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1 Einleitung
Laktobazillen und Probiotika

Definition des Begriffes ,,Probiotikum*

Uber viele Jahre ergaben sich fiir Probiotika mehrere Definitionsansitze, die durch das Verstindnis
ihres Wirkungsmechanismus und ihrer Wirkung auf Gesundheit und Wohlbefinden des Organismus

gepragt sind.

Der Terminus ,,probiotisch® stammt aus dem Griechischen und bedeutet urspriinglich ,,fiir das Leben®.
Bereits 1908 schrieb Metchnikoff den milchsdurebildenden Mikroorganismen die Fahigkeit zu,
»schédliche Keime* im Darm zuriickzudrangen und die Belastung des Organismus durch deren schéd-
liche Stoffwechselprodukte zu vermindern. Er postulierte weiterhin, dass die Einnahme von Laktoba-
zillen-haltigem Joghurt eine Reduktion der Toxin-produzierenden Bakterien im Magen bewirken wiir-
de (36).

Tissier empfahl Kindern, die an Durchfall leiden, die Einnahme von Bifidobakterien, da diese die
Durchfall verursachenden Bakterien verdrdngen. Des Weiteren zeigte er, dass Bifidobakterien der
hauptséchlich vorkommende Keim im Darm von Séuglingen sind, die gestillt wurden (69).

Lilly und Stillwell benutzten den Ausdruck ,,Probiotikum® 1965 erstmals und beschrieben damit
»Substanzen, die von einem Mikroorganismus ausgeschiittet werden und dadurch das Wachstum eines
anderen Mikroorganismus stimulieren® und die somit das Gegenteil von Antibiotika bewirken (31).
Parker war dann 1974 derjenige, der den Begriff ,,Probiotikum® in seiner heute giiltigen Form als Ers-
ter gebrauchte. Er definierte sie als Substanzen und Organismen, die zum Gleichgewicht der Darmflo-
ra beitragen. Durch den Zusatz ,,Substanzen* schloss er in seiner Definition Antibiotika bis dahin nicht
aus (43).

Eine neuere Definition stammt von Fuller aus dem Jahr 1989. Er bezeichnete Probiotika als lebende
Mikroorganismen, die der Nahrung beigefiigt werden, in ausreichender Menge in den Darm gelangen
und hier positive gesundheitsfordernde Wirkungen erzielen (15).

Havenaar und Huis in't Veld erweiterten Fullers Definition, um neben Nahrungsmitteln auch andere
Stoffgruppen und auBer einzelnen Bakterien auch gemischte Kulturen im Gebrauch einzuschlieBen
210).

Salminen et al. bezeichneten 1998 Probiotika als lebende mikrobielle Nahrungsbestandteile, die posi-
tive Effekte auf die menschliche Gesundheit haben (53).

Im Jahr 1999 erkléren sie: ,,Probiotika sind mikrobielle Zellzubereitungen oder Bestandteile von mik-
robiellen Zellen, die positive Effekte auf Gesundheit und Wohlbefinden des Wirtes haben.” Sie
schlossen somit auch nicht lebende Mikroorganismen und deren Zellbestandteile ein, bei denen eben-

falls eine gesundheitsfordernde Wirkung beobachtet wurde (52).
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Schrezenmeir und de Vrese erweiterten im Jahre 2001 diese Definition, indem sie feststellten, dass
Probiotika neben dem Darm auch andere Gewebe positiv beeinflussen kdnnen (59). Als weitere mog-
liche Wirkorte nannten sie Infektionen der Mundhohle, des oberen Respirationstraktes und der Lun-
gen, des Magens und des urogenitalen Traktes (60).

Bezogen auf alle genannten Definitionen, wird mittlerweile eine sehr grole Anzahl an Mikroorganis-
men als Probiotika bezeichnet. Allerdings werden nur die Milchséure-produzierenden Bakterienstdm-
me (im englischen Sprachraum ,,lactic acid bacteria“ oder kurz LAB genannt) fiir die Herstellung von
Nahrungs- und Nahrungserginzungsmitteln herangezogen (24). Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht iiber die

zu den Probiotika zdhlenden Mikroorganismen.

Laktobazillus- Bifidobakterium- | Andere Milchs&ure- Nicht Milchsaure-
Spezies Spezies produzierende Bakterien produzierende Bakterien
L. acidophilus B. adolescentis Enterococcus faecalis Bacillus cereus var. toyoi
L. amylovorus B. animalis Enterococcus faecium Escherichia coli strain Nissle
L. casei B. bifidum Lactococcus lactis Propionibacterium freudenreichii
L. crispatus B. breve Leuconostoc mesenteroides Saccharomyces cerevisiae
L. delbrueckii B. infantis Pediococcus acidilactici Saccharomyces boulardii
subsp. bulgaricus | B. lactis Sporolactobacillus inulinus
gallinarum B. longum Streptococcus thermophilus

gasseri

johnsonii

plantarum

reuteri

L.
L.
L.
L. paracasei
L.
L.
L.

rhamnosus

Tabelle 1: Ubersicht iiber die zu den Probiotika zihlenden Mikroorganismen (24)

1.1.2 Eigenschaften von probiotischen Bakterienstdmmen

Ein Bakterium muss iiber bestimmte funktionelle Eigenschaften verfiigen, um eine protektive Wirkung

auf den Organismus entfalten zu kdnnen und somit den Probiotika zugeordnet zu werden (40):

- Der einem Nahrungsmittel zugefiihrte Bakterienstamm muss resistent gegeniiber Magen- und
Gallenséduren sein, um die Passage in den Intestinaltrakt zu iiberleben und somit Zellintegritét,
Adhisionsfahigkeit und metabolische Aktivitdt zu bewahren.

- Die Fahigkeit, sich an intestinale Zellen binden zu kénnen, muss gegeben sein. Dies ist wich-
tig fiir die voriibergehende Féhigkeit der Ansiedlung im Darm, die Immunmodulation, die

kompetitive Hemmung pathogener Keime und die Produktion antimikrobieller Substanzen.
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- Das Probiotikum muss industriell in groBem Umfang leicht zu verarbeiten sein, die einfache
Kultivierung und die Haltbarkeit im Produkt sollte gewihrleistet sein (wenn lebende Mikroor-
ganismen im Produkt enthalten sind).

- Letztlich muB3 der Nachweis einer erwiinschten Wirkung im Sinne der Beseitigung oder Ver-
hiitung einer Krankheit gegeben sein.

All diese Eigenschaften kommen speziell den Laktobazillen zu, denen das Hauptaugenmerk dieser

Arbeit gilt.

1.1.3 Anwendung typischer Stamme in kommerziell verfligbaren Produkten

Nahrungs- oder Nahrungsergdnzungsmittel und pharmazeutische Produkte, die probiotische Stimme
enthalten, werden in fermentierter Form oder lyophilisierter Form angeboten. Unter den Joghurt-
Produkten dominieren Stdmme der Spezies L. acidophilus, L. casei, L. paracasei und der Bifidobakte-
rium-Spezies. Zu den Stimmen, denen mittlerweile am langsten gesundheitsfordernde Eigenschaften
zugesagt werden, gehdren L. casei shirota und einige Stimme der L. acidophilus-Spezies. Die gesund-
heitsférdernde Wirkung und Sicherheit der Stdmme L. casei, L. rhamnosus, L. acidophilus und L.

johnsonii wurde in den letzten Jahren ausgiebig untersucht und dokumentiert (24, 51) .

1.1.4 Eigenschaften von Laktobazillen

Laktobazillen sind Gram-positive Stdbchen, die hauptsdchlich fakultativ, aber auch strikt anaerob
wachsen. Sie stellen einen Teil der normalen oralen, intestinalen und urogenitalen Mikroflora dar und
spielen eine grofle Rolle bei der Pravention von Infektionen durch pathogene Erreger. Sie bevorzugen
ein saures Milieu und tragen ihrerseits dazu auch durch Produktion von Milchséure (Laktat) und ande-
ren Séuren bei (3).

Laktobazillen stellen die groBte Gruppe innerhalb der Milchsdure-produzierenden Bakterien. Sie
enthalten eine sehr grofle Anzahl an Spezies, die vorwiegend menschlichen, tierischen oder pflanzli-
chen Ursprungs sind (63).

Laktobazillen sind enthalten in Nahrungsmitteln wie Milch und Milcherzeugnissen, vor allem Kase
und Joghurt, in Sauerkraut, Oliven, Rohwurst, Brot- und Backwaren. In der Agroindustrie finden sie
bei der Herstellung von Silofutter Verwendung (7).

Beim gesunden Menschen finden sich Laktobazillen vorwiegend in der Mundhéhle, dem

Ileum, dem Colon und vor allem in der Vagina (Tabelle 2) (3).
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Kdrperregion Anzahl Laktobazillen
[angegeben in: Kolonien-bildende Einheiten pro
Gramm (KbE/qg)]

Mundhéhle 10° — 10* KbE/g
Ileum 10° — 10" KbE/g
Colon 10* — 10® KbE/g
Vagina 10"-10% KbE/g

Tabelle 2: Ubersicht iiber die Anzahl an Laktobazillen beim gesunden Menschen (3)

1.1.5 Anwendung von Laktobazillen

Die Anwendung von Laktobazillen und anderen Probiotika wurde in vielen verschiedenen Studien
untersucht. Das derzeit am besten dokumentierte Anwendungsgebiet liegt in der Pravention und The-
rapie von Durchfallerkrankungen. Zuriickzufiihren ist dies auf eine Férderung der Barrierefunktion der
Darmschleimhaut:

Probiotika bewirken eine Normalisierung der erhdhten intestinalen Permeabilitit, des verdnderten
intestinalen Mikroklimas und der Steigerung der intestinalen IgA-Produktion.

Neben der Anwendung von Laktobazillen bei urogenitalen Infektionen, mit der sich diese Arbeit vor
allem befasst, sind in der Literatur weitere Anwendungsgebiete von Laktobazillen und anderen Pro-

biotika zu finden:

a) Therapie bei Laktoseintoleranz:

Eine der hdufigsten Ursachen von Durchfallerkrankungen ldsst sich auf eine Laktose-
Malabsorption zuriickfiihren, bedingt durch einen epithelialen Laktasemangel. In der Tat ist eine
der am besten beschriebenen gesundheitsfordernden Wirkungen von Joghurt die Anwendung bei
Laktoseintoleranz. Im Jahr 1984 zeigten Kolars et al (29) und Savaiano et al (55), dass Laktose bei
Menschen mit Laktasemangel aus Joghurt sehr viel besser als aus Milch aufgenommen werden
kann. Diese Ergebnisse wurden 1988 von Dewit et al. bestitigt (9). Hauptursache fiir diese Eigen-
schaft sind wahrscheinlich Mikroorganismen im Joghurt, die eine intraluminale Verdauung von

Laktose fordern (22).

b) Therapie bei Durchfallerkrankungen

Seit langer Zeit wird die perorale Gabe von Probiotika bei der Behandlung von durch Rotaviren
ausgelosten Diarrh6en bei Kindern empfohlen. Die Gabe von mit L. rhamnosus oder mit L. reuteri
versetzter Milch oder die Zubereitung in Pulverform bewirkte eine Verkiirzung des Krankheitsver-

laufs (22). Eine europdische Multizenterstudie aus dem Jahr 2000 zeigte ebenfalls einen verkiirz-
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ten Krankheitsverlauf, sowie einen verkiirzten stationdren Aufenthalt bei Anwendung einer oralen
Nahrstofflosung mit Zusatz von Lactobacillus GG.

Bei den bakteriellen Formen der Diarrhden existieren keine eindeutigen Ergebnisse. Wenngleich
in vitro und bei Tierversuchen protektive und gesundheitsfordernde Effekte von Probiotika nach-
gewiesen wurden, fehlen iiberzeugende klinische Studien am Menschen. So beeinflusste die Gabe
einer kommerziellen Zubereitung aus L. acidophilus und L. bulgaricus nicht die Dauer einer In-
fektion, die bei erwachsenen Freiwilligen durch Enterotoxin-bildende E. coli-Bakterienstimmen
ausgelost worden war (5, 6).

Bei einer anderen Studie zeigte sich allerdings nach Gabe einer mit L. johnsonii-Lal angereicher-
ten Milch eine Reduktion der H. pylori-Dichte. Eine Auswirkung auf den Erfolg einer H. pylori-
Eradikation konnte nicht demonstriert werden (12).

Bei der Behandlung der Clostridium difficile-Kolitis zeigte sich wiederum ein Erfolg bei einer
kombinierten Gabe von Lactobacillus GG und einem Standard-Antibiotikum. Es zeigten sich posi-
tive Effekte sowohl auf das klinische Befinden als auch in Bezug auf das Wiederauftreten der Be-
schwerden im Intervall. Hier erscheint die Gabe von Probiotika Erfolg versprechend (17).

Im Hinblick auf Antibiotika-assoziierte Diarrhden sowie durch Strahlentherapie bedingte Diarr-
hoen konnte ein mitunter signifikanter Nutzen von Probiotika gezeigt werden. So zeigte Lactoba-
bacillus GG eine heilende Wirkung bei Antibiotika-assoziierter Diarrhde (62). Bei Patienten, die
mit Ampicillin behandelt worden waren, zeigte die Verabreichung von L. acidophilus und L. bul-
garicus eine schiitzende Wirkung vor Diarrhée (18). Durch die prophylaktische Anwendung von
L. acidophilus- oder L. rhamnosus-Kulturen konnte in einer doppelblinden, Placebo-kontrollierten
Studie intestinale Nebenwirkungen im Rahmen einer Strahlentherapie effektiv verhindert werden

(22).

¢) Anwendung in der Therapie und Prévention bei atopischen Erkrankungen

Eine allergische Reaktion ist auf eine Dysregulation des Th1/Th2 Gleichgewichtes zuriick zu fiih-
ren. Normalerweise flihrt die Exposition gegeniiber einem infektidsen Agens zu einer Stimulation
von Thl-Lymphozyten. Bei diesem Weg, der so genannten zellvermittelten Immunitit, kommt es
zu einer Freisetzung von Zytokinen wie IFN-gamma, IL-2 und TNF-beta, welche wiederum eine
Aktivierung von Makrophagen bewirkt. Eine Stimulation von Th2-Lymphozyten bewirkt wiede-
rum eine Produktion von IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13, die fiir die Antikdrperproduktion (vor allem
IgE) und Aktivierung von Eosinophilen verantwortlich sind. Th2-Zellen und die von ihnen sezer-
nierten Zytokine vermitteln eine humorale Immunitit, wie dies bei der Antwort auf parasitédre In-
fektionen und bei allergischen Reaktionen vorkommt (22).

Theoretisch schiitzt eine Thl-Antwort gegen allergische Erkrankungen, da sich Thl- und Th2-
Antworten gegenseitig hemmen konnen. Gemill der Hygiene-Hypothese wird vermutet, dass bei

mangelnder Exposition gegeniiber Allergenen eine Dysregulation zwischen Thl- und Th2-
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Antwort ausgelost wird. Die defensiven Mechanismen fiir parasitdre Infektionen, z.B. die Th2-
Zytokinausschiittung und IgE-Antikdrperproduktion, bleiben zwar erhalten, diese konnen jedoch
im Sinne einer Uberreaktion gegen Umweltfaktoren wie Nahrungs- oder Aeroallergene fehlgelei-
tet werden. Diese Dysbalance kann durch Gabe von Probiotika verringert werden (22).

Matsuzaki et al. zeigten im Jahr 2000, dass Méause nach Fiitterung mit hitzeinaktivierten L. casei-
Zubereitungen nach Immunstimulation mit Allergen (Ovalbumin) einen signifikant niedrigeren
Wert von Ovalbumin-spezifischem IgE als bei nicht mit Probiotika gefiitterten Madusen vorweisen.
Des Weiteren zeigten die mit L. casei gefiitterten Méuse eine hohere Thl-assoziierte Zytokinpro-
duktion (IFN-y und IL-2) sowie eine niedrigere Th2-assoziierte Zytokinproduktion (IL-4, IL-5 und
IL-6). Dies ldsst vermuten, dass unter dem Einfluss von L. casei eher eine Thl- als eine Th2-
Antwort produziert wird und somit Laktobazillen eine Hemmung der Th2-Lymphozyten mit kon-

sekutiver Reduktion der IgE-Produktion bewirken (33).

d) Anwendung in der Therapie und Prévention des atopischen Ekzems

Neben der Anwendung zur Therapie und Prévention von allergischen Erkrankungen liegt in der
Therapie und Prévention des atopischen Ekzems ein vielversprechender Ansatz fiir den Einsatz
von Probiotika, speziell Laktobazillen.

In einer randomisierten, doppelblinden, Placebo-kontrollierten Studie bei 27 Kindern mit manifes-
tem atopischen Ekzem und Kuhmilchallergie verabreichten Isolauri et al. oral eine stark hydroly-
sierte Molkeaufbereitung, die entweder Lactobacillus GG oder Bifidobacterium lactis enthielt.
Nach zweimonatiger Behandlung zeigte sich eine klinische Verbesserung des Hautbefundes. Zu-
dem zeigte sich ein Absinken der Serumkonzentration von CD-4, einem Marker der T-
Zellaktivierung, der vor allem bei chronisch entziindlichen Erkrankungen erhoht ist (25).
Rosenfeldt et al. konnten in einer doppelblinden, Placebo-kontrollierten Studie bei 43 Kindern mit
atopischem Ekzem nach peroraler Gabe von L. rhamnosus und L. reuteri ebenfalls eine subjektive
Besserung des klinischen Befundes aufzeigen, allerdings zeigte sich bei ihnen keine Verdnderung
in der Zytokin-Expression (50).

Im Hinblick auf die Privention erhielten in einer doppelblinden, randomisierten, Placebo-
kontrollierten Studie von Kalliomaiki et al. 132 schwangere Frauen 2-4 Wochen vor ihrem Ge-
burtstermin téglich Lactobacillus GG (Gruppe 1) oder Placebo (Gruppe 2). Die Gabe von Lacto-
bacillus GG wurde nach der Geburt bei den Kindern oder, bei stillenden Miittern, wahlweise den
Miittern fortgefiihrt. Bei 35% der Kinder wurde im Alter von 2 Jahren ein atopisches Ekzem diag-
nostiziert. Gegeniiber der Placebo-Gruppe war das Auftreten eines solchen atopischen Ekzems um
die Halfte reduziert (26).

Im Follow-up nach weiteren 2 Jahren zeigte sich bei 26,2% der mit Laktobazillen behandelten

Kinder und bei 46,3% der mit Placebo behandelten Kinder ein atopisches Ekzem (27).
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1.1.6  Protektive und therapeutische Wirkung von Laktobazillen bei urogenitalen

Infektionen

Neben den eben genannten Anwendungen eignen sich Probiotika am besten fiir die Behandlung von
bakteriellen Infektionen und Pilzinfektionen des Urogenital-Traktes.

