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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Geschichte

Die Entdeckung der menschlichen Haarbalgmilbe gelang dokumentiert erstmals 1841 dem
Franzosen M. Berger im Cerumen des dulReren Gehorgangs, der jedoch seine Ergebnisse erst
vier Jahre spater in der Akademie der Wissenschaften in Paris veroffentlichte (Berger 1845). Er
ordnete die Milbe systematisch falschlicherweise dem Stamm der Tardigrada (Béartierchen) zu.

Der deutsche Pathologe und Anatom F. Henle beschrieb kurze Zeit spater bei seinen
Untersuchungen der Driisen des Gehorgangs ebenfalls einen in den Drisengdngen
vorkommenden ,Wurm®, den er als Parasiten einordnete, sich jedoch beziiglich der Systematik
nicht sicher war (Henle 1841). Er regte ebenso den Physiologen J. Miescher dazu an die Milbe
zu erforschen (Miescher 1843).

Der deutsche Dermatohistopathologe G. Simon ordnete 1842 das Tier erstmals richtig als Milbe
ein (Simon 1842a). In einer zweiten Veroffentlichung im gleichen Jahr beschrieb er die Spezies
detailliert (Simon 1842b), unterschied jedoch nicht zwischen zwei morphologisch
unterschiedlichen Formen mit rundem und spitzem Schwanzende und unterschiedlicher
Korperlange.

Im Jahr 1843 wurde durch den Biologen R. Owen der bis heute Ubliche systematische Name
Demodex folliculorum eingefiihrt (Owen 1843).

Ein Jahr spater berichtete Tulk Gber dhnliche Milben in der Haut des Hundes (Tulk 1844).
Zahlreiche weitere Wissenschaftler befassten sich mit der Milbe, férderten jedoch nur wenig
Neues zutage (Gmeiner 1908).

Uber 120 Jahre nach der Erstbeschreibung erkannte L. Akbulatova das Vorliegen zweier
distinkter Subspezies und schlug die Namen Demodex folliculorum longus et brevis vor, wobei
ihr zu Ehren jedoch die neu entdeckte Subspezies Demodex brevis (AKBULATOVA) genannt wurde
(Akbulatova 1963). C. Desch und W. Nutting beschrieben detailliert die Unterschiede von
Demodex folliculorum (SimoN) und Demodex brevis (AKBULATOVA) (Desch and Nutting 1972).

1.2 Natiirliches Vorkommen und Phylogenie

Demodex folliculorum und Demodex brevis konnen nicht nur morphologisch anhand von
Korperlange und Schwanzende (unzureichend) unterschieden werden, sondern besiedeln auch
unterschiedliche o©kologische Nischen der Haartalgdriseneinheit — wahrend Demodex
folliculorum den Haarfollikelschaft nahe der Hautoberflache besiedelt, sind Demodex brevis
Milben am Eingang zur oder in der Talgdriise zu finden (Desch and Nutting 1972). Es ist
anzunehmen, dass ihre kleinere, gedrungenere Morphologie das tiefere Eindringen erleichtert.

Obwohl die humanen Demodex-Milben meist nur Vellus-Haartalgdriiseneinheiten besiedeln
und damit auf makroskopisch haarloser Haut vorkommen, besiedeln Demodex-Milben anderer
Saugetierarten auch vollstandig mit Terminalhaar bedeckte Bereiche.
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Hierbei zeigt sich eine ausgepragte Wirtsspezifitdt, wobei fast jede bislang beschriebene
Sdugetierart zwei oder mehr Milbenspezies auf sich vereint (analog zu D. folliculorum et brevis
beim Menschen).

Uber 140 verschiedene Demodex-Spezies sind bislang bekannt, unter anderem auf Wirten wie
Hund, Katze, Meerschweinchen, Hase, Hamster, Maus, Ratte, Frettchen, Dachs, Igel, Schaf,
Ziege, Rind, Schwein, Hirsch, Krallenaffen, Fledermaus, Koala, Waschbar, Bar, Panda, Lama,
Lowe, Tiger, Gurteltier, Buffel, Antilope und Seeléwe (Desch 2009; Ferrer et al. 2014).

Es gibt nur vereinzelt Berichte liber eine Demodex-Besiedlung von Fehlwirten, beispielsweise
von Demodex canis (Demodexmilbe des Hundes) bei einem Frettchen (Zewe et al. 2017).

Die weite Verbreitung der Milben im Tierreich lasst eine sehr friilhe Besiedlung der ersten
behaarten Tiere schlieRen. Amnioten (Nabeltiere), die Vorfahren von Vogeln, Reptilien und
Saugetieren, entwickelten sich vor etwa 300 Millionen Jahren und mussten sich zum Schutz vor
Wasserverlust an Land anpassen. Hierzu entwickelten sie das Stratum corneum (Hornschicht)
der Epidermis.

Im weiteren Verlauf entwickelten die Sauropsiden, Vorldufer von Végeln und Reptilien, eine a-
keratinisierte Schicht tGber der B-Keratinschicht, aus der Federn und Schuppen hervorgingen.
Die Theropsiden, Vorldufer der Saugetiere, entwickelten Protohaare, welche einerseits die
mechanische Belastbarkeit der Haut erhohten, andererseits eine verbesserte
Thermoregulation ermoglichten.

