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EINFLUSS VON CYCLCHEXIMID AUF DIE STRAHLENEMPFINDLICHKEIT
VON SCHIMMELPILZEN.

ZUSAMMENFASSUNG
Es wurde die Strahlenempfindlichkeit verschiedener Fungi be-

stimmt, sowie der Einflun von Cycloheximid. Bei den strahlen-
empfindlichen Byssochlamys fulva und Penlclllium terrestre
zeigte eine Behandlung mit Cycloheximid vor der ¥-Bestrahlung
keine Sensibilisierung. Bei der radioresistenten Pullularia
pullulans brachte hingegen eine Vorbehandlung mit 20 /uq/ml
Cycloheximid eine deutliche Steigerung der Strahleneinwirkung.
Die Behandlung mit Cycloheximid nach der %-Bestrahlung zeigte
dagegen einen geringeren Effekt.

SCHL{)SSELWORTE
Strahlenempfindlichkeit, Cycloheximid, Byssochlamys fulva & -

2614, A - 3849, Penicillium terrestre, Pullularia pullulans,
ﬁLBestrahlung.

INFLUENCE OF CYCLOHEXIMIDE ON THE RADIATION SENSITIVITY OF
FUNGI.

ABSTRACT

The radiation sensibility of different fungi was determined
and the influence of cycloheximide on radioresistance was
tested., The radiation sensitive Byssochlamys fulva and Peni-
cillium terrestre were treated with cycloheximide before
¥-irradiation, but no sensitization could be found. The radio-
resistent Pullularia pullulans, however, pre-treated with

20 /ug/ml cycloheximide, showed an lncrease of the radiation
effect; this effect was much lower when the organisms were
treated after ¥-irradiation.
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-EINFLUSS VON CYCLOHEXIMID AUF DIE STRAHLENEMPFINDLICHKEIT
VON SCHIMMELPILZEN

1. EINLEITUNG

Unter den Mikroorganismen, die auf Friichten vorkommen und den
verderb von Fruchtkonserven verursachen kdnnen, befinden sich
die besonders strahlenresistente Pullularia pullulans (RuBtau),
die hitzeresistente Byssochlamys fulva und das auch im Boden
vorkommende Penicillium terrestre. Die Ascosporen von Byssoch-
lamys fulva ktnnen bei den {iblichen Pasteurisationsverfahren
von Fruchtprodukten nicht unschddlich gemacht werden (CLLIVER
und RENDLE 1934, HULL 1939). Pullularia pullulans ist unter
anderem auch flir die Verfdrbung von Holz verantwortlich und
wird aber auch mit pathologischen Erscheinungen beim Menschen
im Zusammenhang gebracht (MERDINGER et al 1968}.

pDas Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Untersuchung,
ob diese Mikroorganismen durch Hemmstoffe der Proteinsynthese
wie Cycloheximid gegeniliber einer ¥-Bestrahlung sensibilisiert
werden kbnnten. Bereits CABELA et al (1967) fanden ndmlich
bel Untersuchungen an Saccharomyces cerevisiae einen syner-

gistischen Effekt von Cycloheximid und Gammastrahlen.

2. MATERIAL UND METHODEN

2,1, Mikroorganismen

Byssochlamys fulva: wurde von der Northern Utilisation
Regsearch and Development Division (NRRL), U.S., Department of

Agriculture, Peoria, Illinois zur Verfiligung gestellt; flir die



Konidiengewinnung wurde der Stamm A -~ 2614 und fiir die Asco-
sporenziichtung der Stamm A - 3849 verwendet.

Penicillium terrestre (JENSEN): wurde aus Apfelsédften
{(Klosterneuburg) isoliert und vom Centraalbureau voor
Schimmelkultures in Baarn (Holland) als solches identifiziert.
Pullularia pullulans: hierbei handelte es sich um einen didni-
schen Stamm, der uns freundlicherweise von C. Emborg zu Ver-

fiigung gestellt wurde.

2.2. Cycloheximid
Cycloheximid, das 3-(2-{(3,5 Dimethyl-oxocyclohexyl}-2 hydroxy-
dthyl)-glutarimid, wurde erstmals in Kulturfiltraten von

Streptomyces entdeckt und erwies sich als sehr wirksam qgegen
Hefen und Fungi (WHIFFEN 1948). Wihrend Bakterien gegen diese
Substanz weitgehend unempfindlich sind, kann fiir bestimmte
Fungi eine Wachstumshemmung bereits ab einer Konzentration
von 0,2 /ug/ml beobachtet werden [(WHIFFEN 1948). Cycloheximid
hemmt vor allem die Protein- und DNA-Synthese, die RNA-Syn-
these erst nach ldngerem Einwirken (BRADLEY 1962, KERRIDGE
1958} .

2.3, Strahlengquelle
Als Strahlenquelle stand eine

60Co-Gammacell 220 mit einer

Dosisleistung von 460 krad/h zur Verfiigung. Die zu bestrah-
lenden Proben wurden in einem mit Eiswasser gefiillten Be-

hdlter in die Bestrahlungsposition gebracht.

2.4, Ndhrmedien und Anzucht

Die Blastosporenziichtung von Pullularia pullulans wurde in
einer Bakto-Potato-Dextrose-Broth von Difco (24 g/1 pH 5,2)
durchgefiihrt. Die beimpfte Ndhrl&sung wurde beil 24°¢ iiber
Nacht geschiittelt.