Doderlein war wahrscheinlich einer der Ersten, der die Auffassung vertrat, dass die in der Vagina vor-
kommenden Bakterien aus Kohlenhydraten Milchsdure produzieren, und somit das Wachstum von
pathogenen Bakterien verhindern oder storen (10).

Die bakterielle Vaginose (Vaginitis), die vulvovaginale Kandidose (Vaginalkandidose) und die Harn-
wegsinfektion (Urinary tract infection oder kurz UTI) zdhlen mit mehr als 300 Millionen Féllen pro
Jahr zu den drei weltweit am héufigsten auftretenden urogenitalen Erkrankungen beim weiblichen
Geschlecht (8).

Obwohl eine effektive (Verhéltnis geplantes — erreichtes Ziel) und effiziente (Verhéltnis Nutzen —
Aufwand) Behandlung vorhanden ist, kommt es bei der Behandlung von Langzeiterkrankungen héufig
zu Riickfillen. Besonders komplizierte Fille, bestehend aus einer Kombination einer rezidivierenden
bakteriellen Vaginose und einer rezidivierenden Vaginalkandidose zeigen héufig keine addquate Ant-
wort auf eine Standardtherapie (46).

Vaginale Infektionen stehen hédufig in Zusammenhang mit einer verringerten Anzahl von Laktobazil-
len, einer vermehrten Anzahl an pathogenen Mikroorganismen und einem mehr oder weniger stark
geschédigten vaginalen Epithel.

Da eine antiinfektiose Therapie, abhidngig von der Art und der Dauer der Therapie, die Zahl an Lakto-
bazillen zusdtzlich senkt, ist eine Restitution einer intakten und gesunden Mikroflora ein wichtiger

Bestandteil der Behandlungsplanung, um Rezidive und somit Reinfektionen zu vermeiden (41).

In der vaginalen Mikroflora dominieren bei primenopausalen Frauen die Laktobazillen. Man vermu-
tet, dass die Laktobazillen mittels verschiedener Mechanismen vor einer Infektion schiitzen:
- Das Anheften an und die Okkupation von spezifischen Rezeptoren an der Oberfldche des Epi-
thels.
- Die Senkung und Aufrechterhaltung eines niedrigen pH in der Vagina, der das Wachstum von
pathogenen Keimen verhindert.
- Die Produktion antimikrobieller Substanzen wie Milchsdure (Laktat), Wasserstoffperoxid
(H,0,) und Bakteriozinen.

- Die Produktion eines Biofilms, der die Adhédsion von pathogenen Keimen verhindert (46).

Einen weiteren entscheidenden Anteil an der Aufrechterhaltung der vaginalen Mikroflora nimmt der
lokale Ostrogen-Level. Bei einem sich im Gleichgewicht befindlichen Hormonhaushalt stellt eine

normale Ostrogenproduktion das ausreichende Wachstum und die Reifung von Vaginalepithel und die
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ausreichende Versorgung mit Glykogen sicher. Glykogen dient den Laktobazillen als Nahrung. Er-
krankungen der Vagina gehen iiblicherweise mit einer Abnahme der Anzahl von Laktobazillen, einem
iibermiBigen Wachstum von pathogenen Keimen und einer mehr oder weniger starken Schéadigung
des Vaginalepithels einher (41).

In der Literatur gibt es zahlreiche Berichte mit viel versprechenden Ergebnissen iiber eine orale oder
lokale Applikation von Joghurt in der Therapie der Vaginitis. Im Rahmen einer in vitro-Studie konn-
ten McGroarty und Reid im Jahr 1988 zeigen, dass Laktobazillen imstande sind, die Anheftung von E.
coli an uroepithelialen Zellen und deren Wachstum zu verhindern (34).

Hilton und Mitarbeiter untersuchten im Jahr 1992 den Einfluss von oral konsumierten L. acidophilus-
Keimen in Form von Joghurt. Bei der Gruppe, die Joghurt zu sich nahm, zeigte sich im Vergleich zur
Gruppe, die keinen Joghurt zu sich nehmen durfte, eine signifikante Reduktion sowohl in der Haufig-
keit der vulvovaginalen Kandidose als auch der Besiedelung durch Candida albicans (23).

Bei einer Gruppe von 28 Patientinnen mit vaginaler Kandidose, die eine lyophilisierte L. acidophilus-
Aufbereitung lokal applizierte, zeigte sich bei 16 (57%) eine schnelle Normalisierung der vaginalen
Flora im Vergleich zu der von mit Placebo behandelten Patientinnen (20). Bei Parent et al. ergab sich
bei einem dhnlichen Versuchsaufbau mit lokal appliziertem L. acidophilus eine Heilungsrate von 88%
gegeniiber 22% in der Placebo-Gruppe (42).

Chimura und Mitarbeiter zeigten, dass bei Patienten mit bakterieller Vaginose nach drei Tagen topi-
scher Anwendung von Joghurt keine gramnegativen Bakterien in der Vagina nachgewiesen werden
konnten (4).

Die Gruppe um Reid und Mitarbeiter hat einen groen Anteil an der Forschung auf dem Gebiet der
Behandlung von urogenitalen Infektionen:

In einer Studie mit 49 Patientinnen ergab die Anwendung von L. rhamnosus eine Reduzierung der
Anzahl von urogenitalen Infektionen um 73% (45).

Dies korreliert mit einer in-vitro Studie, bei der L. acidophilus und L. rhamnosus eine Hemmung der
Anheftung und des Wachstums von pathogenen Bakterien und Candida-Stimmen bewirkte (47).
Weiterhin konnten Reid et al. den prophylaktischen Nutzen von Laktobazillen zeigen. Nach der tégli-
chen Einnahme von 3 ml einer probiotischen Suspension, die L. rhamnosus und L. fermentum enthielt,
konnten bei 10 Frauen mit aktuell asymptomatischen rezidivierenden urogenitalen Infektionen inner-
halb einer Woche beide Keime in der Vagina nachgewiesen werden. Die Scheidenflora normalisierte
sich und innerhalb des Untersuchungszeitraumes von 16 Monaten traten keine weiteren urogenitalen

Infektionen auf (46).
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1.2 Vaginalkandidose

Schétzungen gehen davon aus, dass 75% aller Frauen mindestens einmal in ihrem Leben an einer vul-
vovaginalen Kandidose erkranken (63). Von diesen erleiden 40-45% die Erkrankung zwei oder mehr-
mals. 5% der Frauen sind sogar von einer immer wiederkehrenden oder chronischen vulvovaginale
Kandidose, definiert als vier oder mehr Ereignisse im Jahr, betroffen. Haupterreger der Vulvovaginal-
Kandidose ist - in 80-85% der Fille - C. albicans (61).

Neben den subjektiven Beschwerden wie Juckreiz oder Brennen kommt es auBerdem zu einem aus-
geprigten Erythem und Odemen im Bereich der Vulva, weiBlichen, abwischbaren Auflagerungen an
der Vagina und einem weillen, wissrigen bis sog. ,,cottage-cheese*-artigen Ausfluss. Der vaginale pH-
Wert ist in der Regel unverdndert und liegt bei pH 3,6-4,5 (19, 39, 54).

Bluestein et al. benennen die Schwangerschaft als einen der hdufigsten pradisponierenden Faktoren fiir
eine vulvovaginale Kandidose. Die Inzidenz sei in dieser Zeit, vor allem im dritten Trimenon, doppelt
so hoch wie bei Nicht-Schwangeren (2). Bedingt durch einen hohen Ostrogengehalt und einen damit
verbundenen Anstieg an Glykogen in der Vaginalschleimhaut entsteht eine hervorragende Umgebung
fiir eine Candida-Besiedelung. Ein beschleunigtes Wachstum von C. albicans durch Glykogen konnte
bereits in-vitro nachgewiesen werden (72).

Als ein weiterer wichtiger prédisponierender Faktor fiir eine Vulvovaginal-Kandidose wird die Ein-
nahme von Breitspektrum-Antibiotika angesehen. Da Penizilline, Cephalosporine und Tetracycline
neben pathogenen Keimen auch protektiv wirksame Laktobazillen der Vagina hemmen, pradisponie-
ren diese Medikamente fiir eine vermehrte Kolonisation mit Candida - von 10 auf 30% (2, 63).

Die vulvovaginale Kandidose tritt besonders bei Menschen im geschlechtsreifen Alter auf.

Als pradisponierende Faktoren fiir eine chronische vulvovaginale Kandidose zdhlen Krankheiten wie
AIDS und Diabetes mellitus, eine Chemo- oder immunsuppressive Therapie sowie der Gebrauch von

Antibiotika und Glukokortikoiden.

1.2.1 Candida albicans

Candida albicans gehort wie alle Pilze zu den eukaryontischen Mikroorganismen. Pilze werden in der
Medizin in Dermatophyten, Hefen und Schimmelpilze nach dem sog. DHS-System nach Rieth einge-
teilt, Candida albicans gehort zu den Hefen (44).

Innerhalb der Gattung Candida ist nur eine kleine Anzahl humanpathogen, davon spielt C. albicans
mit 50-70% die grofite Rolle, gefolgt von Candida tropicalis (10-20 %) und Candida parapsilosis
sowie Candida glabrata (jeweils 10%) (38).

Bisher sind von etwa 50.000 verschiedenen Arten von Pilzen weniger als 300 als Krankheitserreger

des Menschen bekannt. Die Bedeutung von Candida-Spezies als Krankheitserreger hat in den letzten
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Jahren stetig zugenommen. So sind nahezu 80% aller Pilzinfektionen auf C. albicans zuriickzufiihren
(57).

Candida albicans ist ein saprophytérer, grampositiver Keim, der bei 30-50% aller gesunden Menschen
nachweisbar ist, ohne dass es zu Krankheitserscheinungen kommt. Treten allerdings prédisponierende
Faktoren auf, wie z.B. eine Immunschwéche durch HIV-Infektion, Einnahme von Immunsuppresiva,
Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes mellitus, Schwangerschaft, Antibiotikaeinnahme, oder auch
einer andauernde lokale Belastung (z. B. andauernde Feuchtigkeit), kann eine Infektion mit dem op-
portunistischen Krankheitserreger Candida albicans zu oberflichlichen Infektionen von Haut- und
Schleimhéuten fiihren. Diese zeigen sich in Form von weilllichen abstreifbaren Beldgen, als sog. Soor

(39, 57).

1.2.2 Therapie der Vaginalkandidose

In einer gemeinsam verdffentlichten Leitlinie der Deutschen Dermatologischen Gesellschaft, der
Deutschsprachigen Mykologischen Gesellschaft und der Arbeitsgemeinschaft fiir Infektionen und
Infektionsimmunologie (AGII) der Deutschen Gesellschaft fiir Gynidkologie und Geburtshilfe findet
sich folgende Empfehlung zur Behandlung der Vaginalkandidose (1):

Es kann sowohl eine systemische als auch eine lokale Behandlung erfolgen. Die lokale Therapie er-
folgt mit Polyenen (z.B. Nystatin, Amphotericin B), Imidazolen (z.B. Clotrimazol oder Miconazol)
oder Ciclopiroxolamin-Vaginalia, fiir die orale Therapie sind Triazole im Handel.

Nach Friese und Mendling sind die Behandlungsergebnisse bei allen Priparaten nahezu gleich, aller-
dings wird wegen der besseren Compliance bei akuter Vaginalkandidose oft eine orale Triazolgabe
bevorzugt (14).

Fiir den Fall, dass eine alleinige Lokalbehandlung nicht zum gewiinschten Erfolg fiihrt und weiterhin
C. albicans bzw. andere Candida-Arten im Scheidensekret nachgewiesen werden, wird eine systemi-
sche Behandlung mit oralen Triazolen empfohlen. In Frage kommen Fluconazol und Itraconazol (68).
Zur Langzeitbehandlung der chronischen, rezidivierenden Vulvovaginalkandidose werden nach einer
Initialtherapie mit Fluconazol 150 bis 300 mg oral intermittierende Erhaltungstherapien iiber Monate
von 150mg Fluconazol einmal alle 1 bis 4 Wochen empfohlen (11, 68).

Weiterhin wird zusitzlich zur Triazol-Anwendung die topische Anwendung von Ciclopiroxolamin

empfohlen (67).
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1.3 Zytokine

Fiir die Abwehr einer Vaginalkandidose spielt die zelluldre Immunantwort eine entscheidende Rolle.
Fiir die zelluldre Immunabwehr sind CD4+- T-Helferzellen verantwortlich, die in zwei Subtypen Thl
und Th2 unterteilt werden. Je nachdem, welcher Subtyp aktiviert wird, werden unterschiedliche Typen
von Zytokinen sezerniert, die in der Vagina lokal eine wichtige Rolle bei der Immunmodulation spie-
len.

Zu den pro-inflamatorischen Zytokinen gehoren in erster Linie Interleukin-1 (IL-1) (mit den Subtypen
IL-1a und IL-18), IL-6, TNF-a (Tumornekrosefaktor-a) sowie das Chemokin GM-CSF (Granulozy-
ten-Makrophagen koloniestimulierender Faktor).

Zu den Th1-Typ Zytokinen gehdren IL-2, Interferon (IFN)-y und IL-12, wihrend das Zytokin IL-10
den Th2-Typ Zytokinen zugerechnet wird. Das Zytokin IL-8 dient als Mediator einer akuten Entziin-

dung zur Aktivierung, Chemotaxis und Adhéision von Leukozyten (64).

1.4 Ziel der Arbeit

Neben der Behandlung von Krankheiten des Intestinaltraktes steht die Therapie und Privention von
bakteriellen Infektionen und Pilzinfektionen des Urogenital-Traktes das meistversprechende Tétig-
keitsfeld von Probiotika dar. Bakterielle Vaginose, Vulvovaginal-Kandidose und andere urogenitale
Infektionen befallen jahrlich weltweit mehr als 300 Millionen Frauen (8).

Zur Untersuchung der vaginalen Kandidose werden meist Tiermodelle verwendet. Da neben den ethi-
schen Bedenken die mangelnde Ubertragbarkeit vieler Ergebnisse einen erheblichen Nachteil der
Tiermodelle darstellt, bieten so genannte ex vivo-Haut- und Schleimhautmodelle eine gute Alternative.
So sollte in dieser Arbeit an Hand von einem etablierten ex vivo-Modell der vaginalen Kandidose,
basierend auf einer rekonstruierten humanen Vaginalschleimhaut (56), der Einfluss unterschiedlicher
Laktobazillen-Arten und -Varietiten auf den Verlauf der vaginalen Infektion untersucht werden. Au-
Berdem wurde der Einfluss von D-Laktat, einem von Laktobazillen gebildeten Stoffwechselprodukt,
auf einen moglichen Einfluss auf den Infektionsverlauf im rekonstruierten vaginalen Schleimhautepi-
thel untersucht.

Neben der Beurteilung des im Lichtmikroskop sichtbaren Zellschadens an der rekonstruierten huma-
nen Vaginalschleimhaut wurden die Zytokin-Expression auf Gen-Ebene gemessen und die Ergebnisse

der unterschiedlichen Laktobazillen-Arten untereinander verglichen.



Material und Methoden 14

2 Material und Methoden
2.1 Probengewinnung

2.1.1 Herkunft der verwendeten Laktobazillus-Stamme

Insgesamt wurden fiinf Laktobazillen-Stdmme verwendet, wobei vier Stimme aus Nahrungsmitteln
bzw. Nahrungsergdnzungsmitteln stammen, deren Haupt-Wirkkomponente Laktobazillen sind.

Ein Laktobazillus-Stamm (Wildtyp A) wurde bei einer Patientin isoliert, die sich in der Poliklinik der
Dermatologischen Klinik und Poliklinik der LMU Miinchen wegen Verdacht auf eine Gonokokken-
Infektion vorstellte. Bei einem Vaginal-Abstrich, der von dieser Patientin entnommen wurde, zeigte
sich nach Anziichtung auf Blutagarplatten neben dem Wachstum von Neisseria gonorrhoeae auch ein
Wachstum eines Laktobazillen-Stammes, der zur weiteren Verwendung isoliert wurde.

Tabelle 3 gibt einen Uberblick iiber die in dieser Arbeit verwendeten Stimme:

Name Herkunft Enthaltener Stamm

LC1® LC1, Nestlé Deutschland AG, Frankfurt am Main, D L. johnsonii LA1

Actimel® Actimel, Danone GmbH, Haar, D L. casei defensis

Yakult® Yakult, Yakult Deutschland GmbH, Neuss, D L. casei shirota

LGG" LGG Kapseln, InfectoPharm Arzneimittel und Consilium | L. rhamnosus GG
GmbH, Heppenheim, D

Wildtyp A Vaginalabstrich humaner Herkunft L. acidophilus

Tabelle 3: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Laktobazillus-Stimme

2.1.2 Anzichtung

Die Anziichtung der Stimme erfolgte fiir mindestens drei Tage im Brutschrank (Heraeus, Hanau, D)
bei 37 °C und 5% CO, auf de Man-Rogosa-Sharpe(MRS)-Agar-Platten (Difco, Detroit, USA) unter
anaeroben Bedingungen (AnaeroGen, Oxoid, Basingstone, UK).

Jeweils 100 pl der verwendeten Produkte wurden auf eine MRS-Agar-Platte pipettiert und mit einem
sterilen Drygalski-Spatel verteilt. Bei den Joghurt-Produkten (LC1, Actimel und Yakult) wurden diese
100 pl direkt aus dem Inhalt einer frisch gedffneten Verpackung entnommen. Bei dem Nahrungser-
ginzungsmittel LGG wurde der Inhalt einer Kapsel zundchst in 1000pul Aqua ad iniectabilia geldst,
danach wurden 100 ul auf eine MRS-Agar-Platte pipettiert. Nach drei Tagen wurde tiberpriift, ob ein
Wachstum erfolgt war und ob neben dem Wachstum eines Laktobazillen-Stammes noch weitere
Staimme, Verunreinigungen, etc. vorhanden waren. Dies war bei keiner der Proben der Fall. Bis zur
weiteren Verarbeitung wurden die isolierten Laktobazillen-Stimme mit einer sterilen Platin-Impf-Ose

in FKS (Fetales-Kélber-Serum) eingerieben und bei -80 °C gelagert.
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2.1.3  Speziesklassifikation mittels API 50CH

Die biochemische Identifizierung der verwendeten Laktobazillen-Stimme erfolgte mit dem API 50
CHL Kit (bioMérieux, Lyon, F). Das Kit besteht aus dem API 50 CHL Medium und den API 50 CH
Streifen und dient zur Identifizierung von Keimen der Gattung Lactobacillus. Das gebrauchsfertige
Medium ermoglicht den Nachweis der Fermentation der 49 Kohlenhydrate im API 50 CH Streifen.
Der zu testende Keim wurde zundchst auf MRS-Agar anaerob fiir 24 Stunden angeziichtet (siche
2.1.2). Von der gewachsenen Kultur wurde darauthin mit einem Wattetupfer die Kultur von der MRS-
Agarplatte abgenommen und in das API 50 CHL Medium eingerieben. Es musste eine Suspension
hergestellt werden, deren Triibung dem McFarland 2-Triibungsstandard entspricht. Dies entspricht
einer Bakterienkonzentration von ca. 6 x 10°® Keimen/ml.