Die ersten Haare entwickelten Sdugetiere vor etwa 210 Millionen Jahren. Der geringe
molekulargenetische Unterschied verschiedener Demodex-Spezies lasst Rlickschllsse zu, dass
die erste Besiedelung von Saugetieren mit Demodex-Milben bzw. deren Vorlaufern bereits vor
100 bis 200 Millionen Jahren stattfand (Ferrer et al. 2014).

Diese sehr lange Mikroben-Wirt-Beziehung erkldrt auch die Tatsache, weshalb Demodex
folliculorum naher auf genetischer Ebene mit Demodex canis verwandt ist als mit Demodex
brevis (Hu et al. 2019; Sastre et al. 2016).

1.3. Anatomie

1.3.1. Entwicklung

Der Lebenszyklus der Demodex-Milbe wurde detailliert von Spickett beschrieben, indem er die
einzelnen Stadien und die Zeit bis zur Hautung dokumentierte. Die Milben kopulieren am
Eingang der Hautpore, woraufhin sich die schwangere, weibliche Milbe in die
Haartalgdriiseneinheit begibt und nach etwa 12 Stunden ein Ei legt. 60 Stunden nach Eiablage
schliipft die sechsbeinige Larve und hadutet sich nach 36 Stunden zur sechsbeinigen
Protonymphe. Larve und Protonymphe bewegen sich nur wenig aktiv und werden mit dem
Fluss des Sebums in Richtung Porenausgang befordert. Nach 72 Stunden hautet sich die
Protonymphe zur achtbeinigen Deutonymphe. Diese bewegt sich moglicherweise bereits aktiv
Uber die Hautoberflache zu weiteren Poren und besiedelt diese. Im Follikel hdutet sie sich nach
60 Stunden zum adulten Tier. Die weiblichen Tiere verweilen im Poreneingang zur Kopulation,
wohingegen mannliche Tiere vermutlich auch aktiv lGber die Hautoberflache weitere Poren
besiedeln. Nach der Eiablage tief im Follikel wandert das weibliche Tier wieder zum
Poreneingang fiir weitere Kopulationsakte, wobei die Gesamtlebensdauer des adulten Tieres
auf 120 Stunden geschatzt wird. Die gesamte Lebensdauer betragt somit etwa 348 Stunden
bzw. 14,5 Tage (Spickett 1961b).
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Eine Veroffentlichung aus dem gleichen Jahr beschrieb bei der Demodex-Milbe des Hamsters
ein in vitro Uberleben von 51 Tagen (Nutting and Rauch 1961).

Beide humanen Demodex-Spezies verfligen Uber drei Korperabschnitte: Gnathosoma
(Nahrungsaufnahme und Sensorik), Podosoma (Fortbewegung und Fortpflanzung) und
Opisthosoma (Nervensystem, Verdauung und Speicherfunktion) (Desch and Nutting 1977).
Ein aktives Herz-Kreislauf-System oder Organe fir die Atmung existieren nicht (Desch 1973).

Demodex folliculorum ist langer als Demodex brevis (langste Exemplare 436 um vs. 251 um) und
hat ein abgerundetes, D. brevis ein spitzes Schwanzende (Desch and Nutting 1972).

1.3.2. Gnathosoma

Das Gnathosoma (gr. gnathos ,Kiefer” und soma ,Korper”) bildet den den kaudalen
Korperabschnitt und dient der Nahrungsaufnahme und der Sensorik. Die Mundwerkzeuge der
Milben werden Cheliceren (Kieferfiihler) genannt und kommen bei allen Chelicerata
(Kieferklauentrager) vor. Die paarigen, stilett-artigen Cheliceren sitzen in einer irregular
geformten praoralen Kavitdt. Sie konnen zur Nahrungsaufnahme durch eine schlitzartige
Offnung ausgefahren werden um Zellen zu punktieren und deren Inhalt auszusaugen. Lateral
liegende Pedipalpen (lat. pes ,FuR” und palpus ,Taster”) dienen zum Bewegen der Nahrung
und sind reichlich mit Sinneszellen zum Flhlen, Riechen und Schmecken ausgestattet.

Paarige Speicheldriisen miinden in die praorale Kavitat und ermdoglichen den Verdau. Die
Speicheldriisen selbst liegen weiter kaudal im Podosoma. Der Saugvorgang wird durch
Muskelkontraktion des Pharynx-Bulbus ermoglicht, welcher mikroskopisch als hufeisenférmige
Struktur erkennbar ist. Er beférdert die Nahrung weiter in den 1 um weiten Osophagus, der
durch das Podosoma verlauft, das Synganglion durchdringt und in den Verdauungstrakt des
Opisthosomas miindet (Desch 1989; Desch and Nutting 1972).

1.3.3. Podosoma

Das Podosoma (gr. pous ,,Ful” und soma , Korper”) ist mit vier seitlichen FuBpaaren besetzt,
die ventral von den Epimeralplatten gestiitzt werden. Durch ein chitindses Exoskelett besitzen
sowohl Gnathosoma als auch Podosoma eine grofRere Festigkeit als das eher elastische
Opisthosoma. Die FiiBe sind mehrgliedrig und werden von verschiedenen Autoren als drei- bis
flinfgliedrig beschrieben. Sie sind distal mit Klauen besetzt.

