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Zusammenfassung

Melanine sind natirliche Pigmente der eukaryotischen Zellen, die aufgrund von speziellen physikali-
schen und chemischen Eigenschaften kompliziert zu diagnostizieren sind. Mittels konventioneller Flu-
oreszenzuntersuchung (z. B. Anregung der Fluoreszenz mit UV-Strahlung, sog. Einphotonen-
Anregung) ist Melanin in nativen Pilzen und generell in komplexen organischen Strukturen nicht
nachweisbar.

Die vorgestellten Untersuchungen befassten sich mit dem Melanin-Nachweis in verschiedenen Pilzen
mit einer speziell adaptierten, laser-basierten Fluoreszenzmesstechnik. Das neue LTB-Verfahren zur
selektiven Messung der Melaninfluoreszenz basiert auf der lasergestiitzten Zweiphotonenanregung
bei 800 nm und nutzt den Umstand, dass Ubliche Fluorophore simultan absorbieren, Melanin hinge-
gen nach schrittweiser Absorption zweier Photonen fluoresziert. Mit dieser neuartigen, unkonventio-
nellen Fluoreszenztechnik gelingt in wenigen Minuten auch die selektive Messung der Melaninfluores-
zenz bei verschiedenen Pilzen.

Die Untersuchungen, unter anderem an Trichophyton rubrum, Exophiala dermatitidis und Scopulari-
opsis brevicaulis, haben gezeigt, dass dieses Verfahren einen empfindlichen und schnellen Nachweis
von Melanin in Pilzen ermdéglicht.
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Einleitung Melanin wirkt als Pathogenitatsfaktor bei hu-

Melanine sind natirliche Pigmente und kénnen
als multifunktionale Polymere angesehen
werden. Sie kommen bei Menschen, Tieren,
Pflanzen, Bakterien und Pilzen in verschiede-
nen Formen vor [1]. Die Melanin-Wirkung in der
menschlichen Haut ist ambivalent: positiv als
Lichtschutz vor schadlicher UV-Strahlung der
Sonne und negativ bei Uberproduktion (Hyper-
pigmentierung).

Bei Uberproduktion treten vermehrt dunkle Fle-
cken in der Haut auf (Leberflecken und Som-
mersprossen), die bosartig zu schwarzem
Hautkrebs (Melanom) mutieren kénnen. Mela-
nine spielen aber auch bei Erkrankungen des
Menschen eine Rolle, die durch Melanin-
bildende Pilze verursacht werden (Mykosen).

11. Dresdner Sensor Symposium 2013

manpathogenen Pilzen, wie Cryptococcus neo-
formans oder Candida albicans, infrage, indem
es unter anderem an der Beseitigung von fir
den Pilz schadlichen reaktiven Sauerstoffspe-
zies beteiligt ist. Weiterhin erhéht dieses Pig-
ment bei Pilzen die Resistenz gegen DNA-
schadigendes UV-Licht [2]. Auf Grund ihrer
speziellen physikalischen und chemischen Ei-
genschaften, wie geringe L&slichkeit, fehlende
Kristallisierbarkeit und extrem geringe Fluores-
zenz, sind Melanine kompliziert zu diagnostizie-
ren und charakterisieren.

Bis jetzt wurde Melanin makroskopisch durch
die braunliche Verfarbung der Pilzkolonien, mit
Hilfe von Melanin-Antikérpern Gber ELISA (En-
zyme-Linked Immunosorbent Assay) nachge-

391



wiesen oder aufgrund seiner paramagnetischen
Eigenschaften mit Magnetresonanztomographie
(MRT) diagnostiziert. Mittels konventioneller
Fluoreszenzuntersuchung ist Melanin in nativen
Pilzen und generell in komplexen organischen
Strukturen nicht nachweisbar. Die Basis der
hier vorgestellten Detektion von Pilz-Melanin
bildet die speziell adaptierte, laser-basierte
Fluoreszenzmesstechnik, von LTB Lasertech-
nik, Berlin. Diese Detektion-Methode kombiniert
den nichtlinear-optischen Effekt einer stufen-
weisen Zweiphotonen-Absorption mit dessen
Induzierung durch einen Pulsdauer-optimierten
Farbstofflaser [3].

Material und Methode

14 Pilzstamme (Hefen, Schimmelpilze und
Dermatophyten) wurden auf 4 %-Sabouraud-
Glucose-Agar (4 % SGA) bei 27 °C fur 14 Tage
gezichtet. Drei Nagelproben stammen aus der
Routinediagnostik des Labors flr medizinische
Mikrobiologie, Mélbis. Zur Messung wurde ca.
10 mg Pilzmaterial ohne Substrat bzw. ca. 30
mg Nagelmaterial entnommen und auf einen
Glasobjekttréager 26 x 76 mm aufgetragen.