In die vorbereiteten API 50 CH Streifen wurden nun in jede der 49 Kammern einige Tropfen der eben
hergestellten Suspension pipettiert. Jede der Kammern wurde daraufhin mit Paraffindl iiberschichtet.
Die beimpften Kammern wurden daraufhin aerob fiir 48 Stunden bei 37 °C und 100% Luftfeuchtigkeit
inkubiert. Wahrend der Inkubation entstehen durch die Fermentation der Kohlenhydrate organische
Sduren, die zu einem Farbumschlag des pH-Indikators fiihren. Nach 48 Stunden wurde jedes Rohrchen
auf Sdurebildung gepriift. Ein Farbumschlag des im Medium enthaltenen Indikators Bromkresolpurpur
zur Farbe Gelb wurde im beigelegten Ergebnisblatt mit einem ,,+* (positive Reaktion) vermerkt, ein
fehlender Farbumschlag vom Ausgangsfarbton Purpur wurde mit einem ,,-* (negative Reaktion) ver-
merkt. Beim Aesculin (Kammer Nr. 25) war bei positiver Reaktion ein Farbumschlag von Purpur nach
Schwarz zu beobachten. Aus der Verteilung der positiven und negativen Reaktionen ergab sich ein
spezifisches biochemisches Profil fiir die Stimme, die anhand einer Identifizierungstabelle zugeordnet

werden konnten.

2.1.4 Synchronisation / Einstellung der Keimdichte der Laktobazillen

Die Einstellung der Keimdichte erfolgte mittels Triibungsvergleich unter Verwendung der Triibungs-
standards nach McFarland. In einer Suspension bewirkt die Bakterienzahl eine Triibung, die von ei-
nem photoelektrischen MeBsystem registriert und ausgewertet werden kann. Diese Triibung wurde in
einem Densitometer (Eppendorf, Hamburg, D) gemessen.

Die verwendeten Laktobazillen-Stimme wurden fiir die Versuche in Glasrohrchen mit Aqua dest.
eingerieben und nach dem McFarland 0,5 Triibungsstandard eingestellt. Dies entspricht einer Bakte-

riendichte von 1,5 x 10® Keimen/ml.
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2.1.5 Hitze inaktivierte Préaparation von L. rhamnosus

Um den protektiven Einfluss von hitzeinaktivierten Laktobazillen zu untersuchen, wurde eine Probe
des Stammes L. rhamnosus, welche zuvor in PBS auf eine Keimdichte nach McFarland 0,5 eingestellt
worden war, 50 Minuten lang bei 90 °C im Thermomixer comfort (Eppendorf, Hamburg, D) inkubiert.
Zur Kontrolle wurden diese Zellen danach auf einer MRS-Agar-Platte aufgebracht, wobei in Kultur

aufgrund der Vorbehandlung keine Lebendkolonien mehr entdeckt werden konnten.

2.1.6  Verwendung von D-Laktat

Um den protektiven Einfluss von Milchsédure (Laktat), einem von Laktobazillen gebildeten Stoffwech-
selprodukt, zu untersuchen, wurden 25 mg D-(-)-Laktat (Sigma Aldrich, Taufkirchen, D) in 10 ml

Aqua ad iniectabilia gelost und auf eine Konzentration von 25 mM und einen pH von 3.5 eingestellt.

2.1.7 Verwendeter C. albicans-Stamm

Fiir die Wildtyp-Infektion des rekonstruierten humanen Vaginalepithels (RHVE) wurde der C. albi-
cans Stamm SC5314 (16) verwendet. Der C. albicans-Stamm SC5314 wurde vor seiner Verwendung
synchronisiert. Dazu wurde der tiefgefrorene Stamm zuerst mit Hilfe einer Platinimpfose auf Kimmig-
Agar (Merck, Darmstadt, D) liberimpft und anschlieBend fiir 24 h bei 37 °C in einem Inkubator (He-
racus, Hanau, D) angeziichtet. Ein Teil der gewachsenen Kolonien wurde anschlieBend in 5 ml
0,9%iger steriler Natriumchlorid (NaCl)-Losung suspendiert und 10 Minuten bei 1500 U/min (Zentri-
fuge Sigma 3-18K mit Rotor 11180, Sigma Aldrich, Taufkirchen, D) zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und der Waschvorgang mit 10 ml 0,9%iger NaCIl-Losung zweimal wiederholt. An-
schlieBend wurde der Riickstand in 5 ml destilliertem Wasser resuspendiert und die Zellzahl mit Hilfe
einer Neugebauer-Zihlkammer bestimmt. 2 x 10° Zellen/ml wurden daraufhin in autoklaviertes YPD-
Medium (Yeast-Extract-Peptone-Dextrose, Hefeextrakt-Pepton-Glukose, Difco, Detroit, USA) ein-
geimpft. Diese Suspension wurde fiir 24 h bei 25 °C und 150 U/min in einem Schiittelinkubator (HT,
Infors AG, Bottmingen, CH) inkubiert. Am néichsten Tag wurde wiederum die Zellzahl bestimmt und
diesmal eine Konzentration von 4 x 10° Zellen/ml mit frischem YPD-Medium eingestellt. Diese Sus-
pension wurde fiir 24 h bei 37 °C und 150 U/min inkubiert. AbschlieBend wurde die Mischung drei-
mal mit jeweils 10ml steriler Phosphat-gepufferter Kochsalz-Losung (PBS, Gibco, Life Technologies,
Grand Island, NY, USA) gewaschen. Die InokulumgroBe wurde mit PBS auf 4 x 107 Zellen/ml einges-
tellt.
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2.2 Ex-vivo Vaginalschleimhautmodell

Das humane Epithel fiir das ex vivo-Modell der vaginalen Kandidose wurde von der Firma Skinethic
(Nizza, F) geliefert. Es besteht aus A431-Zellen, die von einem humanen Epidermoid-Karzinom der
Vulva stammen. Diese Zelllinie bildet durch in vitro-Kultivierung auf einem 0,5 cm® groBen Polycar-
bonatfilter, der als Dermisersatz fungiert, ein mehrschichtiges Epithel ohne Stratum corneum, das der
menschlichen Vaginalschleimhaut in vivo gleicht. Die Kultivierung dauert fiinf Tage und findet in
einem serum-, antibiotika- und antimykotikafreien MCDB 153 Spezialmedium (Clonetics, San Diego,
USA) statt, das 5 pg/ml Insulin und 1,5 mM Kalziumkonzentration enthilt. Die Dicke des Epithels
betrdgt am fiinften Tag durchschnittlich 68 pm. Es wurden jeweils 24 gekiihlte, 0,5 cm® groBe, sterile
Epithelien in Alufolie verpackt geliefert. Zusétzlich wurde ein antibiotika- und antimykotikafreies
Erhaltungsmedium mitgeliefert, das bei langeren Versuchen alle 24 h gewechselt werden muss. Die
infizierten und nicht infizierten Gewebekulturen wurden jeweils in 1 ml Erhaltungsmedium verbracht
und bei 37 °C, 5% CO, und 100% Luftfeuchtigkeit in einem Brutschrank (Heraeus, Hanau, D) inku-
biert.

2.3 Versuchsdesign

Die einzelnen RHVE-Inserts wurden in einer Laminar-Air-Flow-Box (Lamin Air, Heraeus, Hanau, D)
jeweils mit 50 pl der entsprechenden Stammpréparation beimpft. Zusétzlich wurden Kontrollproben
mit 50 pl PBS angesetzt. Die einzelnen Inserts wurden in 1 ml Erhaltungsmedium gestellt, das bei
langeren Versuchen alle 24 h gewechselt werden musste. Die Proben wurden bei 37 °C, 5% CO, und
100% Luftfeuchtigkeit in einem Inkubator angeziichtet. Nach der jeweiligen Versuchszeit wurde die
Schleimhaut mit einem Skalpell aus dem Insert entfernt und halbiert. Ein Teil wurde bis zur Aufberei-
tung fiir die Zytokinexpressionsstudien mittels RT-PCR in fliissigem Stickstoff schockgefroren und
bei -80 °C gelagert. Der andere Teil wurde in Karnovsky-Fixierung gegeben und fiir die histologi-
schen Untersuchungen verwendet. Das Erhaltungsmedium wurde ebenfalls schockgefroren und bei

-80 °C fiir spétere Zytokinbestimmungen oder LDH-Tests aufgehoben.

2.3.1 Infektion mit Laktobazillen-Stammen

Das Epithel wurde mit jeweils 1,5 x 10® Zellen der verschiedenen Laktobazillus-Stimme in 50 ul PBS
beimpft. Gleichzeitig wurden Kontrollproben mit 50ul PBS angesetzt. Die Proben wurden bei 37 °C,
5% CO, und 100% Luftfeuchtigkeit fiir 12, 24 und 36 Stunden inkubiert. Das Erhaltungsmedium wur-
de nach 24 h gewechselt.
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2.3.2 Infektion mit C. albicans Wildtyp SC 5314

Das Epithel wurde jeweils mit 4 x 10’ C. albicans Zellen des Wildtypstammes SC5314 in 50 ul PBS
infiziert. Gleichzeitig wurden Kontrollproben mit 50 pl PBS angesetzt. Die Proben wurden bei 37 °C,
5% CO, und 100% Luftfeuchtigkeit fiir 12, 24 und 36 Stunden inkubiert. Das Erhaltungsmedium wur-
de nach 24 h gewechselt.

2.3.3 Gleichzeitige Infektion mit Laktobazillen und C. albicans

Das Epithel wurde jeweils mit 1,5 x 10® Zellen der verschiedenen Laktobazillus-Stimme in 50 pl PBS
und mit 4 x 10’ C. albicans-Zellen des Wildtypstammes SC5314 in 50 pl PBS beimpft. Kontrollen
wurden mit 50 pul PBS angesetzt. Die Proben wurden bei 37 °C, 5% CO, und 100% Luftfeuchtigkeit
fiir 12, 24 und 36 Stunden inkubiert. Das Erhaltungsmedium wurde nach 24 h gewechselt.

2.3.4  Zeitversetzte Infektion mit Laktobazillen und C. albicans

Das Epithel wurde jeweils mit 1,5 x 10® Zellen der verschiedenen Laktobazillus-Stimme in 50 pl PBS
und mit 4 x 10’ C. albicans-Zellen des Wildtypstammes SC5314 in 50 pul PBS beimpft. In je einer
Probe wurde zuerst mit dem Laktobazillus-Stamm vorinkubiert und nach der Hélfte der Zeit (nach 6,
12 und 18 Stunden) wurde C. albicans Wildtyp SC5314 hinzu gegeben. In einer zweiten Probe wurde
zuerst mit dem C. albicans Wildtyp SC5314 vorinkubiert und nach der Hélfte der Zeit (nach 6, 12 und
18 Stunden) wurde jeweils ein Laktobazillus-Stamm hinzugegeben. Kontrollen wurden mit 50 ul PBS
angesetzt. Die Proben wurden bei 37 °C, 5% CO, und 100% Luftfeuchtigkeit fiir 12, 24 und 36 Stun-

den inkubiert. Das Erhaltungsmedium wurde nach 24 h gewechselt.

2.3.5 Infektion mit D-Laktat

Das Epithel wurde mit jeweils 25 mM D-Milchséure in 50 pul PBS beimpft. Gleichzeitig wurden Kont-
rollproben mit 50 pl PBS angesetzt. Die Proben wurden bei 37 °C, 5% CO; und 100% Luftfeuchtig-
keit fiir 12, 24 und 36 Stunden inkubiert. Das Erhaltungsmedium wurde nach 24 h gewechselt.
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2.3.6  Gleichzeitige Infektion mit D-Laktat und C. albicans Wildtyp SC5314

Das Epithel wurde jeweils mit 25 mM D-Milchsdure in 50 pl PBS und mit 4 x 10’ C. albicans-Zellen
des Wildtypstammes SC5314 in 50 pl PBS beimpft. Kontrollen wurden mit 50 pl PBS angesetzt. Die
Proben wurden bei 37 °C, 5% CO, und 100% Luftfeuchtigkeit fiir 12, 24 und 36 Stunden inkubiert.

Das Erhaltungsmedium wurde nach 24 h gewechselt.

2.3.7 Zeitversetzte Infektion mit D-Laktat und C. albicans Wildtyp SC5314

Das Epithel wurde jeweils mit 25 mM D-Milchsdure in 50 pl PBS und mit 4 x 10’ C. albicans-Zellen
des Wildtypstammes SC5314 in 50 pul PBS beimpft. In je einer Probe wurde zuerst mit der D-
Milchséure vorinkubiert und nach der Hélfte der Zeit (nach 6, 12 und 18 Stunden) wurde C. albicans
Wildtyp SC5314 hinzu gegeben. In einer zweiten Probe wurde zuerst mit dem C. albicans Wildtyp
SC5314 vorinkubiert und nach der Hélfte der Zeit (nach 6, 12 und 18 Stunden) wurde D-Laktat hinzu-
gegeben. Kontrollen wurden mit 50 pl PBS angesetzt. Die Proben wurden bei 37 °C, 5% CO, und
100% Luftfeuchtigkeit fiir 12, 24 und 36 Stunden inkubiert. Das Erhaltungsmedium wurde nach 24 h

gewechselt

2.4 Lichtmikroskopie
2.4.1 Fixierung und Einbettung

Fiir die histologischen Untersuchungen wurde das Epithel im Anschluss an die Infektion fixiert. Zu-
néchst wurden die Proben fiir mindestens fiinf Stunden bei 4 °C in eine nach Karnovsky modifizierte
Losung gelegt. Diese besteht aus 2,5%iger Glutaraldehyd-Losung (Serva, Heidelberg, D) und
2,0%iger Formaldehyd-Losung (Merck, Darmstadt, D) in 0,1 M Phosphatpuffer (Merck) mit einem
pH-Wert von 7,3 (28). Im Anschlufl wurde die Losung bei Raumtemperatur abpipettiert und dreimal
mit 0,1 M Phosphatpuffer filir jeweils 15 Minuten gespiilt. Die Nachfixierung des Epithels erfolgte eine
Stunde lang bei Raumtemperatur mit 1% Osmiumtetroxid (OsOy4, Serva)-Losung in 0,1 M Phosphat-
puffer. Danach wurde die Haut noch zweimal fiir jeweils 15 Minuten mit 0,1 M Phosphatpuffer ge-
spiilt. Die anschlieBende Entwésserung der Proben erfolgte mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe,
bestehend aus 35-, 50-, 70- und 90%igem sowie absolutem Ethanol (Apotheke der Innenstadtkliniken
der LMU, Miinchen, D). Fiir die folgende Glycidethereinbettung nach Luft (32) musste zunéchst eine
fliissige Kunstharzlosung hergestellt werden. Diese setzt sich aus mehreren Komponenten zusammen.
Komponente A enthélt 62 ml Glycidether (Serva) und 100 ml Dodecanylbernsteinsédureanhydrid (Ser-
va). Komponente B setzt sich aus einer Mischung von 100 ml Glycidether (Serva) und 89 ml Methyl-
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nadicanhydrid (Serva) zusammen. Die Mischung der beiden Komponenten A und B erfolgte im Ver-
héltnis 2:3. AbschlieBend wurde noch der Polymerisationsbeschleuniger p-Dimethylaminomethyl-
phenol (Serva) in 1,5%iger Konzentration zugesetzt. Zunédchst wurden die Proben 60 Minuten in eine
Mischung des oben beschriebenen Kunstharzes und absoluten Ethanols im Verhiltnis 1:1 gegeben.
AnschlieBend wurden das Kunstharz und das absolute Ethanol im Verhéltnis 2:1 gemischt und die
Proben zwei Stunden in diese Mischung gelegt. Danach legte man die Proben in die reine Kunstharz-
mischung. Nach drei Stunden erneuerte man diese Kunstharzmischung und lie8 die Proben iiber Nacht
im Kiihlschrank stehen. Am néchsten Tag wurden die in der Kunstharzmischung liegenden Schleim-
hautproben fiir eine Stunde auf 37 °C erwéarmt, um den restlichen Alkohol aus den Proben zu entfer-
nen. AnschlieBend erfolgte das Zerschneiden des Epithels. Unter der Lupe wurde das Epithel mit einer
Rasierklinge in kleine Stiicke geschnitten und in Einbettungsformen gelegt, die mit fliissiger Kunst-
harzmischung gefiillt waren. Diese wurden dann zur Aushértung des Harzes fiir mindestens 10 Tage
bei 60 °C im Trockenschrank (WTB Binder, Tuttlingen, D) aufbewahrt. Nach erfolgter Aushirtung
konnten die einzelnen Kunstharzblocke auf die optimale Grofe getrimmt werden (Ultratrimm, Rei-

chert, Wien, A).

2.4.2  Semidunnschnitt und lichtmikroskopische Untersuchung

Fiir die lichtmikroskopischen Untersuchungen wurden zunichst von den getrimmten Kunstharzblo-
cken mit Hilfe eines Ultramikrotoms (Ultracut, Reichert, Wien, A) Semidiinnschnitte mit einer Dicke
von lpm angefertigt. Die anschlieBende Fiarbung erfolgte mittels einer hergestellten Mischung aus
1%iger Pyronin G Losung (Merck) und 1%igem Toluidinblau (Merck), gepuffert mit 1% Dinatrium-
tetraborat (Borax, Na,B407), im Verhiltnis 1:4 fiir fiinf Minuten bei 60 °C auf einer Heizplatte (Me-
dax, Miinchen, D). Die gefarbten Schnitte wurden bei 60 °C getrocknet und anschliefend mit einem

Lichtmikroskop (Zeiss, Oberkochen, D) bei 400facher Vergroferung ausgewertet.