Weibliche Tiere haben zwischen/hinter den 4. Epimeralplatten ventral eine schlitzférmige
Offnung, die Vulva. Mannliche Tiere besitzen dorso-anterior eine Offnung, durch die der
halbkreisformige Aedaegus (Penis) protrahiert werden kann.

Kommt es zur Kopulation, missen sich die Tiere also dorso-ventral zueinander positionieren,
um den Geschlechtsakt zu ermdglichen (Desch and Nutting 1972; Gmeiner 1908; Hirst 1919;
Stromberg and Nutting 1972).

1.3.4. Opisthosoma

Das Opisthosoma (gr. opiso ,,hinten” und soma ,Kérper”) stellt den kaudalen Kérperabschnitt
dar. Am Ubergang von Podosoma zu Opisthosoma liegt das Synganglion, das zentrale
Nervensystem der Milben. Es ist meist schon lichtmikroskopisch zu erkennen und hat oft eine
charakteristisch herzférmige Gestalt. Der Osophagus verlduft durch das Synganglion.
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Fluoreszenzmikroskopisch stellt sich bei DAPI-gefarbten Milben das Synganglion sehr
zellkernreich dar, wurde aber in der Literatur falschlicherweise als befruchtete Eizellen
gedeutet, vermutlich wegen der raumlichen Nahe zur Vulva (Jahns and Alexeyev 2012).

Der Uterus verlauft von der Vulva nach dorso-posterior, was vor allem bei schwangeren Tieren
durch die Lage des Eis gut beobachtet werden kann. Bei nicht schwangeren Tieren ist der Uterus
lichtmikroskopisch nicht zu erkennen.

Der Verdauungstrakt wurde in elektronenmikroskopischen Studien beschrieben. Der
Osophagus miindet im kranialen Opisthosoma, wo die vorverdaute Nahrung durch Typ | Zellen
resorbiert wird. In den hinteren zwei Dritteln des Opisthosomas finden sich Typ Il Zellen, welche
viele zytoplasmatische Lipidtropfchen beinhalten und kaudal sehr mitochondrienreich sind.

Neben den kleineren, kettenartig angeordneten Lipidtropchen finden sich groRere,
kugelformige Kompartimente, die den Turgor der Milbe aufrechterhalten. Daneben sind
,Pigment-Granula® beschrieben, die mutmaRlich die Ablagerung von stickstoffhaltigen
Stoffwechselendprodukten darstellen (im Sinne eines Kristallisationskeims). Diese Annahme
begriindet sich vermutlich auf der Tatsache, dass die Milben keinen Anus besitzen und somit
keine Stoffwechselendprodukte ausscheiden kénnen.

Zwar findet sich ventral-posterior eine Offnung, welche als ,,opisthosomal organ” bezeichnet
wird, diese endet jedoch nach wenigen Mikrometern blind und ist bei Demodex brevis nicht
angelegt, weshalb ihr keine praktische Funktion beigemessen wird (Desch 1989; Desch and
Nutting 1972, 1972; Hirst 1919; Nutting 1976a; Pajarre and Peura 1977; Stromberg and Nutting
1972).

100 um

Abbildung 1: Ubersicht der anatomischen Verhiltnisse der Demodex-Milbe (modifiziert nach (Nutting et al. 1979))
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1.4. Endobakterien

Mehrere bakterielle Spezies wurden als Endosymbiont der Demodex-Milbe vorgeschlagen.
Schon 1961 hat Spickett im Verdauungstrakt der Milben saurefeste Bakterien nachgewiesen
und duBerte die Vermutung, dass Demodex spp. ein Vektor fiir Lepra sein konnte (Spickett
1961a).

Lacey et al. isolierten 2007 das Bakterium Bacillus oleronius aus den Milben, wobei jedoch die
Methodik nur unzureichend beschrieben und keine Technik zur Dekontamination des
MilbenduReren erwahnt wurde (Lacey et al. 2007).

Wie auf allen Grenzflachen beschreibt die Literatur auch beim Chitin-Exoskelett der Milbe, dass
Bakterien hier sehr fest adherieren konnen, was eine aufRerliche Dekontamination unerlasslich
erscheinen lasst (Nutting 1976b).

Auch weitere Bacillus-Spezies sind in der Literatur beschrieben Demodex-assoziiert zu sein.
Tatu et al. isolierte einen Bacillus simplex Stamm aus Demodex-Milben (Tatu et al. 2016a), im
selben Jahr mit derselben Methodik auch einen Bacillus cereus Stamm (Tatu et al. 2016b). Im
Jahr danach beschrieben sie wiederum einen Bacillus pumilus Stamm (Tatu et al. 2017).
Allerdings finden sich Bacillus spp. Bakterien ubiquitar in der Umwelt und die obigen Ergebnisse
wurden bislang nicht reproduziert.

1.5. Potenzielle Humanpathogenitit und assoziierte Krankheiten

1.5.1. Extraktionsverfahren

Um Demodex-Milben zu sammeln haben sich verschiedene Methoden etabliert, wie das
Ausdriicken von Poren per Hand, mittels eines Komedonenextraktors, mittels Klebeband, die
»skin surface biopsy method” von Marks und Dawber (Marks and Dawber 1971) und die
,improved standardized skin surface biopsy method” (Lacey et al. 2016).