Die Konidienbildung von Byssochlamys fulva erfolgte in
einem Sporulationsndhrmedium (10 g Glucose, 1 g KH2P04,

0.25 g MgSO4.7H20, 0.06 g NaNOB, 0.62 g CaC12.2H20, C.234 mg
CuS0,. 5 H,0 6.32 mg Fes0,. 7H,0, 1.1 mg ZnSO,. 7H,O und



3.5 mg MnC12.4H20/1OOOm1 aqua dest.;pH 4,5) bei 30°% im
Schiittler iiber einen Zeitraum von 4 bis 7 Tagen.

Die Ascosporenzlichtung wurde auf Sabouraud-Glucose Agar (2%)
durchgefiihrt. Die Ziichtung der Ascosporen wurde wdhrend 4
Tagen bei 37°% vorgenommen. Nach dieser Zeit wurde die Tem-
peratur auf 20-22% gesenkt und nach 2 bis 3 Wochen die
Sporen geerntet. Zur Gewinnung einer Suspension von Einzel-
sporen wurde die von PARTSCH (1969) entwickelte Methode an-
gewandt.

Die Ziichtung von Penicillium terrestre erfolgte auf Bacto-
Potato-Dextrose~5Schridgagarkulturen bei 30°%.

2.5. Methodik

Um eventuelle Einflilisse der verschiedenen Ndhrsubstrate aus-

zuschalten, wurden die Sporen nach Abzentrifugieren und
Waschen in 0,1 M Citratpuffer aufgenommer.

Die Bestrahlung wurde beil OOC {Eisbad, ohne Ausschluf von
Sauerstoff) durchgefilhrt. Die Behandlung mit Cycloheximid
erfolgte entweder unmittelbar vor {Vorbehandlung) oder nach
(Nachbehandlung) der Bestrahlung, Flir die Vorbehandlung wurde
die Sporensuspension mit Cycloheximid (20 bzw. 40 /ug/ml) 1
stunde bei 27°C unter heftigem Schiitteln inkubiert. Nach dem
Abzentrifugieren und Waschen wurden die Sporen in Citrat-
puffer bestrahlt, anschliefiend auf Agarplatten ohne Cyclo-
heximid aufgebracht und bei 30°c bebriitet,

Filr die Nachbehandlung wurden die Zellsuspensionen unmittel-
bar nach der Bestrahlung auf Agarplatten, die 20 /ug/ml
Cycloheximid enthielten, aufgebracht.

Als Kontrollproben wurden die Sporensuspensionen anstelle
der Strahlenbehandlung eine gleich lange Zeit im Eisbad be~
lassen,



3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Tabelle 1: Einfluf verschiedener Konzentrationen wvon
Cycloheximid auf das Uberleben von Sporen.

Kanzen- berlebende Sporen nach 3tdgiger

tration Einwirkungszeit {(in %)

(in ,uq/ml) -

/ Pull.pull, Byss.f. Pen.terr. Byss.f.
{Blasto- 2614 3849
sporen) {Konidien) {Konidien) (Ascosporen)

20 68 18 90 77
30 15 21 55
40 9 12 16

Ascosporen von Byssochlamys fulva zeigten sich wesentlich re-
sistenter als deren Konidien und auch resistenter als die
Blastosporen von Pullularia pullulans gegeniiber Cycloheximid
(siehe Tab. 1). Am empfindlichsten waren dabei die Konidien
von Byssochlamys fulva 2614, die nach dreitdgiger Einwirkung
von Cycloheximid mit 20 /ug/ml bereits stark reduziert und

mit 30 /ug/ml vollstédndig abget&tet waren.

Gegenliber BLBestrahlung erwiesen sich Byssochlamys fulva so-
wie Penicillium terrestre als duBerst empfindlich (LD90 Werte
von 80 krad), Pullularia pullulans hingegen als sehr resistent
{(siehe Abb. 1), Die Fraktion {iberlehender Blastosporen nimmt
nach reiner KLBestrahlung mit steigender Strahlendosis bis zu
einer Dosis von 500 krad nur langsam, erst bei hBheren Dosen
stédrker ab. Einen deutlichen Effekt, besonders bei niedrigeren
Strahlendosen, ergibt hier eine Vorbehandlung mit 20 /ug/ml
Cycloheximid.

Eine Erh&hung der Cycloheximidkonzentration auf 40 /ug/ml zeigt
nur mehr einen geringen zusdtzlichen EinfluB,

Nahezu keine Auswirkung auf das iberleben nach ¥-Be=ztrahlung



zeigt Cyclohe<imid bei den radiosensitiven Sporen, wie Koni-
dien und Ascosporen von Byssochlamys fulva und Penicillium
terrestre, aber einen deutlich synergistischen Einfluf auf
die radioresistenten Blastosporen von Pullularia pullulans.
Eine einstlindige Vorbehandlung mit dieser Verbindung bewirkt
dabei einen deutlich.stérkeren Effekt, als eine Wachbehand-
lung. Dies und vor allem das Verschwinden der Schulter im
niedrigen Dosisbereich der Uberlebenskurve nach ¥-Bestrah-
lung 138t auf eine weitgehende Blockierung der DNA-Repara-
turprozesse schliefien, wodurch gerade die strahlenresistenten
Zellen wesentlich empfindlicher gegeniiber Strahleneinwirkung

werden.
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Abbildung 1: Fraktion {iberlebender Sporen von Pullularia
pullulans, Byssochlamys fulva 2614, bzw. 3849
und Penicillium terrestre, nach ¥-Bestrahlung
bzw. Kombination derselben mit Cycloheximid-
hehandlungen.
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