2.5 RT-PCR
2.5.1 Gesamt-RNA-Extraktion

Zur Isolierung der Gesamt-RNA wurden die bei -80 °C schockgefrorenen Proben mit 1 ml peqGOLD
RNAPure (peqLab, Erlangen, D) versetzt. Diese Losung enthédlt Phenol und Guanidinisothiozyanat in
einphasiger Losung. Die Proben wurden zunichst fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen,
um eine Dissoziation der Nukleotidkomplexe zu gewdhrleisten. Nach Zugabe von 200 ul Chloroform
wurden die Proben fiir 15 Sekunden kréftig geschiittelt und mussten danach fiir weitere 5 Minuten bei

Raumtemperatur stehen gelassen werden. Durch flinfminiitiges Zentrifugieren bei 12000 U/Min (He-
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racus Biofuge fresco mit Rotor 3324, Heraeus, Osterode, D) bei 20 °C erfolgte die Auftrennung der
Probe in drei Phasen: eine untere gelbe Phenol-Chloroform-Phase, eine obere farblose wéssrige Phase
und eine dazwischenliegende Interphase. Die RNA lagert sich ausschlieBlich in der oberen wéssrigen
Phase an, DNA und Proteine befinden sich dagegen in der Interphase und der Phenol-Chloroform-
Phase.

Die wissrige Phase mit der enthaltenen RNA wurde abpipettiert, in ein neues Gefal} iberfithrt und mit
0,5 ml Isopropanol (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D) und 10ul Glykogen (Sigma) versetzt. Das Ge-
misch wurde 10 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen und anschlieBend fiir 10 Minuten bei
12000 U/Min (Heraeus Biofuge fresco mit Rotor 3324) in der Kiihlzentrifuge bei 4 °C zentrifugiert.
Dies fiihrte zur Ausféllung der gelartigen RNA am unteren Ende des Rohrchens. Der Isopropanol-
Uberstand wurde verworfen und die RNA zweimal mit 1 ml 75%igem Ethanol gewaschen und zentri-
fugiert. Nach dem Verwerfen des Ethanol-Uberstandes wurde das im Roéhrchen enthaltene RNA-
Pellett leicht getrocknet und danach in 1 pl RNase-Inhibitor (Invitrogen, Karlsruhe, D) und 7 pl Die-
thylpyrocarbonat (DEPC)-Wasser (Sigma) geldst. RNase-Inhibitor und DEPC verhindern die Konta-
mination mit RNasen. Dies sind Enzyme, die RNA zersetzen. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden

die Proben bei -20 °C aufbewabhrt.

2.5.2 Photometrische Messung

Der RNA-Gehalt wurde mit einem Photometer (Bio Photometer, Eppendorf, D) gemessen. Zuerst
erfolgte ein Nullabgleich gegen DEPC-Wasser mit RNase-Inhibitor. Zur eigentlichen Messung wurde
1 ul RNA-Ldsung in eine Kunststoffkiivette (Uvette, Eppendorf, D) gegeben und die Probe bei 260nm
und 280 nm vermessen. Durch die Messung der Absorption bei 260 nm kann direkt der Gehalt an Ge-

samt-RNA ausgerechnet werden, indem man folgende Formel verwendet:

Aosonm X 100 X 40 = Konz. [ug/ml]

Durch das Verhiltnis der Absorption bei 260 nm zu 280 nm kann man untersuchen, ob die RNA mit
Proteinen, Guanidinisothiocyanat oder Phenol kontaminiert ist, welche die RT-Reaktion storen wiir-
den. Fiir eine optimale RNA-Isolierung sollte das Verhéltnis im Bereich von 1,6 bis 1,8 liegen (Ar-
beitsanleitung peqlab). Ansonsten sollte ein weiterer Waschvorgang mit Ethanol durchgefiihrt werden.

Fiir die RT-Reaktion wurden immer 2 pg Gesamt-RNA verwendet.
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2.5.3 DNAse-Verdau und reverse Transkriptase

Zu 2 pg Gesamt-RNA wurden 1 pl DNase I (Invitrogen), 1 pl DNase Puffer (Invitrogen) und 7 pl
DEPC-Wasser hinzu gegeben, um die eventuell noch vorhandene DNA zu zersetzen. Die Mischung
wurde 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieend mit 1 pl 25 mM EDTA-L6sung
versetzt, um {iiberschiissige Metallionen zu binden. Durch 10 Minuten andauerndes Erwirmen des
Gemischs auf 65 °C wurde die DNase [ inaktiviert. AnschlieBend wurde die Mischung fiir mindestens
1 Minute bei -4 °C auf Eis gekiihlt. Die eigentliche RT-Reaktion erfolgte mittels der Reagenzien aus
dem First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, Mannheim, D) nach Anleitung. Bei dieser Methode
synthetisiert die enthaltene Avian-Myeloblastosis-Virus (AMV) Reverse Transkriptase die neue
Strang-cDNA an den Stellen, an denen der ebenfalls in diesem Kit enthaltene und der RNA zugefiihrte
Primer bindet. Die Umschreibung der mRNA in cDNA erfolgte bei 42 °C iiber 60 Minuten. Die Reak-
tion wurde durch Erhitzen auf 99°C fiir eine Minute beendet. Das entstandene cDNA-Gemisch konnte
direkt fiir die PCR verwendet werden. Als Kontrolle, dass bei Umwandlung von mRNA in cDNA
nicht bereits DNA vorhanden war, wurde einer Kontroll-RNA anstelle von AMV Reverse Transkrip-
tase DEPC-Wasser zugegeben. Eine Umwandlung von mRNA in cDNA sollte in diesem Fall nicht
stattfinden. Bei der anschliefenden PCR sollte bei dieser Probe im Idealfall keine Anlagerung von

DNA-Primern erfolgen.

2.5.4 Prinzip der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Methodik der PCR, die 1985 von Kay Mullis (37) entwickelt worden war, ermdglicht aufgrund
ihrer hohen Sensitivitdt bereits aus einer sehr kleinen Anzahl von Zellen einen positiven Nachweis von
DNA.

Die PCR verlduft in drei Phasen (siehe Abbildung 1):

1. Denaturierung: Beim Erhitzen auf eine Temperatur von 95°C wird die Ziel-DNA in Einzelstrdnge

getrennt. Alle sonstigen Enzymreaktionen werden durch das Erhitzen gestoppt.

2. Anbindung (annealing): Im zweiten Schritt erfolgt beim Abkiihlen auf die sogenannte annealing-
Temperatur (im Bereich zwischen 45 °C bis 65 °C) die Hybridisierung der zugefiigten einzelstringi-
gen Primer mit den komplementidren Enden des zu vervielfiltigenden templates. Die Primer binden
sich an die Einzelstrang-DNA. An diese kleinen Stiicke von Doppelstrang-DNA kann sich die hitze-
stabile Tag-Polymerase binden und die Vorlage kopieren. Schon nach dem Anbau weniger Basen sind
die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen der Vorlage und dem Primer so fest, dass sie nicht mehr

aufgebrochen werden kénnen.
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3. Verlangerung: Im dritten Schritt verldngert die hitzestabile DNA-Polymerase unter den vorgege-
benen Reaktionsbedingungen (72 °C) und in Gegenwart von Desoxyribonucleosidtriphosphaten
(dNTPs) die Primer entlang des templates.

Primer, die nicht optimal an die DNA gebunden sind, d.h. nicht exakt komplementir sind, werden
durch das Erwarmen wieder abgeldst. Es werden also nur die gesuchten DNA-Abschnitte kopiert.
Diese 3 Schritte bilden einen PCR-Zyklus, wobei bei einer klassischen PCR diese Schritte 30-60 mal
wiederholt werden. Am Ende der PCR entstehen maximal 2" doppelstringige DNA-Molekiile, die

Kopien der urspriinglichen Zielregion zwischen den Primern darstellen.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des PCR-Zyklus (48)

2.5.,5 Quantitative PCR-Analyse und verwendete Primer

Die Echtzeit-PCR (real-time-PCR) mit der LightCycler-Technologie (Roche, Mannheim, D) ist zurzeit
eine der exaktesten Methoden zum quantitativen Nachweis von Genexpression in einem einzigen
Reaktionsansatz. Die Amplifikation erfolgt mit der in der PCR {iblicherweise verwendeten hitzestabi-
len DNA-Polymerase. Durch Zugabe eines Fluoreszenzfarbstoffes (SYBR Green), der sich in die mi-
nor groove (kleine Furche) von doppelstrangiger DNA einlagert, wird die Amplifikation mit der quan-
titativen Detektion unmittelbar kombiniert. Durch diese Bindung wird die emittierte Fluoreszenz bei
gleicher Ausgangsintensitidt um ein Vielfaches verstirkt. Die Intensitit des entstandenen Signals ist
direkt proportional zu der Zahl der vorhandenen Doppelstringe. Bei der LightCycler-Technologie
wird diese emittierte Fluoreszenz nach jedem Zyklus (Verdoppelung der Menge an doppelstrangiger
DNA) gemessen. Die Fluoreszenz wird schlielich nach einer bestimmten Zahl an Zyklen, die abhén-

gig ist von der Zahl der Ausgangskopien, messbar.
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Der LightCycler besteht aus einer zylindrischen Kammer, die mit Luft geheizt wird (siche Abbildung
2). Als Reaktionsgefiafle werden diinne Glaskapillaren mit einem Volumen von 20 pl verwendet. Die
eigentliche Detektionseinheit ist auf dem Boden der Reaktionskammer angebracht. Sie besteht aus
einer blauen LED (470 nm) und Photozellen, die in den Kanélen F1, F2 und F3 messen (F1 = griin =
515 nm; F2 = rot = 640 nm; F3 = tiefrot = 705 nm). Die Proben werden nacheinander iiber die Detek-
tionseinheit gefahren und gemessen. Im LightCycler werden die Fluorophore mit einer Blau-Licht
emittierenden Diode (470 nm) beleuchtet. Die gelb-griinen Flourophore des Fluoreszenzfarbstoffes
SYBR Green werden dadurch spezifisch angeregt und die resultierende Emissions-Fluoreszenz wird

dann gemessen.

20 pl Glaskapillare

Luftgeheizte Lightcycler-
Reaktionskammer

LightCycler-
Detektionseinheit

A A A -
bl o ]

Abbildung 2: schematische Darstellung des LightCycler-Messinstruments (49)

Fiir die Messung im LightCycler wurde zu je 1 ul der vorher umgewandelten cDNA-Probe (template)
jeweils 1 pl eines Primerpaares (Primerkonzentration 10 pmol), 6 pl H,O sowie 2 pl des Reaktionsmi-
xes (LightCycler FastStart DNA Master™ " SYBR Green I, bestehend aus FastStart Taqg DNA Poly-
merase, Pufferlosung, MgCl,, SYBR Green Fluoreszenzfarbstoff sowie ANTP-Mix) pipettiert.

Die verwendeten Primer wurden im Rahmen mehrjdhriger Forschung im Labor etabliert. Wesentlich
fiir die Exaktheit und Effizienz der PCR-Analyse ist die Optimierung der Primer. Jedes Primerpaar
wurde deshalb mit mehreren unterschiedlichen Verdiinnungsstufen genspezifischer DNA getestet.
Diese Verdiinnungsstufen dienen bei zukiinftigen Messungen als Grundlage fiir externe Standardkur-
ven. Jedem LightCycler-Ansatz wird eine Probe einer bekannten Verdiinnungsstufe beigefiigt. Um die

exakte Kopienzahl der Proben bestimmen zu kénnen, wird das Ergebnis der bekannten Verdiinnung
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mit dem der externen Standardkurve abgeglichen. Die exakte Kopienanzahl der unbekannten templa-
tes kann somit bestimmt werden.

Da sich SYBR Green auch an unspezifische Amplifikationsprodukte anlagert, werden bei jedem Ligh-
tCycler-Lauf Schmelzkurven erstellt und die Schmelzpunkte bestimmt. Der Schmelzpunkt ist die
Temperatur, bei der die Halfte der komplementidren Sequenzen hybridisiert vorliegt. Der Schmelz-
punkt wurde beim Primerdesign fiir jedes Primerpaar berechnet und soll mit der bestimmten Schmelz-
punkttemperatur bei korrektem Amplifikationspunkt iibereinstimmen. Unspezifische Amplifikations-
produkte oder Primerdimere konnen aufgrund abweichender Schmelzpunkte identifiziert werden.

Zur genauen Berechnung der Template-Konzentration eines Ziel-Gens muss auflerdem die Amplifika-
tionseffizienz der Reaktion bekannt sein. Theoretisch liegt die optimale Effizienz einer PCR-Reaktion
bei zweli, das entspriche einer vollstindigen Replikation des templates pro Zyklus. Die Amplifikations
effizienz E ldsst sich mit der Formel E = 107" bestimmen. Die Effizienz lag in allen Amplifikatio-

nen bei iiber 1,80. Tabelle 4 zeigt eine Ubersicht iiber die verwendeten Primer mit den jeweiligen Pri-

mersequenzen:

Primername Primersequenz 5° — 3’

Primerlénge

GAPDH Fwd 5’ - GCA CCA CCA ACT GCTTAGCACC-3’
637bp Bwd 5’ - GTC TGA GTG TGG CAG GGA CTC-3’
TNF-alpha Fwd 5* - GGG ACC TCT CTC TAA TCA GCC CTC TGG -3’
287bp Bwd 5° - GAC GGC GAT GCG GCT GAT GG -3’
GM-CSF Fwd 5* - GTG GCC TGC AGC ATC TCT GCA C -3’
396bp Bwd 5’ - CCT GGA CTG GCT CCC AGC AGTC -3’
IL-1alpha Fwd 5* - CAC TCC ATG AAG GCT GCA TGG -3’
631bp Bwd 5’ - ACC CAG TAG TCT TGC TTT GTG G -3’
IL-1beta Fwd 5’ - GCA TCA CTG AAC TGC ACG CTCCG -3’
431bp Bwd 5’ - GGT GAA GTC AGT TAT ATC CTG GCC G -3’
IL-6 Fwd 5* - CAT CCT CGA CGG CAT CTC AGC -3’
355bp Bwd 5’ - CGT CAG CAG GCT GGC ATTTG -3’

IL-8 Fwd 5* - GCA GCT CTG TGT GAA GGT GCA G -3’
365bp Bwd 5’ - GCA TCT GGC AACCCT ACAACAG-3
IL-10 Fwd 5’ - GTG ATG CCC CAA GCT GAGA -3

138bp Bwd 5’ - CAC GGC CTT GCT CTT GTT TT -3’
IFN-gamma Fwd 5’ - TCA GCT CTG CAT CGT TTT GG -3’

120bp Bwd 5’ - GTT CCA TTA TCC GCT ACA TCT GAA -3’

Tabelle 4: Ubersicht iiber die verwendeten Primer
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2.5.6 Housekeeping-Gene und relative Quantifizierung

Innerhalb der Real-time-PCR gibt es unterschiedliche Strategien fiir die Quantifizierung:

1. Die absolute Quantifizierung, bei der anhand einer externen Kalibrierkurve die Expression des
Ziel-Gens quantifiziert wird. Die externe Kalibrierkurve enthélt hierbei verschieden verdiinnte
Proben mit bekannter Konzentration.

2. Die relative Quantifizierung, bei der die Expression des Ziel-Gens (Target-Gen) mit der eines
stabil exprimierten Referenzgens (sog. Housekeeping Gen) verglichen wird.

Housekeeping-Gene kodieren Proteine, die fiir die Aufrechterhaltung von Zellfunktionen essentiell

sind. Es handelt sich somit um (idealerweise) konstant exprimierte Gene, die sich selbst in geringen

cDNA-Konzentrationen nachweisen lassen. Diese werden zum Vergleich herangezogen, wenn die

Gen-Expression anderer Gene untersucht werden soll.

Da Housekeeping-Gene nicht in allen Zell-Typen konstant exprimiert werden, ist es notwendig, die

verwendeten Proben auf mehrere Housekeeping-Gene zu untersuchen, um eines zu finden, welches am

wenigsten und somit am konstantesten reguliert wird (68). In der vorliegenden Arbeit erwies sich

GAPDH als konstantestes Housekeeping-Gen.

Aus dem Quotient der im LightCycler gemessenen Konzentrationen von Target- und Housekeeping-

Gen ergibt sich ein Verhéltnis, welches zeigt, um wie viel stérker oder schwécher das Ziel-Gen in der

jeweiligen Probe exprimiert wird. Es gilt somit:

Relative Konzentration = Ziel-Gen-Konzentration / Housekeeping-Gen-Konzentration

2.5.7 Crossing Point

Der Crossing-Point (CP) beschreibt den Punkt im PCR-Zyklus, an dem die Fluoreszenz erstmalig sig-
nifikant iiber eine stindig vorhandene Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt.

Der CP dient somit als interne Kontrolle, ob ein Gen wirklich exprimiert wird. Je frither der CP er-
reicht wird, umso stirker wird ein Gen exprimiert. Liegt der CP der untersuchten Probe ndher am CP
der Negativ-Kontrolle und somit am Ende eines PCR-Zyklus, geschieht dies zu einem Zeitpunkt, an
dem héufiger Produktfragmente miteinander hybridisieren. Zu diesem spéaten Zeitpunkt der PCR sind

Substrate anndhernd verbraucht, Polymerasen und Nucleotide werden durch Hitze langsam inaktiviert.
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2.6 LDH-Messung

Die Laktatdehydrogenase ist ein Enzym, das die Reduktion von Pyruvat zu Laktat bei der Glykolyse
katalysiert. NADH fungiert hierbei als Coenzym. LDH ist aus vier Polypeptidketten aufgebaut. Es
existieren fiinf Isoenzyme, deren Verteilung fiir verschiedene Organe charakteristisch ist. Kommt es
zu einer Schiadigung der Zellen, wie zum Beispiel beim Herzinfarkt, so erhdht sich der LDH-Spiegel
im Serum. Werden die Zellen der Vaginalschleimhaut geschidigt, kommt es ebenfalls zu einer Erho-
hung der LDH-Konzentration im Erhaltungsmedium. Uber eine photometrische Messung der NADH-
Abnahme bei 340 nm kann diese Konzentration nach der Wréoblewski-La Due-Methode (71) bestimmt
werden. Alle Erhaltungsmedien wurden nach der Infektion des RHVE mit den verschiedenen Lakto-
bazillus-Spezies, dem C. albicans Wildtyp SC5314 oder nur mit PBS (Kontrolle) nach den verschie-
denen Infektionszeiten (12, 24 und 36 Stunden) auf ihre LDH-Konzentration hin untersucht. Die
Reaktion von Laktat zu Pyruvat bei der Glykolyse erfolgt nach folgender Reaktionsgleichung:

LDH

L-Laktat + NAD" - Pyruvat + NADH + H*
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3 Ergebnisse

3.1 Laktobazillen-Spezies-Klassifizierung

Aus den verwendeten probiotischen Produkten und dem Vaginal-Abstrich konnten unter anaeroben
Bedingungen Bakterien angeziichtet werden. Mittels des API 50 CH Systems (bioMérieux) konnten

die isolierten Stamme identifiziert werden. Tabelle 5 zeigt das Ergebnis der Identifizierung:

Produkt Lt. Hersteller Mittels API 50 CH

enthaltener Stamm Identizierter Stamm
LCI, Nestlé L. johnsonii LAL1 L. acidophilus 1
Actimel, Danone L. casei defensis L. paracasei ssp. paracasei 1 bzw. 2
Yakult, Yakult L. casei shirota L. paracasei ssp. paracasei 1 bzw. 2
LGG, Infectopharm L. rhamnosus GG L. rhamnosus
Wildtyp A L. acidophilus 2

Tabelle 5: Ergebnis der Laktobazillen-Identifizierung durch das API 50 CH System

Das API 50 CHL System ist nur zur Identifizierung der in der Datenbasis enthaltenen Spezies be-
stimmt, die Zugehorigkeit wird anhand einer Prozenttabelle am Ende der beigefiigten Arbeitsanleitung
bestimmt. Bei den Keimen in den getesteten Nahrungs- und Nahrungsergidnzungsmitteln handelt es
sich um im Labor geziichtete und vom Hersteller geschiitzte Laktobazillen, die in der Datenbasis nicht
vorhanden sind. Die bei LC1, Actimel und Yakult identifizierten Stimme wurden allerdings auch bei
Kwon et al. (30) in dieser Art und Weise mittels API 50 CH identifiziert. Da bei der Anziichtung der
Laktobazillen auf MRS-Agar keine weiteren Stimme oder andere Verunreinigungen gewachsen war-

en, kann von der Authentizitét der verwendeten Stimme ausgegangen werden.