Hierdurch gewinnt man milbenhaltiges Sebum und Talg, alle weiteren Schritte erfordern die
mikroskopische Inspektion der Probe. Dadurch lassen sich dann einzelne Milben handisch
mithilfe von Nadeln, fein ausgezogenen Glaskapillaren, feinen Skalpellen oder speziellen
Instrumenten (z.B. der Moria Feinpinzette, FST, Deutschland) isolieren.

Die Technik kann optimiert werden, jedoch bendétigen auch gelibte Wissenschaftler hierbei 2
bis 5 Minuten pro einzelne Milbe (eigene Beobachtungen), was die wissenschaftliche
Untersuchung einer grofReren Anzahl von Milben extrem erschwert.

1.5.2. Primare Demodikosen

Eine primare Demodikose besteht, sofern keine vorbestehenden oder zeitgleich auftretenden
entzlindlichen Hautkrankheiten, wie Akne, Rosazea oder periorale Dermatitis, vorliegen, die
Anzahl an Demodex-Milben auf der erkrankten Haut erhoht ist (> 5 Milben/cm?) und sich die
Erkrankung mit Akariziden zufriedenstellend therapieren ldsst.



Einleitung

Klinisch treten primare Demodikosen meist nach dem 40. Lebensjahr auf, betreffen das Gesicht
(meist perioral, periorbital und periaurikuldr), sind gruppiert und asymmetrisch verteilt mit
Satellitenldsionen und sind eher asymptomatisch bzw. jucken nur leicht (im Gegensatz zu
Rosazea mit Uberwdrmung, Flushing und Missempfindungen).

Es lassen sich drei Formen der primaren Demodikose unterscheiden: Pityriasis folliculorum,
rosazea-ahnliche (rosaceiforme) bzw. periorale/periorbitale/periaurikuldre dermatitis-dhnliche
Demodikose und granulomatdse bzw. nodulozystische Demodikose.

Sonderformen beziiglich der Lokalisation stellen die okuldre und aurikuldre Demodikose dar
(Chen and Plewig 2014).

1.5.2.1. Pityriasis folliculorum

Pityriasis folliculorum duRert sich in feinen, weilllichen, spitzen Veranderungen der Haarfollikel
des Gesichts, die isoliert, aber in Gruppen auftreten. Es konnen umgebend eine leichte
Entziindung, R6tung und Brennen auftreten. Die tastbaren spitzen Follikelveranderungen sind
moglicherweise die kaudalen Opisthosomata der Milben, die aus den Poren herausragen (Ayres
1930; Chen and Plewig 2014).

1.5.2.2. Rosazea-dhnliche Demodikose

Papulopustulése Hautveranderungen des Gesichts, ohne Vorbestehen von inflammatorischen
Dermatosen, sprechen fiir eine rosazea-ahnliche Demodikose. Sie kénnen je nach betroffenem
Areal noch weiter unterteilt werden: Pradilektionsstellen sind perioral, periorbital und
periaurikuldr, wobei sie auch nur einseitig auftreten konnen (Chen and Plewig 2014).

1.5.2.3. Granulomatose Demodikose

Treten Granulome, Abszesse, Knoten oder Zysten auf, handelt es sich um eine granulomatose
bzw. nodulozystische Demodikose. Wie auch bei Acne conglobata besteht hierbei das Risiko
von bleibender Narbenbildung. Es handelt sich um eine schwere Entziindungsreaktion mit
inflammatorischen (peri)follikularen Infiltraten und Eiteransammlung (Chen and Plewig 2014).

1.5.3. Sekundare Demodikosen

Treten Hautldasionen durch Demodex-Milben infolge einer anderen Erkrankung oder
Immunsuppression auf, handelt es sich per definitionem um eine sekundare Demodikose. Meist
kommen diese bei Patienten mit schwer geschadigtem Immunsystem (HIV, Leukdmie) oder
Patienten mit immunsuppressiver Medikation (Glukokortikoide, DMARD:s,
Calcineurininhibitoren) auf.

Auch einige inflammatorische Dermatosen (periorale Dermatitis, papulopustuldre Rosazea,
seborrhoische Dermatitis, Steroid-Dermatitis), therpeutische MaBnahmen (Therapie mit EGFR-
Inhibitoren, UV-Phototherapie), Hauttumoren (melanozytische Naevi, Basalzellkarzinom des
Augenlids, Mycosis fungoides) und chronisches Nierenversagen kénnen zu sekundaren
Demodikosen fiihren.

Im Gegensatz zu den primaren Demodikosen kdnnen sekundare bereits friher im Leben
auftreten, zeigen eine diffusere Verteilung, die auch den Korperstamm betreffen kann, und
gehen mit ausgepragteren Entziindungszeichen einher (Chen and Plewig 2014).

1.5.4. Therapeutische Ansatze

Zur Therapie der Demodikose gibt es keine zugelassenen Humanarzneimittel, daher erfolgt die
Behandlung immer off-label. Meist werden hierzu Wirkstoffe gegen Ektoparasitosen, wie die
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Kratze (ausgeldst durch die Scabies-Milbe Sarcoptes scabiei) oder Kopf- bzw. Filzlause
(Pediculus humanis capitis/corporis bzw. Pthirus pubis) eingesetzt.

Als selektives Akarizid ist Ivermectin (aus der Gruppe der Avermectine) in der Regel Mittel der
ersten Wahl und wird als Einmalgabe gewichtsadaptiert verabreicht. Es kann ebenso topisch
zur Anwendung kommen.

