gewaschen, mit einer
Spirulina-Konzentration von 10 mg/mL in PBS versetzt und unmittelbar danach
gemessen. In allen drei Wachstumsformen wurde die ROS-Bildung zu etwa 80 %
gehemmt, also weniger als in den exponentiell wachsenden Blastosporen. Der unter
diesen hypheninduzierenden Bedingungen am Stamm 3153A gefundene Effekt von
Spirulina platensis konnten am Stamm CAG6 nach 11 Stunden Vorkultur gleichsinnig
nachgewiesen werden.

Die mit PBS hergestellte wassrige Suspension von Spirulina zeigte selbst eine
geringe und angedeutet konzentrationsabhangige Chemolumineszenz. Die
chemische Grundlage dieses Effektes ist ungeklart. Er zeigt jedoch, dass eine
Quenchung der Lumineszenz keinen entscheidenden Einfluss auf die

Messergebnisse dieser Arbeit hat.
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Das wichtigste Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist der Befund, dass unter den
gegebenen Versuchsbedingungen die Dauer der Inkubation mit Spirulina (0, 30 und
60 Minuten) keinen EinfluR auf das Ausmal3 der ROS-Hemmung in Blastosporen von
Candida albicans hatte: Die wasserloslichen Inhaltsstoffe dieser Mikroalge bewirkten
also nur ein ROS-,Scavenging“. Bisher bekannte ROS-,Scavenger” von Spirulina
sind nach den Mitteilungen in der Literatur nicht nur die Vitamine C und E, sondern
auch das zur Gruppe der Phycobiliproteine gehérende C-Phycocyanin mit dem
wasserunloslichen Phycocyanobilin (s. Abb.3) als Wirkgruppe (Pinero Estrada et al.,
2001).

Die durchgefuhrten Untersuchungen ergaben zur Klarung der Frage, ob die von
Gorobets et al. beobachtet Wachstumshemmung von Candida albicans auf eine
direkte Alterierung der ROS-Bildung durch Spirulina platensis zurtickzufthren ist,
keine hinreichende Antwort.

Da das wachstumshemmende Prinzip von Spirulina (Gorobets et al., 2001) jetzt in
Methanolextrakten angereichert gefunden wurde (Ozdemir et al., 2004), ist es nun
moglich, diese Frage und damit die Hypothese von der ROS-Produktion als
Pathogenitatsfaktor (Schroter et al. 2000) gezielter durch die Verwendung der

Inhaltsstoffe aus methanolischen Spirulina-Extrakten zu Uberprifen.
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