3.2 Ex-vivo-Untersuchungen zur Bedeutung von Laktobazillen bei der vaginalen

Kandidose

Grundsitzlich zeigte sich bei der histologischen Untersuchung kein Unterschied bei der protektiven
Wirkung der einzelnen Laktobazillen-Stimme auf die Infektion mit C. albicans. Daher wird bei der
nachfolgenden Beurteilung der Morphologie des RHVE beispielhaft das Bild in Anwesenheit eines

Laktobazillen-Stammes stellvertretend fiir die jeweilige Testsituation gezeigt.
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3.2.1 Morphologie des nicht-infizierten RHVE

Das RHVE besteht aus 6-8 Zellschichten mit einer Gesamtdicke von 68 um ohne Stratum corneum. Je
nach Dauer der Inkubation mit PBS kommt es zu einer Dickenzunahme um 1-2 Keratinozytenzell-

schichten. Alle Zellen, auch die der obersten Zellschicht, enthalten Kerne. Uber den gesamten Zeit-

raum (12, 24 und 36 Stunden) zeigte sich eine regelrechte Morphologie ohne Anzeichen von Odem
oder Nekrose (Abbildungen 3 — 5).

Abbildung 3: 12 Stunden altes, nicht infiziertes rekonstruiertes humanes Vaginalepithel bestehend aus

6-8 Zellschichten und einer Polykarbonattrégerschicht; Original-Vergroerung x 400
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Abbildung 4: 24 Stunden altes, nicht infiziertes rekonstruiertes humanes Vaginalepithel bestehend aus
6-8 Zellschichten und einer Polykarbonattragerschicht; Original-Vergroferung x 400

Abbildung 5: 36 Stunden altes, nicht infiziertes rekonstruiertes humanes Vaginalepithel bestehend aus
6-8 Zellschichten und einer Polykarbonattrégerschicht; Original-Vergroferung x 400
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3.2.2 Morphologie des RHVE nach Infektion mit Laktobazillen

Auch beim mit Laktobazillen beimpften rekonstruierten humanen Vaginalepithel zeigte sich iiber den
gesamten Versuchszeitraum von 12, 24 und 36 Stunden eine regelrechte Morphologie ohne Anzeichen
von Odem und Nekrose (Abbildungen 6-8). In allen Zellschichten (6-8 Schichten), auch in denen der

obersten Zellschicht, sind Kerne enthalten. Auch im Vergleich der verschiedenen Laktobazillen-

Staimme zeigte sich kein Unterschied.

Y
Abbildung 6: rekonstruiertes humanes Vaginalepithel, 12h nach Infektion mit L. johnsonii LA1, be-
stehend aus 6-8 Zellschichten und einer Polykarbonattrégerschicht; Original-Vergroferung x 400
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Yakutt 24h !

Abbildung 7: rekonstruiertes humanes Vaginalepithel, 24h nach Infektion mit L. casei shirota, beste-
hend aus 6-8 Zellschichten und einer Polykarbonattragerschicht;
Original-Vergroferung x 400

Abbildung 8: rekonstruiertes humanes Vaginalepithel, 36 nach Infektion mit L. casei shirota, beste-
hend aus 6-8 Zellschichten und einer Polykarbonattragerschicht;
Original-VergroBerung x 400
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3.2.3 Morphologie des RHVE nach Infektion mit C. albicans Wildtyp SC5314

Bei den mit C. albicans Wildtyp SC5314 infizierten rekonstruierten humanen Vaginalepithelien kam
es bereits nach 12 Stunden zu einer leichten sichtbaren Schiadigung des Epithels mit Bildung von inter-
und intrazelluliren Odemen (Vakuolen). Vereinzelt 18sten sich oberflichlich gelegene Zellen aus dem
Zellverband. An der obersten Zellschicht lagerten sich Pilze in einem lockeren Zellverbund an, ohne
die Oberflache zu penetrieren (Abbildung 9).

Nach 24 Stunden zeigte sich eine bereits deutlich sichtbare Schadigung des Vaginalepithels. Das He-
rauslosen von Keratinozyten aus dem Zellverband, starke 6dematése Schwellungen der Keratinozyten
bis in tiefe Zellschichten bestimmte das histologische Bild nach 24 Stunden. Ein dichter Pilzrasen lag
dem Epithel auf, Pilzzellen drangen in das RHVE ein (Abbildung 10).

Nach 36 Stunden ist das RHVE vollstindig zerstort, Pilze drangen tief in die Basalzellschicht bzw.
weiter bis zur Polycarbonattragerschicht durch (Abbildung 11).

SC 5314 12h

Abbildung 9: rekonstruiertes humanes Vaginalepithel, 12 h nach Infektion mit C. albicans Wildtyp
SC5314. Sichtbare Bildung von inter- und intrazelluliren Odemen in den oberen Zellschichten, begin-

nende Adhésion von Hefezellen an der Schleimhautoberflidche. Original-VergroBerung x 400
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Abbildung 10: rekonstruiertes humanes Vaginalepithel, 24 h nach Infektion mit C. albicans Wildtyp
SC5314. Herauslosen von Zellen aus den oberen Zellschichten des Epithels, 6dematdse Schwellung

bis in tiefe Zellschichten mit deutlicher Adhédsion von Hefezellen an der Schleimhautoberfliache.

Original-Vergroferung x 400
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Abbildung 11: rekonstruiertes humanes Vaginalepithel, 36h nach Infektion mit C. albicans Wildtyp
SC5314. Zerfall des Epithels, Pilzzellen sind bis zur Basalzellschicht durchgedrungen.

Original-Vergroferung x 400
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3.2.4 Morphologie des RHVE nach Infektion mit Laktobazillen und C. albicans Wild-
typ SC5314

Beim gleichzeitigen Beimpfen des rekonstruierten humanen Vaginalepithels mit Laktobazillen und C.
albicans Wildtyp SC5314 zeigte sich folgendes Bild:

Nach 12 Stunden zeigte sich eine beginnende Odem- bzw. Vakuolenbildung, allerdings 18sten sich
vorerst keine Zellen aus dem Epithel heraus. Oberflachlich lagerten sich vereinzelt Pilze an, ohne je-
doch in die Oberfldche zu penetrieren. Im Vergleich zu dem alleine mit Laktobazillen beimpften Epi-
thel war der Zellschaden insgesamt ausgeprégter. Der Vergleich mit dem alleine mit C. albicans Wild-
typ SC5314 infizierten RHVE zeigt jedoch durchweg einen deutlich geringeren Schaden mit geringe-
rer Vakuolen- bzw. Odembildung. Zusitzlich lagern sich deutlich weniger Pilze an (Abbildung 12).
Nach 24 Stunden kommt es zu einer Zunahme und Verdichtung der dem Epithel aufliegenden Pilzzel-
len, eine Tiefenpenetration findet allerdings weiterhin nicht statt. Allerdings kommt es verstiarkt zu
einer Odembildung im Epithel, von der auch basal gelegene Zellen betroffen sind (Abbildung 13).

Im léngsten Untersuchungszeitraum von 36 Stunden ist es im RHVE zu einer deutlichlich sichtbaren
Vakuolenbildung gekommen, die Keratinozyten sind deutlich 6dematds geschwollen. Der Zellverbund
des Epithels ist allerdings noch nicht aufgelost, das RHVE ist noch mit der Polycarbonattrigerschicht
verbunden. Wenngleich auch eine deutlich sichtbare Menge an C. albicans Wildtyp SC5314 aufliegt,
kommt es zu keinem Eindringen von Hefezellen in das Epithel (Abbildung 14).

LGG + 5C5314 120

Abbildung 12: rekonstruiertes humanes Vaginalepithel, 12 h nach Infektion mit L. rhamnosus GG
und C. albicans Wildtyp SC5314. Beginnende Vakuolen- bzw. Odembildung im Epithel mit ober-
flachlicher Anlagerung von Hefezellen ohne Eindringen in das Epithel.

Original-Vergroferung x 400
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Idly'p &+ SO5314 24

Abbildung 13: rekonstruiertes humanes Vaginalepithel, 24 h nach Infektion mit L. acidophilus und

C. albicans Wildtyp SC5314. Deutlich verstirkte Vakuolenbildung, auch der basal gelegenen Zellen,
vermehrte oberflachliche Anlagerung von Hefezellen, weiterhin ohne Eindringen in das Epithel. Ori-

ginal-VergroBerung x 400

“akult + 5C5314 36h

Abbildung 14: rekonstruiertes humanes Vaginalepithel, 36 h nach Infektion mit L. casei shirota und
C. albicans Wildtyp SC5314. Grofivolumige Vakuolenbildung bei erhaltenem Zellverbund. Eine Be-
siedelung des RHVE durch Pilzzellen hat weiterhin nicht stattgefunden. Original-VergroBerung x 400
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3.2.5 Morphologie des RHVE nach primérer Infektion mit Laktobazillen und se-
kundarer Infektion mit C. albicans Wildtyp SC5314

Beimpft man das rekonstruierte humane Vaginalepithel bei einem Gesamtuntersuchungszeitraum von
12 Stunden zuerst fiir 6 Stunden mit Laktobazillen und gibt nach 6 Stunden C. albicans Wildtyp
SC5314 hinzu, zeigt sich erneut zuerst ein leichtes 6dematoses Anschwellen der Zellkerne und eine
beginnende Vakuolenbildung. Pilzzellen lagern sich auf der Oberfliche an, ohne in das Epithel zu
penetrieren (Abbildung 15). Im Vergleich zum gleichzeitigen Beimpfen des RHVE mit Laktobazillen
und C. albicans Wildtyp SC5314 und Inkubation iiber denselben Untersuchungszeitraum fallt die Va-
kuolenbildung der Schleimhaut etwas geringer aus.

Beim Untersuchungszeitraum von 24 Stunden wurde ebenfalls zuerst mit Laktobazillen beimpft und
erst nach 12 Stunden wurden Hefepilzzellen hinzu gegeben. Das Ergebnis féllt hier ebenfalls etwas
besser aus, als wenn gleichzeitig mit Laktobazillen und C. albicans beimpft und fiir 24 Stunden inku-
biert wird. Hefezellen dringen nicht in das Epithel ein, ein 6dematoses Anschwellen der Zellen fillt im
Vergleich geringer aus (Abbildung 16).

Am eindeutigsten zeigt sich ein protektiver Einfluss von Laktobazillen beim Untersuchungszeitraum
von 36 Stunden. Wird die Haut fiir 18 Stunden zunéchst nur mit Laktobazillen beimpft und werden
nach 18 Stunden C. albicans Wildtyp SC5314 Hefepilz-Zellen hinzu gegeben, ist die Haut nach 36
Stunden noch immer intakt. Die Zellkerne sind zwar vereinzelt ebenfalls 6dematés geschwollen (Ab-
bildung 17). Vergleicht man das Ergebnis mit dem 36-Stunden-Ergebnis nach gleichzeitigem Beimp-

fen mit Laktobazillen und Pilzzellen, erscheint das RHVE insgesamt aber besser erhalten.
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LG Bh + 5C5314 Bh

Abbildung 15: rekonstruiertes humanes Vaginalepithel, nach zeitversetzter Infektion mit L. rhamno-
sus GG fiir 6 Stunden und anschlieBender Infektion mit C. albicans Wildtyp SC5314. Leichtes 6dema-
toses Anschwellen der Zellen bzw. leichte Vakuolenbildung. Kein Durchdringen des RHVE durch

Pilzzellen. Original-VergroBerung x 400

= 2 -
Wakult 12h + SC 5314 12h

Abbildung 16: rekonstruiertes humanes Vaginalepithel, nach zeitversetzter Infektion mit L. casei
shirota fiir 12 Stunden und anschlieBender Infektion mit C. albicans Wildtyp SC5314. Leichte Zu-
nahme der 6dematdsen Schwellung der Zellen, zunehmende Vakuolenbildung. Weiterhin kein Durch-

dringen des RHVE durch Pilzzellen. Original-VergroBerung x 400
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C118h + SC 5314 18h

Abbildung 17: rekonstruiertes humanes Vaginalepithel, nach zeitversetzter Infektion mit L. johnsonii
LAl fir 18 Stunden und anschlieBender Infektion mit C. albicans Wildtyp SC5314. Trotz weiterer
Zunahme der 6dematdsen Schwellung der Zellen und zunehmender Vakuolenbildung. im basalen An-
teil des RHVE ist die Haut nach 36 Stunden intakt. Auch hier kein Durchdringen des RHVE durch
Pilzzellen. Original-Vergroferung x 400

3.2.6  Morphologie des RHVE nach primarer Infektion mit C. albicans Wildtyp
SC5314 und sekundarer Infektion mit Laktobazillen

Beimpft man das rekonstruierte humane Vaginalepithel initial mit C. albicans Wildtyp SC5314 und
gibt nach der Hilfte des jeweiligen Gesamtuntersuchungszeitraumes Laktobazillen hinzu, ist nach
langerem Einwirken der Pilzzellen das Epithel so stark geschidigt, dass die zugegebenen Laktobazil-
len den Zellschaden nicht mehr revidieren kénnen, eine protektive Wirkung ist nicht mehr zu erken-
nen.

Bereits nach 12 Stunden Gesamtinkubation mit einer Vorinkubationszeit von 6 Stunden kommt es zu
einer Anlagerung von Hefepilzzellen an der Epitheloberfldache, vereinzelt dringen Hefen in das Epithel
ein (Abbildung 18).

Nach 24 Stunden und somit einer Vorinkubationszeit von 12 Stunden 16sen sich bereits Zellen aus den
obersten Schichten des RHVE, es kommt zu einer Odembildung bis in die tieferen Zellschichten (Ab-
bildung 19).

Beimpft man zundchst 18 Stunden mit C. albicans Wildtyp SC 5314 und gibt erst dann Laktobazillen

hinzu, zeigt sich zum Versuchsende nach 36 Stunden eine intensive Vakuolenbildung, Zellen aus den
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basalen Zellschichten 16sen sich aus dem RHVE. Die spéite Gabe von Laktobazillen zeigt auch hier

keine Wirkung, die Schleimhaut ist irreparabel geschiadigt (Abbildung 20).

L

e ._b’ N J

| i
SC5314 6h + LGG Bh

Abbildung 18: RHVE, nach zeitversetzter Infektion mit C. albicans Wildtyp SC5314 fiir 6 Stunden
und anschliefender Infektion mit L. rhamnosus GG. Pilzzellen dringen bereits in das RHVE ein, be-

ginnende Vakuolenbildung. Original-VergroBerung x 400
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Abbildung 19: RHVE, nach zeitversetzter Infektion mit C. albicans Wildtyp SC5314 fiir 12 Stunden
und anschlieBender Infektion mit L. johnsonii LA1. Pilzzellen dringen weiter in das RHVE ein, Va-
kuolenbildung bis in tiefe Zellschichten, Zellen 16sen sich aus der Schleimhaut. Die Schleimhaut er-

scheint bereits jetzt irreparabel geschidigt. Original-VergroBerung x 400
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Abbildung 20: RHVE, nach zeitversetzter Infektion mit C. albicans Wildtyp SC5314 fiir 18 Stunden
und anschlieBender Infektion mit L. acidophilus. Pilzzellen sind bis in tiefe Schichten des RHVE ein-
gedrungen, groBlumige Vakuolen- bzw. Odembildung bis zur Basalzellschicht. Irreparable Schidi-

gung des Epithels ist anzunehmen. Original-Vergro3erung x 400

3.3 Quantitative RT-PCR Analyse

Alle in cDNA umgewandelten Proben wurden mittels quantitativer RT-PCR mit dem LightCycler auf
eine Zytokinausschiittung hin untersucht. Die Untersuchung erfolgte auf eine Expression von Thl-
assoziierten und proinflammatorisch wirkenden Zytokinen und Chemokinen, ndmlich TNF-0, GM-
CSF, IL-1a, IL-18, IL-6, IL-8 und IFN-y sowie dem Th2-assoziierten Zytokin IL-10. Als konstant
exprimiertes Gen (Housekeeping-Gen) wurde GAPDH amplifiziert.

Insgesamt wurden 5 Laktobazillus-Arten (Actimel: L. casei defensis, LC1: L. johnsonii LAL, Yakult:
L. casei shirota, LGG: L. rhamnosus GG, Wildtyp A: L. acidophilus) bzw. D-Laktat und hitzeinakti-
vierter LGG (LGG inaktiv: hitzeinaktiverter L. rhamnosus GG) untersucht. Von jeder untersuchten Art
mussten pro Untersuchungszeitraum (12, 24 und 36 Stunden) jeweils 6 cDNA Proben im LightCycler
auf eine Zytokin-Expression untersucht werden (PBS, SC5314, LAB, LAB + SC, LAB %2 + SC %3, SC
%2+ LAB '2). Daraus ergab sich eine Gesamtmenge von 126 Proben.

Da nicht alle Versuche gleichzeitig durchgefiihrt werden konnten, kann ein Gesamtvergleich aller
Proben nicht erfolgen. Bei den folgenden Ergebnissen handelt es sich immer um die relative Kopie-
nanzahl fiir die jeweiligen Zytokine, bezogen auf die Leerwert-Kontrollen (PBS) der jeweiligen Unter-

suchungszeitraume, die in allen Versuchen gleich eins (PBS = 1) gesetzt wurden. Es wurde also ange-
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nommen, dass in der Leerwert-Kontrolle keine Zytokine ausgeschiittet wurden und dass die Proben

um die angegebenen Werte im Vergleich zu PBS hochreguliert wurden.