Weitere topische Arzneimittel zur Behandlung der Demodikose sind Permethrin (Pyrethroide),
Malathion  (Thiophosphorsaureester), Lindan  (polychlorierte  Kohlenwasserstoffe),
Benzylbenzoat und Crotamiton (mit dualer, juckreizlindernder Wirkung). Ebenso werden
versuchsweise Rosazea-Praparate mit anti-inflammatorischer und/oder antibiotischer Wirkung
(auf den bakteriellen Endosymbionten) angewendet, wie Doxycyclin (Tetracycline),
Clarithromycin (Makrolide), Metronidazol (Nitroimidazole), Azelainsdure (Dicarbonsauren).
Moxidectin (Milbemycine), das erst seit Mitte 2018 zur Anwendung am Menschen in den USA
zugelassen ist, konnte ebenfalls zur Anwendung kommen, da es bereits fiir die canine
Demodikose zugelassen ist (Chen and Plewig 2014).

Neben verschiedenen Avermectinen, Pyrethroiden, Thiophosphorsaureestern, werden bei der
veterinarmedizinischen Behandlung von Demodikosen vor allem Isoxazoline, wie Afoxolaner,
Fluralaner, eingesetzt. Daneben existieren weitere Wirkstoffe aus den Gruppen der Amidine
(Amitraz), Phenylpyrazole (Fipronil) und Carbamate (Propoxur) (Fourie et al. 2013; Lebon et al.
2018; Mount et al. 1975; Mueller et al. 2012; Perego et al. 2019).
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2.1. Fragestellung und Zielsetzung

In der Veroffentlichung ,Efficient isolation and observation of the most complex human
commensal, Demodex spp.” wird das grundlegende Problem angegangen, dass man aufgrund
eines fehlenden Herz-Kreislauf-Systems sowie fehlender aktiver Atmung zur Beurteilung der
Viabilitdt der untersuchten Milben stets darauf angewiesen ist die Bewegung einzelner
Gliedmalien abzuwarten. Ebenso kdnnen Milben bis dato nicht in groBerer Anzahl prapariert
werden, um sie beispielsweise in Experimenten einzusetzen. Sie missen sequenziell von Hand
einzeln isoliert und prapariert werden, was einen sehr zeitaufwandigen Prozess darstellt (Desch
1973; Lacey et al. 2016).

2.2. Methodik

Die Milben wurden aus Hauttalg-Proben und Hautabschabungen der Diagnostik-Abteilung der
Klinik und Poliklinik fir Dermatologie und Allergologie der Ludwig-Maximilians-Universitat
Minchen gewonnen. Die Nutzung dieser anonymisierten Proben, die bereits die Diagnostik
durchliefen, wurde von der lokalen Ethikkommission bewilligt (Projekt 17-450 UE). Die Proben
wurden feucht gelagert und noch am selben Tag der Entnahme verwendet. Es wurde nicht
zwischen den Subspezies D. folliculorum und D. brevis unterschieden.

Die Hellfeld- und Fluoreszenzmikroskopie wurde mittels eines invertierten Axio Observer 7
Mikroskops (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) durchgefiihrt und mit der ZEN Imaging
Software (Zeiss) dokumentiert. Fir die Fluoreszenzmikroskopie wurden blaue (DAPI, Filterset
02 und 49, Zeiss), grine (GFP, Filterset 38, Zeiss) und rote (PI, Filterset 43, Zeiss) Filter
verwendet. Die Milben wurden nativ und fluoreszenzgefarbt (Propidiumiodid) untersucht.

In der Veroffentlichung wurde zur Batch-Isolation grolRerer Milbenanzahlen eine Sucrose-
Gradientenzentrifugation durchgefiihrt, wobei das Sebum zuerst in Natriumdodecylsulfat mit
10% Ethanol resuspendiert und anschlieend vorsichtig auf ein Sucrosegradienten-Réhrchen
mit 32, 16, 8, 4 und 2% Sucroseldsung pipettiert wurde. Nach der Zentrifugation wurde die
Milben-enthaltende Phase (zwischen 4 und 8%) abpipettiert und iber einen Transwell-Einsatz
filtriert.

Die so gewonnenen Milben wurden daraufhin in L-15 Medium inkubiert und einmal taglich fir
30 Minuten mit einer Propidiumiodidlésung (5 pg/ml in L-15 Medium) gefarbt, um ihre
Viabilitat zu beurteilen. Hierbei fluoreszieren die podosomalen Zellkerne toter Milben intensiv
rot unter UV-lllumination. Die Viabilitdt wurde zusatzlich tiber die Bewegung der Beine und
Cheliceren beurteilt.

2.3. Ergebnisse und Diskussion

Durch die Gradientenzentrifugation einer durch Tensid und Ethanol aufgeschlossenen
Sebumprobe lassen sich rasch groRe Mengen von Milben mit wenigen Kontaminationen, wie
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Hautzellen und Sebumreste, gewinnen. Hierbei wurden bis zu 320 Tiere aus 5,2 mg Sebum
gewonnen. Die Milben wurden durch die Methode nicht oder nur wenig negativ beeinflusst,
sodass das Verfahren der konventionellen manuellen Extraktion tGberlegen ist, sofern viele
Tiere bendtigt werden.