Auf der Basis eines neuen patentierten LTB
Verfahrens zur Melanomdiagnostik wurde der
Nachweis pilzlichen Melanins bei den verschie-
denen Pilzen durchgefuhrt. Das neue Verfahren
zur selektiven Messung der Melaninfluoreszenz
basiert auf der lasergestitzten Zweiphotonen-
anregung. Zur Anregung des Melanins werden
Nanosekunden-Laserimpulse bei 800 nm be-
nutzt. Diese bewirken im Melanin eine stufen-
weise Zweiphotonen-Absorption. Alle anderen
organischen Komponenten kénnen durch 800
nm Strahlung nur mittels einer simultanen
Zweiphotonen-Absorption zur Fluoreszenz an-
geregt werden. Somit wird die stérende Fluo-
reszenz aller Ubrigen Fluorophore weitgehend
unterdriickt und die ultraschwache Melaninfluo-
reszenz wird messbar. Dazu wird ein hochemp-
findliches Detektionssystem in Verbindung mit
einer malgeschneiderten Laseranregung und
Strahlfiihrung benutzt [4]. Dies ist in dem Mess-
system LIMES 16-P (LTB Lasertechnik Berlin)
realisiert (Bild 1).

Bild 1 Messsystem LIMES 16-P (LTB Lasertechnik
Berlin
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Ergebnisse und Diskussion

Die ersten Ergebnisse zur Detektion von Pilz-
Melanin mittels einer laser-basierten Fluores-
zenzmesstechnik sind in Bild 2 dargestellt.

Melanin-Nachweis

Wellenlznge [nm]

Proben

Bild 2 Darstellung der maximalen Fluoreszen-
Spektren des Melanins bei verschiedenen Pilzen und
Praxisproben

Wie die ersten Ergebnisse zeigen, unterschei-
den sich die Fluoreszenz-Spektren der ver-
schiedenen Pilzspezies voneinander. Die sehr
stark melaninhaltigen Pilze wie A. pullulans,
E. dermatitidis und S. brevicalius haben maxi-
male Melanin-Spektren ab 600 nm und
schwach melaninhaltige Pilze ab 500 nm. Bei
C. albicans konnte nur Autofluoreszenz (485
nm) und kein Melanin-Spektrum gemessen
werden. Die unterschiedlichen Spektren des
Farbpigmentes Melanin sowie deren Intensita-
ten koénnten gattungs- bzw. artspezifisch bei
den Pilzen sein. Weiterhin wurde festgestellt,
dass bei menschlichem gesunden Nagelmate-
rial sowie bei dem Substrat (4 % SGA), sowohl
bei der Ein- (Bild 3, dicke Kurve) als auch bei
der Zweiphotonenfluoreszenz (Bild 3, dunne
Kurve) nur Autofluoreszenz (485 nm) zu sehen
ist.

Bild 3 Ein-und Zweiphotonenfluoreszenz-Spektrum
des gesundes Nagelmaterials bzw. Substrates (4%
SGA)

Das infizierte Nagelmaterial mit Dermatophyten
zeigt nur bei der speziellen Zweiphotonenfluo-
reszenz eine deutliche Verschiebung des Fluo-
reszenzmaximums, wie z. B. 580 nm bei
T. rubrum (siehe Bild 3 und Bild 5, dinne Kur-
ve). Die herkdmmlichen Einphotonenfluores-
zenzspektiren zeigen kaum einen Unterschied
(Bild 3 bis Bild 5, dicke Kurve). Fir die medizi-
nische Pilz-Diagnostik ist diese Aussage inte-
ressant.
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Bild 4 Ein-und Zweiphotonenfluoreszenz-Spektrum
von T. rubrum auf Substrat (4% SGA)

AuBerdem zeigte das infizierte Nagelmaterial
im Vergleich zur Reinkultur auf Substrat eine
deutliche Steigerung des Melaningehaltes
(Vergleich Bild 4 und Bild 5).

Bild 5 Ein-und Zweiphotonenfluoreszenz-Spektrum
des mit T. rubrum infizierten Nagelmaterial

Méglicherweise spielt das Melanin auch bei
Dermatophyten als Pathogenitatsfaktor eine
Rolle.

Schlussfolgerung

Die Fluoreszenz von Melanin in der Zelle ist
aulerordentlich schwach. Liegt das Melanin im
Gemisch mit anderen organischen Komponen-
ten (z. B. Pigmente, Aminosduren und Proteine)
vor, so wird die schwache Melaninfluoreszenz
von der Fluoreszenz der anderen Komponenten
vollig Gberstrahlt und ist nicht zuganglich. Dies
gilt fir konventionelle Fluoreszenzmesstechnik
(z. B. Anregung der Fluoreszenz mit UV-
Strahlung, sog. Einphotonen-Anregung). Das
neue LTB-Verfahren zur selektiven Messung
der Melaninfluoreszenz basiert auf der laserge-
stltzten Zweiphotonenanregung bei 800 nm
und nutzt den Umstand, dass Ubliche Fluoro-
phore simultan absorbieren, Melanin hingegen
nach schrittweiser Absorption zweier Photonen
fluoresziert [5]. Mit dieser neuartigen, unkon-
ventionellen Fluoreszenztechnik gelingt in we-
nigen Minuten auch die selektive Messung der
Melaninfluoreszenz bei verschiedenen Pilzen.
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Weiterfilhrende Forschungsarbeiten sollen die
Relevanz und Nutzbarkeit der Fluoreszenz-
technik zum Nachweis und Charakterisierung
des pilzlichen Melanins in der medizinischen
Diagnostik z. B. zur Friherkennung von Derma-
tophyten oder Hautmykosen klaren. Bei Erfolg
kénnte direkt am Patienten das verdachtige
Haut- bzw. Nagelareal optisch untersucht wer-
den und unnétige Gewebeentnahmen und teil-
weise lange und psychisch belastende Warte-
zeiten auf den Befund entfallen
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