Prinzipiell ergab sich folgendes Muster bei der LightCycler-Analyse:

Vor allem bei den Untersuchungen der proinflammatorisch wirkenden Zytokine IL-1a, IL-18, 11-6 und
IL-8 sowie der proinflammatorisch wirkenden Chemokine TNF-a und GM-CSF kam es zu einer
Hochregulierung der Werte im Vergleich zur Leerwert-Kontrolle (PBS).

In der Regel ergab sich folgende Relation bei der Hochregulierung:

Die niedrigsten Quantitéten ergaben sich neben PBS bei den Proben, die nur Laktobazillen enthielten.
Dies ldsst eine protektive Wirkung vermuten.

Die hochsten Werte zeigten sich bei den Proben, die nur den C. albicans Wildtyp SC5314 enthielten,
bzw. die zuerst mit dem C. albicans Wildtyp SC5314 und anschlieBend mit einem Laktobazillus-
Stamm infiziert worden waren.

Im Vergleich dazu fiel die Hochregulation der oben genannten Zytokine bei den Proben, bei denen
zeitgleich mit einem Laktobazillus-Stamm und dem C. albicans Wildtyp SC5314 beimpft wurde oder
bei Proben, bei denen zeitversetzt zuerst mit einem Laktobazillus-Stamm und danach mit C. albicans
Wildtyp SC5314 nachbeimpft wurde, vergleichsweise geringer aus, wenngleich die Werte immer noch
hoher sind als bei Proben, die nur Laktobazillen enthielten. Dennoch lésst sich auch hier ein protekti-
ver Einfluss vermuten.

Dieses Phanomen zeigte sich im Grunde bei allen Laktobazillus-Arten, wenngleich die Relationen
innerhalb eines Versuches teilweise nicht so ausgepriagt waren (z.B. TNF-a fiir L. rhamnosus GG 12
h) wie bei anderen Versuchen (z.B. GM-CSF fiir L. casei defensis 36 h).

Im typischen Fall nahmen die Werte bei ldngeren Untersuchungszeitrdumen zu. Besonders eindrucks-
voll zeigte sich dies beim 12-, 24- und 36 Stunden-Vergleich fiir GM-CSF, einem die Kolonienbil-
dung von Granulozyten und Makrophagen stimulierenden Faktor.

Diese Verteilung der Zytokinauschiittung innerhalb der einzelnen Versuche zeigt sich auch beim Ver-
such mit D-Laktat, nicht aber bei den Versuchen mit hitzeinaktiviertem LGG. Hier ergaben sich die
hochsten Quantifizierungen nicht wie erwartet fiir Proben mit dem C. albicans Wildtyp SC5314, son-
dern fiir die Proben, in denen nur hitzeinaktiverter LGG enthalten war. Teilweise erfolgte auch gar
kein Nachweis in den Proben mit inaktivem LGG. Bei den Ergebnissen der Proben, in denen inakti-
vierter LGG und C. albicans Wildtyp SC5314 zusammen - sei es zeitgleich oder zeitversetzt - inku-
biert wurden, lésst sich keine protektive Wirkung erkennen, da die Werte nicht deutlich unter denen
fiir Proben liegen, in denen nur C. albicans Wildtyp SC5314 vorhanden ist.

Fiir die Zytokin-Untersuchungen von IL-10 und IFN-y ergaben sich wenig erkennbare bzw. aussage-
kraftige Hochregulationen. Es kam nur vereinzelt zu (schwachen) Hochregulierungen der Zytokine,
teilweise erfolgte gar kein Nachweis.

Die Berechnung der relativen Kopienanzahl soll nun anhand von einem Beispiel erldutert werden:
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Aus der relativen Kopienanzahl bei Verwendung von Primern des Housekeeping-Gens GAPDH wird

zunichst fiir die einzelnen Proben ein Abgleichfaktor errechnet, um Unterschiede in der Qualitét und

Quantitdt der cDNA beriicksichtigen zu konnen (Tabelle 5).

Ausgehend vom Leerwert werden die ermittelten Zytokin-Kopienzahlen der einzelnen Probenwerte

mit dem Abgleichfaktor aus Tabelle 1 multipliziert und dann in Relation zum Leerwert gesetzt (Ta-

bellen 6-13).

GAPDH

e-7

PBS (Leerwert)

SC 5314

Actimel

Actimel + SC 5314
Actimel 6h + SC 5314 6h
SC 5314 6h + Actimel 6h
NTC

Kopienzahl

1,00E+01
4,43E+02
3,48E+02
2,21E+02
8,84E+02
1,22E+03
1,34E+03
5,54E-04

Prozent
der
Kopienzahl

100,00%
78,59%
49,91%
199,59%
275,29%
303,52%
0,00%

Faktor fiir
Abgleich mit
GAPDH

1,00
1,27
2,00
0,50
0,36
0,33

Crossing
point

25,53
19,55
19,93
20,65
18,46
17,95
17,80
>41,00

Tabelle 6: Berechnung des Abgleichfaktors aus der unterschiedlichen Kopienanzahl fiir das House-

keeping-Gen GAPDH

TNF-alpha

e-6

PBS (Leerwert)

SC 5314

Actimel

Actimel + SC 5314
Actimel 6h + SC 5314 6h
SC 5314 6h + Actimel 6h
NTC

Kopienzahl

1,00E+01
1,50E-03
8,24E-03
1,16E-03
1,85E-03
5,16E-03
2,73E-02
2,67E-03

Nach
Abgleich mit
GAPDH

1,00
6,97
1,54
0,62
1,25
5,98

Crossing
point

20,06
33,44
30,85
33,84
33,13
31,57
29,04
32,57

Tabelle 7: Berechnung der relativen Kopienanzahl der Proben fiir TNF-a nach Abgleich mit dem

Housekeeping-Gen GAPDH
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GM-CSF

e-6

PBS (Leerwert)

SC 5314

Actimel

Actimel + SC 5314
Actimel 6h + SC 5314 6h
SC 5314 6h + Actimel 6h
NTC

Kopienzahl

1,00E+01
1,08E-02
2,86E+00
3,61E-03
1,52E-01
1,54E-01
3,73E-01
3,35E-04

Nach
Abgleich mit
GAPDH

1,00
335,59
0,67
7,04
5,14
11,34

Crossing
point

25,02
35,91
27,02
37,66
31,69
31,68
30,26
41,45

Tabelle 8: Berechnung der relativen Kopienanzahl der Proben fiir GM-CSF nach Abgleich mit dem

Housekeeping-Gen GAPDH

IL-1 a

e-6

PBS (Leerwert)

SC 5314

Actimel

Actimel + SC 5314
Actimel 6h + SC 5314 6h
SC 5314 6h + Actimel 6h
NTC

Kopienzahl

1,00E+01
1,32E-01
1,75E+00
3,22E-02
6,73E-01
1,32E+00
1,39E+00
9,27E-04

Nach
Abgleich mit
GAPDH

1,00
16,86
0,49
2,55
3,63
3,46

Crossing
point

20,44
27,45
23,27
29,73
24,81
23,72
23,64
35,48

Tabelle 9: Berechnung der relativen Kopienanzahl der Proben fiir IL-10 nach Abgleich mit dem Hou-

sekeeping-Gen GAPDH

IL-18

e-6

PBS (Leerwert)

SC 5314

Actimel

Actimel + SC 5314
Actimel 6h + SC 5314 6h
SC 5314 6h + Actimel 6h
NTC

Kopienzahl

1,00E+01
1,19E-01
6,72E-01
3,12E-02
3,64E-01
6,50E-01
4,00E-01
1,84E-03

Nach
Abgleich mit
GAPDH

1,00
7,16
0,52
1,53
1,98
1,10

Crossing
point

20,00
26,81
24,15
28,87
25,09
24,20
24,95
33,22

Tabelle 10: Berechnung der relativen Kopienanzahl der Proben fiir IL-168 nach Abgleich mit dem

Housekeeping-Gen GAPDH
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IL-6 Kopienzahl Nach Crossing
Abgleich mit point
GAPDH
e-6 1,00E+03 - 19,68
PBS (Leerwert) 8,35E-02 1,00 34,54
SC 5314 2,28E+00 34,72 29,31
Actimel 5,46E-02 1,31 35,21
Actimel + SC 5314 5,14E-01 3,08 31,67
Actimel 6h + SC 5314 6h 8,98E-01 3,91 30,78
SC 5314 6h + Actimel 6h 1,47E+00 5,79 30,00
NTC 1,88E-01 - 33,26

Tabelle 11: Berechnung der relativen Kopienanzahl der Proben fiir IL-6 nach Abgleich mit dem Hou-
sekeeping-Gen GAPDH

IL-8 Kopienzahl Nach Crossing
Abgleich mit point
GAPDH
e-6 1,00E+01 - 23,86
PBS (Leerwert) 1,40E+00 1,00 26,81
SC 5314 9,54E+00 8,65 23,93
Actimel 2,14E-01 0,31 29,64
Actimel + SC 5314 2,68E+00 0,96 25,84
Actimel 6h + SC 5314 6h 5,17E+00 1,34 24,85
SC 5314 6h + Actimel 6h 8,25E+00 1,94 24,15
NTC 2,67E-02 - 32,77

Tabelle 12: Berechnung der relativen Kopienanzahl der Proben fiir IL-8 nach Abgleich mit dem Hou-
sekeeping-Gen GAPDH

IL-10 Kopienzahl Nach Crossing
Abgleich mit point
GAPDH
e-8 1,00E+03 - 23,62
PBS (Leerwert) 1,11E-02 1,00 >41,00
SC 5314 3,50E-01 40,19 35,74
Actimel 0,00E+00 0,00 0,00
Actimel + SC 5314 1,11E-02 0,50 >41,00
Actimel 6h + SC 5314 6h 1,11E-02 0,36 >41,00
SC 5314 6h + Actimel 6h 1,28E-01 3,80 37,27
NTC 1,36E-01 - 37,18

Tabelle 13: Berechnung der relativen Kopienanzahl der Proben fiir IL-10 nach Abgleich mit dem
Housekeeping-Gen GAPDH
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IFN-y Kopienzahl Nach Crossing
Abgleich mit point
GAPDH
e-7 1,00E+02 - 25,71
PBS (Leerwert) 1,00E+00 1,00 >41,00
SC 5314 7,07E-03 0,01 >41,00
Actimel 7,02E-03 0,01 >41,00
Actimel + SC 5314 1,57E-01 0,08 36,04
Actimel 6h + SC 5314 6h 0,00E+00 0,00 0,00
SC 5314 6h + Actimel 6h 5,14E-01 0,17 34,14
NTC 7,07E-03 - >41,00

Tabelle 14: Berechnung der relativen Kopienanzahl der Proben fiir IFN-y nach Abgleich mit dem
Housekeeping-Gen GAPDH

Die folgenden Abbildungen 21 bis 26 zeigen die grafische Darstellung der Ergebnisse der TNF-a- und
GM-CSF-Expression in Gegenwart der getesteten Laktobazillus-Stimme bzw. von D-Laktat, in den
verschiedenen untersuchten Zeitraumen. Die Abbildungen 27 bis 44 der Ergebnisse der weiteren un-
tersuchten Zytokine (IL-1a, IL-18, IL-6, IL-8, IL-10 sowie IFN-y) sowie die zugehdrigen Tabellen 1

bis 24 aller untersuchten Zytokine finden sich im Anhang:

TNF-alpha 12h
20~ E795,0G LSS,G::
10 N
0-
Actimel LC1 Yakult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv
oPBS o SC 5314 OLAB
OLAB + SC OLAB 1/2+SC 1/2 @SC1/2+LAB 1/2

Abbildung 21: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir TNF-o nach einem Untersuchungszeit-

raum von 12 Stunden
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TNF-alpha 24h

20

L35’64 L25,Ga
Actimel LC1 Yakult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv
oPBS oSC 5314 oLAB
OLAB + SC OLAB 1/2+ SC 1/2 @SC 1/2 + LAB 1/2

Abbildung 22: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir TNF-o nach einem Untersuchungszeit-

raum von 24 Stunden

TNF-alpha 36h

2,5+

5 1488,05
108,86
[547,13
[ 24,54
Actimel Lt Yakult LGG Widtyp A Laktat LGG inaktiv
oPBS o SC 5314 @ LAB
OLAB + SC OLAB 1/2+SC1/2 @SC1/2+ LAB 1/2

Abbildung 23: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir TNF-o nach einem Untersuchungszeit-

raum von 36 Stunden
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GM-CSF 12h
50T 335,59 — 2062,06
“—
2541
0 .|
Actimel Lct Yakult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv
oPBS o SC 5314 @ LAB
OLAB + SC OLAB 1/2+SC1/2 @SC1/2+LAB1/2

Abbildung 24: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir GM-CSF nach einem Untersuchungszeit-

raum von 12 Stunden

GM-CSF 24h

2909,09|
33,00 63850,0 1
T 11271,88|
3634,63

200+

100

Actimel LCt Yakult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv
oPBS o SC 5314 oLAB
OLAB + SC OLAB 1/2+8C1/2 @SC1/2+LAB1/2

Abbildung 25: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fir GM-CSF nach einem Untersuchungszeit-

raum von 24 Stunden
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GM-CSF 36h 128730
29589,06
1600 79082,9
9086,93
= —
800+ | |
0 ||
Actimel Lct Yakult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv
oPBS o SC 5314 mLAB
OLAB + SC OLAB 1/2+ SC 1/2 @SC1/2+ LAB 1/2

Abbildung 26: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir GM-CSF nach einem Untersuchungszeit-

raum von 36 Stunden

3.4 LDH-Bestimmung

Um das AusmaB der Schiadigung der Zellen in den verschiedenen RHVE besser vergleichen zu kon-
nen, erfolgte neben der histologischen Auswertung zusétzlich die Messung der LDH-Konzentration in
dem Nidhrmedium.

Die LDH-Konzentration der nicht infizierten Schleimhaut (Negativ-Kontrolle mit PBS), bei der die
Schleimhaut voll intakt ist, zeigt iiber alle Untersuchungszeitrdume die niedrigsten Werte.

Die Positiv-Kontrolle, also die mit C. albicans Wildtyp SC5314 infizierte Schleimhaut, zeigt im Zeit-
verlauf immer die hochsten LDH-Werte und steht somit im Zusammenhang mit dem bei der histolo-
gischen Auswertung beobachteten stirksten Epithel-Schiadigung.

Die LDH-Konzentration der mit den verschiedenen Laktobazillen beimpften Schleimhaut zeigt bei
allen Proben iiber alle Untersuchungszeitrdume dhnlich niedrige Werte wie die Negativ-Kontrolle.
Dies korreliert mit der ebenfalls intakten Schleimhaut bei der histologischen Auswertung.

Infiziert man das RHVE mit einem Laktobazillus-Stamm und C. albicans Wildtyp SC5314, steigt bei
allen Ansitzen die LDH-Konzentration. Allerdings sieht man bei der zeitversetzten Gabe, bei der das
RHVE zuerst mit Laktobazillen vorinkubiert und anschlieend mit C. albicans Wildtyp SC5314 infi-
ziert wird, verhdltnisméiBig niedrigere Werte als bei der zeitversetzten Infektion des RHVE, bei der
zuerst mit C. albicans Wildtyp SC5314 und nach der Hélfte des Untersuchungszeitraumes mit einem
Laktobazillus-Stamm infiziert wird.

Beimpft man das RHVE gleichzeitig mit Laktobazillen und dem C. albicans Wildtyp SC5314

schwanken die LDH-Werte anfanglich zwischen den Werten der beiden zeitversetzten Ansitze, bei
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den spéteren Untersuchungspunkten tendieren sie eher in Richtung der Werte nach initialer Infektion

mit C. albicans Wildtyp SC5314 und anschlieBender Infektion mit Laktobazillen.

Die folgenden Abbildungen (Abbildungen 45 bis 51) zeigen die Ergebnisse der LDH-Messungen fiir
die einzelnen Laktobazillen Stimme und Laktat. Die zugehorigen Tabellen finden sich im Anhang

(Tabellen 39 bis 45).

Abbildung 45: Verteilung und zeitlicher Verlauf der LDH-Werte fiir L. casei defensis

Abbildung 46: Verteilung und zeitlicher Verlauf der LDH-Werte fiir L. casei shirota
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Abbildung 47: Verteilung und zeitlicher Verlauf der LDH-Werte fiir L. johnsonii LAL
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O SC5314
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Abbildung 48: Verteilung und zeitlicher Verlauf der LDH-Werte fiir L. acidophilus

m PBS

O SC5314

OLGG

m LGG + SC5314

O 1/2 LGG + 1/2 SC5314
m 1/2 SC5314 + 1/2 LGG

Abbildung 49: Verteilung und zeitlicher Verlauf der LDH-Werte fiir L. rhamnosus GG
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O SC5314

O Laktat
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Abbildung 50: Verteilung und zeitlicher Verlauf der LDH-Werte fiir D-Laktat

m PBS

0 SC5314

O LGG inaktiv

36h B LGGi + SC5314

12p 24N O 1/2 LGGi + 1/2 SC5314
m 1/2 SC5314 + 1/2 LGGi

Abbildung 51: Verteilung und zeitlicher Verlauf der LDH-Werte fiir LGG inaktiv

Somit lisst sich zusammentfassend folgendes festhalten:

Die LDH-Konzentrationen der Negativkontrollen zeigen immer die niedrigsten Werte.

Die LDH-Konzentrationen der Positivkontrollen zeigen immer die hochsten Werte.

Die LDH-Konzentrationen der alleine mit LAB infizierten RHVE zeigen &hnlich niedrige
Werte wie die Negativkontrolle.

Infiziert man das RHVE zuerst mit dem C. albicans Wildtyp SC5314 und nach der Halfte des
Untersuchungszeitraumes mit Laktobazillen, sind die LDH-Konzentrationen deutlich hoher
als bei der initialen Beimpfung mit Laktobazillen und anschlieBender Infektion mit C. albi-
cans Wildtyp SC5314.

Beimpft man das RHVE gleichzeitig mit Laktobazillen und dem C. albicans Wildtyp SC5314
bewegen sich die LDH-Werte anfanglich zwischen den Werten der zeitversetzten Infektion,
ndhern sich allerdings bei lingeren Untersuchungszeitraumen den Werten der initial mit C. al-

bicans Wildtyp S5314 infizierten RHVE an.
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4 Diskussion

Probiotika sind dieser Tage in aller Munde. Die Werbung suggeriert die Einnahme ,,probiotisch-
wirksamer* Nahrungs- oder Nahrungsergéinzungsmittel. Bei diesen Nahrungs- oder Nahrungsergén-
zungsmitteln und den pharmazeutischen Produkten, die probiotische Stimme enthalten, dominieren
vor allem die Stimme der Laktobazillus-Spezies, darunter z.B. L. casei shirota, L. rhamnosus GG so-
wie einige Stimme der L. acidophilus-Spezies.