Die Viabilitatsanalyse mittels Propidiumiodid erlaubt zudem erstmals die rasche Beurteilung
grofRer Zahlen von Tieren, ohne dass hierfiir auf die Bewegung eines jeden Tieres gewartet
werden muss. Die gewonnenen Kaplan-Meier-Plots zeigten, dass die neue Methodik mittels
Avital-Farbung keine negative Auswirkung auf die Milben hat.

Die Etablierung dieser Methoden erlaubt der Wissenschaft erstmals grofRere Screening-
Untersuchungen, beispielsweise der Toxizitdt von Akariziden, durchzufiihren und die Milben
dabei im Batch-Verfahren zu isolieren und potenziell sogar automatisiert hinsichtlich ihrer
Viabilitat zu analysieren.

2.4. Arbeitsanteil

Die Veroffentlichung wurde von mir, Benjamin Clanner-Engelshofen, konzipiert, designt und
experimentell durchgefiihrt, ebenso wurden die gewonnenen Daten von mir analysiert und
interpretiert. Das Manuskript wurde in seiner ersten Fassung von mir geschrieben, nach
Vorschlagen der Ko-Autoren revidiert und zur Publikation eingereicht.

Die Ko-Autoren Prof. Dr. Dr. Thomas Ruzicka und PD Dr. Markus Reinholz haben zur
Durchfiihrung der Experimente beraten und Hilfestellung gewahrt, das Manuskript kritisch
revidiert und die wissenschaftliche Infrastruktur bereitgestellt.

Efficient isolation and observation of the most complex human commensal, Demodex spp.
Veroffentlicht in:

Clanner-Engelshofen BM, Ruzicka T, Reinholz M: Efficient isolation and observation of the most
complex human commensal, Demodex spp. Exp Appl Acarol. 2018 Sep;76(1):71-80.

DOI: 10.1007/s10493-018-0289-0
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3. Veroffentlichung Il

3.1. Fragestellung und Zielsetzung

In der Veroffentlichung ,Corynebacterium kroppenstedtii subsp. demodicis is the
endobacterium of Demodex folliculorum” wird die Demodex-Milbe auf Endobakterien
untersucht. Hierzu finden sich mehrere Publikationen in der Literatur, jedoch wurde in keiner
hiervon die Milbe duBerlich desinfiziert und zudem war die Isolierung der Bakterien nicht
reproduzierbar (Lacey et al. 2007; Tatu et al. 2016b; Tatu et al. 2016a; Tatu et al. 2017). Die
Lokalisation der Bakterien und deren phanotypische und molekularbiologische Eigenschaften
werden detailliert untersucht und mit dem zugehorigen Referenzstamm Corynebacterium
kroppenstedtii DSM 44385 verglichen.

3.2. Methodik

Die Milben wurden aus Hauttalg-Proben und Hautabschabungen der Diagnostik-Abteilung der
Klinik und Poliklinik fir Dermatologie und Allergologie der Ludwig-Maximilians-Universitat
Minchen gewonnen. Die Nutzung dieser anonymisierten Proben, die bereits die Diagnostik
durchliefen, wurde von der lokalen Ethikkommission bewilligt (Projekt 17-450 UE). Die Proben
wurden feucht gelagert und noch am selben Tag der Entnahme verwendet. In dieser
Veroffentlichung wurde nur mit D. folliculorum gearbeitet.

Die Hellfeld- und Fluoreszenzmikroskopie wurde mittels eines invertierten Axio Observer 7
Mikroskops (Carl Zeiss AG, Deutschland) durchgefiihrt und mit der ZEN Imaging Software (Zeiss)
dokumentiert. Fur die Fluoreszenzmikroskopie wurden blaue (DAPI, Filterset 02 und 49, Zeiss),
grine (GFP, Filterset 38, Zeiss) und rote (PI, Filterset 43, Zeiss) Filter verwendet. Die Milben
wurden nativ und fluoreszenzgefarbt (Resazurin) untersucht.

In Veroffentlichung wurden die Endobakterien der D. folliculorum Milbe isoliert, wobei diese
zuvor einzeln mechanisch und durch Inkubation mit 3% Wasserstoffperoxid aduBerlich
dekontaminiert wurden. Hierzu wurden adulte Tiere und sich hdautende Nymphen verwendet,
welche Bakterien in ihr altes Exoskelett abgeben. Die ersten Isolate wurden grob auf
Gattungsebene (iber 16S-Sequenzierung und MALDI-TOF-Massenspektrometrie bestimmt,
woraufhin das Kulturmedium optimiert wurde und die erneut isolierten Bakterien erfolgreich
angezlichtet werden konnten. Die so gewonnenen Bakterien wurden mittels rpoB-
Sequenzierung (zur spezifischeren Feststellung der Spezies in der Familie der
Corynebacteriaceae), nanl-Amplifizierung (C. kroppenstedtii DSM 44385 spezifisches Gen),
ERIC-/REP-PCR (Vergleich der Genomarchitektur), DNA-DNA-Hybridizierung (direkter Vergleich
der Sequenzidentitdt der beiden bakteriellen Genome), GC-Anteil-Bestimmung des Genoms,
Analyse der Mykolsdure- und Fettsdurezusammensetzung, Phanotypanalyse (Bestimmung
metabolischer Eigenschaften, wie Substratverstoffwechslung und Enzymausstattung) und
Antibiotika-Resistenztestung mit dem Referenzstamm verglichen.
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3.3. Ergebnisse und Diskussion

Die Identifikation und Charakterisierung des bakteriellen Endosymbioten der humanen
D. folliculorum Milbe resultierte in der Beschreibung einer neuen Subspezies des
Referenzstammes C. kroppenstedtii DSM 44385.