Diverse Forschungsgruppen haben die gesundheitsfordernde Wirkung der Stimme L. casei, L. rham-
nosus, L. acidophilus und L. johnsonii in den letzten Jahren ausgiebig untersucht und dokumentiert.
Besonders im Hinblick auf den gesundheitsfordernden Effekt bei urogenitalen Infektionen wurden
zahlreiche in vivo und in vitro Studien durchgefiihrt (35).

In dieser Arbeit wurde der Einflull von fiinf unterschiedlichen Laktobazillus-Stammen auf die experi-
mentelle Vaginalkandidose durch C. albicans untersucht. Basierend auf einem etablierten ex vivo-
Modell der vaginalen Kandidose sollte der Einfluss der verschiedenen Stdmme auf den Verlauf der
vaginalen Infektion untersucht werden. Uber den Untersuchungszeitraum von 12, 24 und 36 Stunden
wurde der im Lichtmikroskop sichtbare bzw. biochemisch iiber die LDH-Freisetzung erfassbare Zell-
schaden beurteilt sowie die Wirtsantwort mittels Zytokin-Expression auf Gen-Ebene gemessen und die
Ergebnisse miteinander verglichen.

Das Modell des rekonstruierten humanen Vaginalepithels (RHVE), welches auf der Basis von in vitro-
rekonstruiertem Epithel entwickelt wurde, ergibt mit C. albicans ein Krankheitsmodell der Vaginal-
kandidose. Es stellt ein hochdifferenziertes Abbild der menschlichen Vaginalschleimhaut dar und
stimmt auch beziiglich der Morphologie, der Expression von Zytokinen sowie der biochemischen Cha-
rakterisierung gut mit der in vivo-Situation iiberein (57).

Histologisch konnte der protektive Einfluss von Laktobazillen im RHVE bestétigt werden. Bei Zugabe
von Laktobazillus-Stimmen ist C. albicans nicht mehr in der Lage, sich an die Vaginalschleimhaut
anzuheften, und einen Schaden an der Schleimhaut zu verursachen. Ein alleine mit C. albicans infi-
ziertes RHVE zeigte, besonders im zeitlichen Verlauf, eine ausgepriagte Zellschidigung mit 6dematd-
ser Schwellung und Vakuolenbildung bis in tiefe Zellschichten. Dies stimmt mit der in vivo-Situation
tiberein. Eine 36-stiindige Inkubation mit C. albicans alleine fiihrte zur weitgehenden Destruktion des
RHVE, Pilzzellen drangen bis tief in die Basalzellschicht bzw. bis zur Polycabonattragerschicht durch.
Die gleichzeitige Applikation oder Vorinkubation mit den einzelnen Laktobazillus-Stimmen fiihrte zu
einem deutlich geringeren Zellschaden am RHVE. Je linger die Laktobazillen alleine auf das RHVE
einwirken konnen, desto geringer féllt der Zellschaden nach Zugabe von C. albicans aus. Dies besté-
tigt den von Reid et al. (46) gezeigten prophylaktischen Nutzen von Laktobazillen: nach téglicher Ein-
nahme einer probiotischen Losung konnten innerhalb von einer Woche die eingenommenen Keime in

der Vagina nachgewiesen werden. Zusétzlich normalisierte sich die Scheidenflora bei 10 Frauen, die
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an einer aktuell asymptomatischen rezidivierenden urogenitalen Infektion litten. Uber den Untersu-
chungszeitraum von 16 Monaten traten keine weiteren Infektionen auf.

Bereits in einer in vitro-Studie konnte die Arbeitsgruppe um Reid zeigen, dass L. acidophilus und L.
rhamnosus die Anheftung und das Wachstum von C. albicans hemmen kann (45). Sowohl L. acido-
philus als auch L. rhamnosus GG sowie die in dieser Studie weiteren getesteten Stimme scheinen
ebenfalls eine Anheftung an die Epitheloberfliche zu verhindern. Die Ergebnisse dieser Arbeit stim-
men mit denen der Gruppe um Reid tiberein.

Interessanterweise hatten alle getesteten Laktobazillus-Stimme einen protektiven Einfluss auf das
RHVE. Kein Stamm erwies sich histologisch gesehen als besonders protektiv, in Umkehrung erwies
sich kein Stamm als ,,nicht-protektiv. Da man vermutet, dass verschiedene Mechanismen der Lakto-
bazillen vor einer Infektion schiitzen, sei es das Anheften und somit Blockieren von spezifischen Re-
zeptoren an der Epitheloberflache, sei es das Aufrechterhalten eines niedrigen pH in der Vagina, der
das Wachstum von pathogenen Keimen verhindert, sei es die Produktion antimikrobieller Substanzen
wie Milchsdure, Wasserstoffperoxid und Bakteriozinen oder die Produktion eines Biofilms, der die
Adhision von pathogenen Keimen verhindert (46), da allerdings angenommen wird, dass nicht alle
Laktobazillus-Stimme denselben Wirkmechanismus haben, stellt sich die Frage, welche entscheiden-
de Eigenschaft von Laktobazillen vor einer Schidigung durch C. albicans bewahrt - wenn es denn eine
solche gibt. Erkrankungen der Vagina gehen iiblicherweise mit einer Abnahme der Laktobazillen-
Anzahl einher. Halt man ein Laktobazillen-Level durch stdndige Einnahme hoch — sei es durch lokale
oder orale Zufuhr — konnte einer Erkrankung (z.B. einer Schiadigung des Epithels durch C. albicans)
vorgebeugt werden.

Zur alleinigen Therapie nach Schidigung des RHVE scheinen sich Laktobazillen nicht zu eignen.
Histologisch zeigt sich nach vorheriger Inkubation mit C. albicans und anschlieBender Zugabe von
Laktobazillus-Stammen ein dhnlicher Epithel-Schaden wie bei alleiniger Infektion mit C. albicans.
Ein geschidigtes Epithel kann also durch Laktobazillen nicht ,,repariert werden. Therapeutisch sollte
hier zunéchst eine lokale oder systemische medikamentdse Behandlung erfolgen. Zu einer Untersu-
chung dieser Hypothese eignet sich das RHVE allerdings womdglich nicht, da das Epithel nach 36-
stiindiger Inkubation mit C. albicans weitestgehend geschadigt ist.

Um den Zellschaden am RHVE nicht nur visuell darzustellen, sondern auch zu ,,messen®, bietet sich
parallel zur Histologie die Beurteilung der Laktatdehydrogenase (LDH)-Konzentration im Né&hrme-
dium an. Diese korreliert in der vorliegenden Arbeit mit dem in der Histologie sichtbaren Zellschaden.
So zeigen sich die hochsten LDH-Werte bei dem RHVE, welches alleine mit C. albicans infiziert
wurde. Die niedrigsten Werte zeigen sich bei dem alleine mit PBS beimpften RHVE (Negativ-
Kontrolle) bzw. bei der mit Laktobazillen beimpften Haut.

Je langer der Untersuchungszeitraum, desto hoher sind ggf. die LDH-Werte. Auch bei den mit PBS
oder mit Laktobazillen behandelten Schleimhautproben steigen iiber den gesamten Untersuchungszeit-

raum die LDH-Werte an. Dies ist in diesen Féllen auf die begrenzte Haltbarkeit des Epithels zuriickzu-
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fiihren. Auch wenn das Ndhrmedium alle 24 Stunden gewechselt werden muss, kann trotz sachgema-
Ber Behandlung des Epithels die Haltbarkeit nicht unbegrenzt ausgeweitet werden. Es tritt ein zuneh-
mender Zellschaden ein, der mit dem Anstieg der LDH-Konzentration parallel verlauft.

Dennoch lésst sich bei Auswertung der LDH-Werte ebenfalls ein protektiver Einfluss von Laktobazil-
lus-Stdmmen zeigen. So sind die LDH-Werte der alleine mit Laktobazillen beimpften Haut ohnehin
dhnlich niedrig wie die der PBS exponierten Haut, aber sowohl bei den Schleimhautproben, die
gleichzeitig mit Laktobazillen und C. albicans beimpft wurden, als auch bei den Proben, bei denen mit
Laktobazillen vorinkubiert wurde, bevor C. albicans zugegeben wurde, sind die LDH-Werte niedriger
als bei den alleine mit C. albicans inkubierten Proben.

Somit kann auch iiber die Bestimmung der LDH-Werte ein protektiver Einfluss von Laktobazillen
gezeigt werden. Besonders die frithzeitige Anwesenheit von Laktobazillen kann vor einem Hautscha-
den bewahren, wohingegen die nachtragliche Gabe nach bereits erfolgter Infektion mit C. albicans
keine schiitzende Wirkung mehr zeigt.

Freilich ldsst sich auch tiber die Beurteilung der LDH-Werte kein Laktobazillus-Stamm identifizieren,
der besonders protektiv wirkt. Der direkte Vergleich der einzelnen Stdmme auf Basis grofenord-
nungsméalig dhnlicher Werte verbietet sich, da die Messung der LDH-Werte eine Moment-Aufnahme
darstellt und trotz genauestem Arbeiten {liber die gesamte Versuchsdauer mogliche Fehlerquellen wie
z.B. Pipettierfehler oder Messungenauigkeiten nie ganz ausgeschlossen werden kdnnen.
Interessanterweise zeigte sich bei dem mit D-Laktat bzw. dem mit hitzeinaktiviertem L. rhamnosus
behandelten RHVE ebenfalls ein protektiver Einfluss. Die eben beschriebenen Eigenschaften wie die
unter PBS &dhnlichen niedrigen LDH-Werte bei alleiniger Inkubation, die im Vergleich zu den anderen
untersuchten Laktobazillen &hnlich niedrigen LDH-Werte speziell bei Vorinkubation mit D-Laktat
bzw. hitzeinaktiviertem L. rhamnosus vor Zugabe von C. albicans lassen auf einen schiitzenden Effekt
schlieBen. Welche Eigenschaft des D-Laktats letztlich fiir den protektiven Einfluss verantwortlich ist,
sollte in weiteren Untersuchungen genau aufgeschliisselt werden. Genauso interessant erscheint die
Frage, welche Figenschaft ein durch Hitze inaktivierter Laktobazillen-Stamm besitzt, der bewirkt, dass
C. albicans keinen messbaren Zellschaden an der Haut bewirken kann. Beziiglich der Frage nach der
Wirksamkeit von hitzeinaktivierten Laktobazillen konnte im Tiermodell gezeigt werden, dass nach
Fiitterung von Méusen mit Hitze-inaktivierten L. casei-Zubereitungen und anschlieBender Stimulation
mit Allergenen (Ovalbumin) ein signifikant niedrigerer Wert von Ovalbumin-spezifischem IgE als bei

nicht mit veridnderten Probiotika gefiitterten Mausen vorhanden ist (33).

Speziell auf dem Gebiet der Immunantwort hat es bereits zahlreiche in vitro und in vivo Studien gege-
ben, die gezeigt haben, dass Laktobazillen einen Einfluss auf die Regulation der Immunantwort besit-
zen. So stellt die Thl-assoziierte Immunantwort einen wichtigen Schritt in der Bekdmpfung einer
durch C. albicans bedingten Pilzinfektion dar (13). Grundsétzlich wird im Rahmen einer erfolgreichen

Infektabwehr von einer Verschiebung der Immunantwort zugunsten einer Steigerung der Thl-
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assoziierten bei Hemmung der Th2-assozierten Immunantwort ausgegangen. Eine Verschiebung zu-
gunsten einer Thl-assoziierten Immunantwort ldsst sich durch Untersuchung der Zytokinausschiittung
erfassen. So werden einige Zytokine dem Thl-Typ und somit den pro-inflammatorisch wirksamen
Zytokinen zugerechnet. Diese dienen dann bei einer akuten Entziindung als Mediatoren zur Aktivie-
rung, Chemotaxis und Adhésion von Leukozyten. Von diesen Zytokinen ist bekannt, dass sie bei expe-
rimenteller Infektion von Epithelien mit C. albicans hochreguliert werden. So wurden die Zytokine
IL-1a, IL-18, IL-6, IL-8, GM-CSF und TNF-a bei der Infektion mit C. albicans vermehrt ausgeschiit-
tet gefunden. Weiterhin wurde geschlussfolgert, dass die Vaginalschleimhaut eine wichtige Quelle von
pro-inflammatorisch wirksamen Zytokinen darstellt (58,66).

In der vorliegenden Arbeit konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Applikation von Laktobazillen
die Ausschiittung von pro-inflammatorisch wirksamen Zytokinen beeinflusst. Die pro-inflammatorisch
wirkenden Zytokine IL-1a und B, IL-6, IL-8, TNF-a sowie besonders GM-CSF wurden bei der Infek-
tion mit C. albicans hochreguliert. Das Th2-assozierte IL-10 wurde, wie zu erwarten war, wenig regu-
liert. Das Thl-assoziierte IFN-y wurde in dieser Versuchsreihe — anders als in anderen Arbeiten be-
schrieben — wenig bis gar nicht exprimiert. Interessanterweise zeigten die Ergebnisse dieser Arbeit,
dass die Zytokin-Expression bei den Hautproben, bei denen nur mit C. albicans inkubiert wurde, deut-
lich ausgeprigter ist als bei Anwesenheit der einzelnen Laktobazillen-Stimme. Auch bei den Proben,
bei denen die Schleimhaut sowohl mit C. albicans als auch mit Laktobazillen beimpft wurde, wurden
die pro-inflammatorisch wirksamen Zytokine weniger stark exprimiert als bei den alleine mit C. albi-
cans infizierten Schleimhautproben. Die Zytokinaktivierung kann beziiglich der Relationen mit dem
Verhalten der LDH-Konzentrationen verglichen werden. Proben, die mit C. albicans alleine beimpft
wurden, zeigen die hochste Zytokin-Expression. Proben, die alleine mit PBS bzw. mit den einzelnen
Laktobazillen-Stimmen beimpft wurden, zeigen die niedrigsten Expressionsraten. Wurde mit Lakto-
bazillen-Stimmen vorinkubiert, wurden die Zytokine deutlich weniger stark hochreguliert als bei al-
leiniger C. albicans-Infektion. Wurde die Schleimhaut zuerst mit C. albicans infiziert und erst an-
schliefend mit Laktobazillen beimpft, zeigten sich die pro-inflammatorischen Zytokine deutlich hoch-
reguliert. Das Th2-assoziierte IL-10 wurde — analog zur Infektion mit C. albicans alleine — auch bei
den mit Laktobazillen behandelten Hautproben wenig bis gar nicht reguliert.

Auch bei der Behandlung des RHVE mit D-Laktat, einem von Laktobazillen gebildeten Stoffwechsel-
produkt, zeigten sich dhnliche Zytokinexpressionsraten wie bei den Laktobazillen-Stimmen. Ver-
gleicht man die Werte der Zytokinausschiittung in Gegenwart des hitzeinaktivierten L. rhamnosus GG
mit denen bei Anwesenheit des unverdnderten L. rhamnosus GG oder mit denen unter den anderen
Laktobazillen-Stdimmen, so zeigt sich auch hier im Grundsatz eine dhnliche Verteilung der Zytoki-
nausschiittung.. Im Tiermodell konnte nach Fiitterung von Méiusen mit einer Hitze-inaktivierten L.
casei-Zubereitung eine hohere Thl-assoziierte sowie eine niedrigere Th2-assoziierte Zytokinprodukti-
on demonstriert werden. Bei den Thl-assoziierten Zytokinen wurden IL-2 sowie IFN-gamma hochre-

guliert, die Th2-assoziierten Zytokine IL-4, IL-5 und IL-6 wurden wenig bis gar nicht hochreguliert
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gefunden. Es konnte gezeigt werden, dass unter dem Einfluss von Laktobazillen bei den M&usen eher
eine Thl- als eine Th2-Antwort induziert wird (33). Dies stimmt mit den in dieser Arbeit gewonnenen
Ergebnissen iiberein.

Somit ldsst sich auch beim D-Laktat und beim hitzeinaktiviertem L. rhamnosus GG ein protektiver
Einfluss vermuten. Welcher Wirkmechanismus einem protektiven Einfluss letztendlich zugrunde liegt,
konnte in diesem Versuch nicht gezeigt werden. Die zielgerichtete Suche nach einem gemeinsamen
Wirkmechanismus — sofern tatsdchlich vorhanden-, z. B. durch Aufschliisselung und Trennung der
einzelnen Laktobazillen-Bestandteile auf Zellwand-Fraktionen-Ebene, konnte hier weiteren Auf-

schluss geben und u.U. weitere therapeutische Ansétze ermoglichen.
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5 Zusammenfassung

Der Einsatz von Probiotika wird seit geraumer Zeit von der Werbung propagiert. Speziell Laktobazil-
len sind in vielen Nahrungs- und Nahrungsergéinzungsmitteln, aber auch bei pharmazeutischen Pro-
dukten als probiotisch wirksame Stimme enthalten. Die gesundheitsfordernde Wirkung von Gram-
positiven Laktobazillen, die im menschlichen Kdrper einen normalen Teil der oralen, intestinalen und
urogenitalen Mikroflora darstellen, aber auch tierischen oder pflanzlichen Ursprungs sein konnen,
wird seit gut 100 Jahren beschrieben und von diversen Forschungsgruppen untersucht.

Typische Anwendungsgebiete von Laktobazillen sind die Therapie und Prévention von Durchfaller-
krankungen, speziell bei Laktoseintoleranz und durch Rotaviren ausgeldsten Diarrhden bei Kindern,
sowie die Therapie und Pravention von atopischen Erkrankungen und im Besonderen des atopischen
Ekzems.

Hauptaugenmerk dieser Arbeit stellt die protektive und therapeutische Wirkung von Laktobazillen bei
urogenitalen Infektionen, speziell bei der Vaginalkandidose, dar. Diese vor allem durch den Hefepilz
C. albicans ausgeldste und nicht selten zu Rezidiven neigende Erkrankung zahlt neben der bakteriellen
Vaginose und der Harnwegsinfektion mit mehr als 300 Millionen Fillen pro Jahr zu den drei weltweit
am héufigsten auftretenden urogenitalen Erkrankungen beim weiblichen Geschlecht.

Die hier vorliegende Arbeit verfolgte das Ziel, den Einfluss unterschiedlicher Laktobazillus-Arten auf
die experimentelle Vaginalkandidose durch C. albicans zu untersuchen. Basierend auf einem etablier-
ten Schleimhautmodell eines rekonstruierten humanen Vaginalepithels (RHVE), welches in seiner
Morphologie, der Zytokin-Expression sowie seiner biochemischen Charakterisierung gut mit der in
vivo-Situation tibereinstimmt, wurde der Einfluss unterschiedlicher Laktobazillus-Arten bzw. Varieti-
ten auf den Verlauf einer vaginalen Infektion mit C. albicans untersucht.