Die Einordnung als Subspezies erfolgte hierbei anhand der Konvention, dass fiir eine neue
Spezies die DNA-DNA-Hybridisierung unter 70% liegen muss (Wayne et al. 1987). Mit 78%
Genomahnlichkeit wird dieser Wert nicht unterschritten, allerdings unterscheidet sich das neue
Isolat teils massiv vom Referenzstamm, wie beispielsweise in der Genomarchitektur der
repetitiven Sequenzen (ERIC-/REP-PCR), dem Vorhandensein von Mykolsauren in der Zellwand,
der Enzymausstattung und dem Stoffwechsel.

Die Identifikation der neuen Subspezies wird es in Zukunft erlauben die komplexe, dreiteilige
Wirt-Mikroben-Beziehung zwischen Mensch, Milbe und Endobakterium genauer zu
untersuchen und potenziell weitere therapeutische Targets offenbaren.

3.4. Arbeitsanteil

Die Veroffentlichung wurde von mir, Benjamin Clanner-Engelshofen, konzipiert, designt und
experimentell durchgefiihrt, ebenso wurden die gewonnenen Daten von mir analysiert und
interpretiert. Das Manuskript wurde in seiner ersten Fassung von mir geschrieben, nach
Vorschldagen der Ko-Autoren revidiert und zur Publikation eingereicht.

Die Ko-Autoren Prof. Dr. Lars French und PD Dr. Markus Reinholz haben zur Durchfihrung der
Experimente beraten und Hilfestellung gewahrt, das Manuskript kritisch revidiert und die
wissenschaftliche Infrastruktur bereitgestellt.

Corynebacterium kroppenstedtii subsp. demodicis is the endobacterium of Demodex
folliculorum

Veroffentlicht in:

Clanner-Engelshofen BM, French LE, Reinholz M: Corynebacterium kroppenstedtii subsp.
demodicis is the endobacterium of Demodex folliculorum. ). Eur. Acad. Dermatol. Venereol.
2019 Nov; [epub ahead of print].

DOI: 10.1111/jdv.16069
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4. Ausblick

In der vorliegenden kumulativen Dissertation sollten die Techniken im wissenschaftlichen
Umgang mit der Demodex-Milbe und das Wissen zu ihrer Biologie, Physiologie und Anatomie
weiterentwickelt werden.

Das seit Gber 170 Jahren zunehmend, insgesamt jedoch nur wenig grundlagenwissenschaftlich
beforschte Feld der humanen Demodexmilben wird hierdurch ausgeweitet.

Durch die Etablierung neuer Methoden und tieferer, grundlegender Zusammenhange kann
somit weiter in die Breite geforscht werden, was ultimativ auch den krankheitsrelevanten
Aspekten der Hautbesiedelung mit dem komplexesten Kommensalen des Menschen, Demodex
spp., zugutekommen wird.
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5. Zusammenfassung

Deutsch

Die Entdeckung der humanen Demodex-Milbe liegt bereits 178 Jahre zuriick und noch immer
gibt es zahlreiche offene Fragen zum komplexesten Kommensalen des Menschen. Die
Erstbeschreibung gelang M. Berger (Berger 1845), G. Simon ordnete die Milbe systematisch
richtig ein (Simon 1842a, 1842b) und R. Owen erschuf die bis heute libliche Bezeichnung
Demodex folliculorum (Owen 1843), wobei L. Akbulatova die zweite humane Demodex-Spezies
beschrieb, D. brevis (Akbulatova 1963).

Die Haartalgdriseneinheit-besiedelnden Milben zeigen eine ausgepragte Wirtsspezifitat und
kommen auch bei zahlreichen weiteren Sdugetierarten vor (Desch 2009; Ferrer et al. 2014), die
evolutiondre Symbiose besteht molekulargenetischen Untersuchungen zufolge schon seit 100-
200 Millionen Jahren (Ferrer et al. 2014).

Die Milbe vollzieht ihren gesamten Lebenszyklus (Ei, Larve, Protonymphe, Deutonymphe,
adultes Tier) auf und in der menschlichen Haut, wobei sie etwa zwei Wochen lebt (Spickett
1961b).

Der Korper lasst sich grob in drei Teile untergliedern: Gnathosoma (Nahrungsaufnahme und
Sensorik), Podosoma (Fortbewegung und Fortpflanzung) und Opisthosoma (Nervensystem,
Verdauung und Speicherfunktion) (Desch and Nutting 1977). Mehrere vermeintliche
Endobakterien wurden isoliert und beschrieben, jedoch wurde keines der Ergebnisse
reproduziert (Lacey et al. 2007; Tatu et al. 2016b; Tatu et al. 2016a; Tatu et al. 2017).

Zur wissenschaftlichen und klinischen Untersuchung gibt es mehrere zeitaufwandige, jedoch
nicht zufriedenstellende Extraktionsmethoden (Lacey et al. 2016; Marks and Dawber 1971).
Klinisch kann die Milbe zu primaren (Pityriasis folliculorum, rosazea-dhnliche und
granulomatdse Demodikose) und zu sekunddren Demodikosen (bei Immunsuppression und
anderen Vorerkrankungen) fihren, die meist mit Ivermectin, aber auch anderen Akariziden,
therapiert werden (Chen and Plewig 2014).

In der ersten Veroffentlichung , Efficient isolation and observation of the most complex human
commensal, Demodex spp.” werden Methoden zur raschen Isolation groRer Milbenanzahlen
mittels Sucrose-Gradientenzentrifugation und zur Viabilitdtsanalyse mittels Propidiumiodid-
Avitalfarbung beschrieben (Clanner-Engelshofen et al. 2018).

Es konnte mithilfe von Kaplan-Meier-Plots gezeigt werden, dass die Farbung das Uberleben der
Milben nicht negativ beeinflusst. Mittels dieser Techniken lassen sich fir die zukiinftige
Forschung schnell groBe Mengen der Tiere gewinnen und einfach hinsichtlich der Viabilitat
untersuchen.

In der zweiten Verdffentlichung , Corynebacterium kroppenstedtii subsp. demodicis is the
endobacterium of Demodex folliculorum” wurde das Endobakterium der Demodexmilbe
reproduzierbar isoliert und charakterisiert (Clanner-Engelshofen et al. 2019).

Dazu wurden seine phanotypischen und molekularbiologischen Eigenschaften detailliert
untersucht und mit dem zugehérigen Referenzstamm Corynebacterium kroppenstedtii DSM
44385 verglichen.
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Es hat sich gezeigt, dass die neue Subspezies Corynebacterium kroppenstedetii subsp. demodicis
sich in zahlreichen Eigenschaften unterscheidet, wie beispielsweise in der Genomarchitektur
der repetitiven Sequenzen (ERIC-/REP-PCR), dem Vorhandensein von Mykolsduren in der
Zellwand, der Enzymausstattung und dem Stoffwechsel.

Die neuen Erkenntnisse dieser Arbeit sollen zum besseren Verstandnis der Biologie, Physiologie
und Anatomie der komplexesten humanen Kommensalen, Demodex spp., beitragen und die
weitere Forschung auf diesem Gebiet fordern.

Ebenso werden sie in Zukunft erlauben die dreiteilige Wirt-Mikroben-Beziehung genauer zu
untersuchen und moglicherweise neue und optimierte Therapieoptionen eréffnen.

English

The discovery of human Demodex-mites dates back 178 years ago and still there are many open
guestions about the most complex commensal of man. The first description was published by
M. Berger (Berger 1845), G. Simon classified it systematically correct (Simon 1842a, 1842b) and
R. Owen formed the to this day current name Demodex folliculorum (Owen 1843), whereas L.
Akbulatova described the second human Demodex species, D. brevis (Akbulatova 1963).

The pilosebaceous unit colonizing mites show exceptional host specificity and occur in many
mammals (Desch 2009; Ferrer et al. 2014), with genetic studies suggesting a symbiotic
relationship over the last 100-200 million years (Ferrer et al. 2014).

The mite lives its whole life (egg, larva, protonymph, deutonymph, adult) on and in the human
skin, whereby it lives for approximately two weeks (Spickett 1961b).

The body can be subdivided in roughly three parts: gnathosoma (food intake and sensory
system), podosoma (movement and mating) and opisthosoma (nervous system, digestion and
storage) (Desch and Nutting 1977). A number of putative endobacteria were isolated and
characterized, yet no result was reproduced independently (Lacey et al. 2007; Tatu et al. 2016b;
Tatu et al. 2016a; Tatu et al. 2017).

For scientific and clinical examination, several time-consuming, though non-satisfactory
extraction methods exist (Lacey et al. 2016; Marks and Dawber 1971).

Clinically the mite can lead to primary (pityriasis folliculorum, rosacea-like and granulomatous
demodicosis) and secondary demodicoses (with immunosuppression or other pre-existing
conditions), which are mostly treated with ivermectin, but also other acaricides (Chen and
Plewig 2014).

In the first publication "Efficient isolation and observation of the most complex human
commensal, Demodex spp." methods for rapid isolation of large numbers of mites by sucrose
gradient centrifugation and for viability analysis by propidium iodide avital staining are
described (Clanner-Engelshofen et al. 2018).

Kaplan-Meier plots were used to show that the staining did not negatively affect the survival of
the mites. By means of these techniques, large quantities of the animals can be quickly obtained
for future research and their viability can easily be investigated.
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In the second publication "Corynebacterium kroppenstedtii subsp. demodicis is the
endobacterium of Demodex folliculorum" the endobacterium of the Demodex mite was
reproducibly isolated and characterized (Clanner-Engelshofen et al. 2019).

Its phenotypic and molecular biological properties were investigated in detail and compared
with the corresponding reference strain Corynebacterium kroppenstedtii DSM 44385. It was
shown that the new subspecies Corynebacterium kroppenstedtii subsp. demodicis differs in
numerous properties, such as the genome architecture of the repetitive sequences (ERIC-/REP-
PCR), the presence of mycolic acids in the cell wall, the enzyme configuration, and the
metabolism.

The new findings of this work should contribute to a better understanding of the biology,
physiology, and anatomy of the most complex human commensal, Demodex spp., and promote
further research in this field.

In the future, they will also allow studying the tripartite host-microbe relationship more closely
and possibly open up new and optimized therapeutic options.
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