Insgesamt wurden fiinf Laktobazillen-Stimme verwendet: Vier Stimme stammen aus Nahrungsmit-
teln bzw. Nahrungsergdnzungsmitteln (L. johnsonii LA1, L. casei defensis, L. casei shirota, L. rham-
nosus GG). Ein Stamm entstammt einem Vaginalabstrich einer Patientin, die sich in der Poliklinik der
Dermatologischen Klinik und Poliklinik der LMU Miinchen vorstellte (L. acidophilus). Nach der An-
ziichtung wurden die Stimme zur weiteren Verwendung isoliert und klassifiziert. Neben den fiinf Lak-
tobazillen-Stimmen wurde der protektive Einfluss von D-Laktat, welches von Laktobazillen als
Stoffwechselprodukt gebildet wird, sowie von dem durch Hitze inaktivierten Stamm L. rhamnosus GG
untersucht.

Die Hautproben des RHVE wurden alleine mit Laktobazillen bzw. D-Laktat, alleine mit C. albicans,
gleichzeitig mit Laktobazillen bzw. D-Laktat und C. albicans oder zunichst mit Laktobazillen bzw. D-
Laktat und nach Ablauf der Hélfte des Untersuchungszeitraumes mit C. albicans oder umgekehrt zu-
nichst mit C. albicans und nach Ablauf der Hélfte des Untersuchungszeitraumes mit Laktobazillen
oder D-Laktat beimpft.
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Nach einem Untersuchungszeitraum von 12, 24 und 36 Stunden erfolgten eine Beurteilung des histo-
logisch sichtbaren Zellschadens im Lichtmikroskop sowie eine Messung der LDH-Konzentration im
Néhrmedium, welche bei Zellschiadigung steigt und somit den Vergleich des Ausmafles einer Schédi-
gung ermdglicht. Weiterhin erfolgte die Messung der Zytokin-Expression der Zytokine IL-1a, IL-18,
IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, GM-CSF sowie IFN-y mittels RT-PCR. Letztlich wurde versucht, die Er-
gebnisse beziiglich der unterschiedlichen Laktobazillen-Arten untereinander zu vergleichen.
Histologisch konnte ein protektiver Einfluss der untersuchten Laktobazillus-Stimme sowie von D-
Laktat und hitzeinaktiviertem L. rhamnosus GG gezeigt werden. Zeigte sich bei alleiniger Infektion
des RHVE mit C. albicans Wildtyp SC5314 nach spétestens 36 stiindiger Inkubation eine weitgehende
Destruktion der Schleimhautproben, war die Schleimhaut nach Beimpfen mit den untersuchten Lakto-
bazillus-Stdmmen intakt. Die gleichzeitige Applikation und besonders die Vorinkubation mit Laktoba-
zillus-Stdmmen flihrte zu einem deutlich geringeren Zellschaden als bei alleiniger Infektion mit C.
albicans Wildtyp SC5314. Histologisch erwiesen sich alle getesteten Stimme als protektiv, ohne dass
sich ein einzelner Stamm als besonders protektiv hervorhob.

Zur Therapie nach einer Schiadigung mit C. albicans scheinen sich Laktobazillen nicht zu eignen.
Histologisch zeigte sich nach Vorinfektion mit C. albicans Wildtyp SC5314 und anschlieBender Zu-
gabe von Laktobazillus-Stimmen ein dhnlich ausgepréagter Schaden am RHVE wie bei alleiniger In-
fektion mit C. albicans.

Die Ergebnisse der Bestimmung der Laktatdehydrogenase (LDH)-Konzentration im N&dhrmedium
korrelierten mit dem histologisch sichtbaren Zellschaden. Die niedrigsten Werte ergaben sich bei der
Negativ-Kontrolle sowie bei der mit Laktobazillen bzw. D-Laktat beimpften Schleimhaut. Je langer
der Untersuchungszeitraum war, umso hoher waren die gemessenen LDH-Konzentrationen. Bei
gleichzeitiger Inkubation oder Vorinkubation mit den getesteten Stimmen ergaben sich niedrigere
LDH-Werte als bei Nachinkubation oder gar alleiniger Infektion durch C. albicans. Somit konnte auch
durch Messung der LDH-Konzentration ein protektiver Einfluss von Laktobazillen gezeigt werden.
Auf Genebene konnte mittels RT-PCR gezeigt werden, dass die Applikation von Laktobazillen bzw.
D-Laktat die Ausschiittung der pro-inflammatorisch wirksamen Zytokine IL-l1a und 8, 11-6, IL-8,
TNF-a sowie besonders GM-CSF beeinflusst. Diese wurden bei der alleinigen Infektion mit C. albi-
cans deutlich hochreguliert. Wurde alleine mit den Laktobazillen-Stammen inkubiert, kam es zu deut-
lich geringeren Hochregulierungen der Zytokine. Ahnlich niedrige Expressionsmuster ergaben sich bei
Vorinkubation bzw. gleichzeitiger Inkubation mit Laktobazillen, wihrend eine Nachinkubation nach
Infektion mit C. albicans dhnlich hohe Werte wie bei alleiniger C. albicans Infektion ergab.

Die Ergebnisse lassen insgesamt einen protektiven Einfluss der getesteten Laktobazillen sowie des D-
Laktat vermuten und geben Anlass, im Rahmen weiterer Studien nach einem genauen Wirkmechanis-

mus fiir diesen protektiven Einfluss zu suchen.
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6 Verzeichnis der Abbildungen

Abbildung 1: Schematische Darstellung des PCR-Zyklus (48)

Abbildung 2: schematische Darstellung des LightCycler-Messinstruments (49)

Abbildung 3: 12 Stunden altes, nicht infiziertes rekonstruiertes humanes Vaginalepithel bestehend aus

6-8 Zellschichten und einer Polykarbonattragerschicht; Original-Vergroferung x 400

Abbildung 4: 24 Stunden altes, nicht infiziertes rekonstruiertes humanes Vaginalepithel bestehend aus

6-8 Zellschichten und einer Polykarbonattragerschicht; Original-VergroBerung x 400

Abbildung 5: 36 Stunden altes, nicht infiziertes rekonstruiertes humanes Vaginalepithel bestehend
aus 6-8 Zellschichten und einer Polykarbonattrigerschicht; Original-VergroBerung x 400

Abbildung 6: rekonstruiertes humanes Vaginalepithel, 12h nach Infektion mit LC1 (L. johnsonii

LAL), bestehend aus 6-8 Zellschichten und einer Polykarbonattrigerschicht; Original-VergroBerung x
400

Abbildung 7: rekonstruiertes humanes Vaginalepithel, 24h nach Infektion mit L. casei shirota, beste-
hend aus 6-8 Zellschichten und einer Polykarbonattragerschicht;

Original-Vergroferung x 400

Abbildung 8: rekonstruiertes humanes Vaginalepithel, 36 nach Infektion mit L. casei shirota, beste-

hend aus 6-8 Zellschichten und einer Polykarbonattragerschicht; Original-Vergréferung x 400

Abbildung 9: rekonstruiertes humanes Vaginalepithel, 12 h nach Infektion mit C. albicans Wildtyp
SC5314. Sichtbare Bildung von inter- und intrazelluliren Odemen in den oberen Zellschichten, begin-

nende Adhésion von Hefezellen an der Schleimhautoberfliache. Original-VergroBerung x 400

Abbildung 10: rekonstruiertes humanes Vaginalepithel, 24 h nach Infektion mit C. albicans Wildtyp
SC5314. Herauslosen von Zellen aus den oberen Zellschichten des Epithels, 6dematdse Schwellung
bis in tiefe Zellschichten mit deutlicher Adhésion von Hefezellen an der Schleimhautoberfléche.

Original-VergroBerung x 400
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Abbildung 11: rekonstruiertes humanes Vaginalepithel, 36h nach Infektion mit C. albicans Wildtyp
SC5314. Zerfall des Epithels, Pilzzellen sind bis zur Basalzellschicht durchgedrungen. Original-
VergroBerung x 400

Abbildung 12: rekonstruiertes humanes Vaginalepithel, 12 h nach Infektion mit L. rhamnosus GG
und C. albicans Wildtyp SC5314. Beginnende Vakuolen- bzw. Odembildung im Epithel mit ober-
flachlicher Anlagerung von Hefezellen ohne Eindringen in das Epithel. Original-VergroBerung x 400

Abbildung 13: rekonstruiertes humanes Vaginalepithel, 24 h nach Infektion mit L. acidophilus und C.
albicans Wildtyp SC5314. Deutlich verstirkte Vakuolenbildung, auch der basal gelegenen Zellen,
vermehrte oberfldchliche Anlagerung von Hefezellen, weiterhin ohne Eindringen in das Epithel.

Original-Vergréferung x 400

Abbildung 14: rekonstruiertes humanes Vaginalepithel, 36 h nach Infektion mit L. casei shirota und
C. albicans Wildtyp SC5314. Groflvolumige Vakuolenbildung bei erhaltenem Zellverbund. Eine Be-
siedelung des RHVE durch Pilzzellen hat weiterhin nicht stattgefunden. Original-VergroBerung x 400

Abbildung 15: rekonstruiertes humanes Vaginalepithel, nach zeitversetzter Infektion mit L. rhamno-
sus GG fiir 6 Stunden und anschlieBender Infektion mit C. albicans Wildtyp SC5314. Leichtes 6dema-
toses Anschwellen der Zellen bzw. leichte Vakuolenbildung. Kein Durchdringen des RHVE durch
Pilzzellen. Original-VergroBerung x 400

Abbildung 16: rekonstruiertes humanes Vaginalepithel, nach zeitversetzter Infektion mit L. casei
shirota fiir 12 Stunden und anschlieender Infektion mit C. albicans Wildtyp SC5314. Leichte Zu-
nahme der 6dematdsen Schwellung der Zellen, zunehmende Vakuolenbildung. Weiterhin kein Durch-

dringen des RHVE durch Pilzzellen. Original-VergroBerung x 400

Abbildung 17: rekonstruiertes humanes Vaginalepithel, nach zeitversetzter Infektion mit L. johnsonii
LAL fiir 18 Stunden und anschlieBender Infektion mit C. albicans Wildtyp SC5314. Trotz weiterer
Zunahme der 6dematdsen Schwellung der Zellen und zunehmender Vakuolenbildung. im basalen An-
teil des RHVE ist die Haut nach 36 Stunden intakt. Auch hier kein Durchdringen des RHVE durch
Pilzzellen. Original-VergroBerung x 400

Abbildung 18: RHVE, nach zeitversetzter Infektion mit C. albicans Wildtyp SC5314 fiir 6 Stunden
und anschliefender Infektion mit L. rhamnosus GG. Pilzzellen dringen bereits in das RHVE ein, be-

ginnende Vakuolenbildung. Original-VergroBerung x 400
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Abbildung 19: RHVE, nach zeitversetzter Infektion mit C. albicans Wildtyp SC5314 fiir 12 Stunden
und anschlieender Infektion mit L. johnsonii LA1. Pilzzellen dringen weiter in das RHVE ein, Va-
kuolenbildung bis in tiefe Zellschichten, Zellen 16sen sich aus der Schleimhaut. Die Schleimhaut er-

scheint bereits jetzt irreparabel geschidigt. Original-VergroBerung x 400

Abbildung 20: RHVE, nach zeitversetzter Infektion mit C. albicans Wildtyp SC5314 fiir 18 Stunden
und anschlieBender Infektion mit L. acidophilus. Pilzzellen sind bis in tiefe Schichten des RHVE ein-
gedrungen, groBlumige Vakuolen- bzw. Odembildung bis zur Basalzellschicht. Irreparable Schidi-

gung des Epithels ist anzunehmen. Original-VergroBerung x 400

Abbildung 21: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir TNF-alpha nach einem Untersuchungs-

zeitraum von 12 Stunden

Abbildung 22: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir TNF-alpha nach einem Untersuchungs-

zeitraum von 24 Stunden

Abbildung 23: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir TNF-alpha nach einem Untersuchungs-

zeltraum von 36 Stunden

Abbildung 24: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fir GM-CSF nach einem Untersuchungszeit-

raum von 12 Stunden

Abbildung 25: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir GM-CSF nach einem Untersuchungszeit-

raum von 24 Stunden

Abbildung 26: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir GM-CSF nach einem Untersuchungszeit-

raum von 36 Stunden

Abbildung 27: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-1a nach einem Untersuchungszeitraum

von 12 Stunden (Anhang)

Abbildung 28: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-1a nach einem Untersuchungszeitraum

von 24 Stunden (Anhang)

Abbildung 29: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-1a nach einem Untersuchungszeitraum

von 36 Stunden (Anhang)
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Abbildung 30: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-18 nach einem Untersuchungszeitraum

von 12 Stunden (Anhang)

Abbildung 31: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-18 nach einem Untersuchungszeitraum

von 24 Stunden (Anhang)

Abbildung 32: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-18 nach einem Untersuchungszeitraum

von 36 Stunden (Anhang)

Abbildung 33: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-6 nach einem Untersuchungszeitraum

von 12 Stunden (Anhang)

Abbildung 34: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-6 nach einem Untersuchungszeitraum

von 24 Stunden (Anhang)

Abbildung 35: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-6 nach einem Untersuchungszeitraum

von 36 Stunden (Anhang)

Abbildung 36: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-8 nach einem Untersuchungszeitraum

von 12 Stunden (Anhang)

Abbildung 37: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-8 nach einem Untersuchungszeitraum

von 24 Stunden (Anhang)

Abbildung 38: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-8 nach einem Untersuchungszeitraum

von 36 Stunden (Anhang)

Abbildung 39: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-10 nach einem Untersuchungszeitraum

von 12 Stunden (Anhang)

Abbildung 40: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-10 nach einem Untersuchungszeitraum

von 24 Stunden (Anhang)

Abbildung 41: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-10 nach einem Untersuchungszeitraum

von 36 Stunden (Anhang)
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Abbildung 42: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fir IFN-y nach einem Untersuchungszeit-

raum von 12 Stunden (Anhang)

Abbildung 43: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fir IFN-y nach einem Untersuchungszeit-

raum von 24 Stunden (Anhang)

Abbildung 44: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IFN-y nach einem Untersuchungszeit-

raum von 36 Stunden (Anhang)

Abbildung 45: Verteilung und zeitlicher Verlauf der LDH-Werte fiir L. casei defensis

Abbildung 46: Verteilung und zeitlicher Verlauf der LDH-Werte fiir L. casei shirota

Abbildung 47: Verteilung und zeitlicher Verlauf der LDH-Werte fiir L. johnsonii LA

Abbildung 48: Verteilung und zeitlicher Verlauf der LDH-Werte fiir L. acidophilus

Abbildung 49: Verteilung und zeitlicher Verlauf der LDH-Werte fiir L. rhamnosus GG

Abbildung 50: Verteilung und zeitlicher Verlauf der LDH-Werte fiir D-Laktat

Abbildung 51: Verteilung und zeitlicher Verlauf der LDH-Werte fiir LGG inaktiv
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8 Anhang
8.1 Tabellen
L. casei
defensis
(Actimel)
PBS 1
SC 5314 6,97
Laktobazillus-Stamm
(LAB) 1,54
LAB + SC 5314 (SC) 0,62
LAB 72t+SC 't 1,25
SC'%t+LAB "t 5,98

L. johnso-
nii LA1
(LC1)
1
2,35

1,28
2,58
2795,00
2,13

L. casei
shirota

(Yakult)
1
13,69

0,86
0,23
1,59
1,26

L. rhamno-
sus GG

(LGG)
1
7,66

1,37
8,23
2,85
7,99

L. acido-
philus

(Wildtyp A)
1
1,82

10,41
2,15
0,96
0,47

L. rhamnosus
D-Laktat GG inaktiv

(Laktat)  (LGG inaktiv)

1 1
7,66 1,31
1,40 0,00
35,09 4,20
8,51 1,01
6,79 4,17

Tabelle 15: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir TNF-a nach einem Untersuchungszeitraum

von 12 Stunden

Actimel
PBS 1
SC 5314 1,29
LAB 0,03
LAB + SC 0,70
LAB 2t+SC 2 t 0,12
SC%t+LAB %t 0,57

LC1
1
1,48
0,08
0,47
1,06
0,04

Yakult
1
8,59
0,04
35,64
5,21
0,97

LGG
1
0,36
0,59
2,55
0,42
3,79

Wildtyp A
1
0,36
1,94
1,22
7,80
7,48

Laktat LGG inaktiv

1 1
0,36 9,61
13,70 0,00
2,25 25,03
4,33 0,00
6,18 5,83

Tabelle 16: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir TNF-a nach einem Untersuchungszeitraum

von 24 Stunden

Actimel
PBS 1
SC 5314 5,15
LAB 2,24
LAB + SC 2,11
LAB 2t+SC "2 t 1,01
SC%t+LAB .t 0,92

Tabelle 17: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir

von 36 Stunden

Actimel
PBS 1
SC 5314 335,59
LAB 0,67
LAB + SC 7,04
LAB 72t+SC 2 t 5,14
SC'%t+LAB 2t 11,34

LC1
1
1,73
0,28
1,53
0,64
0,42

LC1
1
2,32
0,33
0,67
35,80
1,36

Yakult
1
1,73
0,37
0,88
0,36
2,71

Yakult
1
1,14
5,10
1,66
48,88
5,71

LGG
1
1,73
0,35
2,56
0,76
0,92

LGG
1
14,59
1,10
6,93
5,47
3,48

Wildtyp A

1
1,73
0,22
2,18
0,96
0,95

Wildtyp A

1
5,70
1,23
1,92
3,39
0,14

Laktat LGG inaktiv

1 1
1,73 54,13
0,13 0,00
1,04 24,54
0,46 108,86
0,84 1488,05

TNF-a nach einem Untersuchungszeitraum

Laktat LGG inaktiv

1 1
4,28 16,00
1,99 2062,06
3,39 1,41
6,47 7,49
6,02 0,00

Tabelle 18: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir GM-CSF nach einem Untersuchungszeitraum

von 12 Stunden

Actimel
PBS 1
SC 5314 326,23
LAB 0,25
LAB + SC 105,00
LAB 72t+SC 2t 7,27
SC'%t+LAB "2 t 21,29

LC1
1
548,57
5,88
0,00
0,00
109,00

Yakult
1
150,00
1,37
0,10
14,61
5,47

LGG
1
233,00
0,04
4,37
0,77
3,99

Wildtyp A
1
2,33
0,13
3,94
2,71
5,55

Laktat LGG inaktiv

1 1
2,33 63850,09
73,40 0,00
0,18 3634,63
0,05 2909,09
0,41 11271,88

Tabelle 19: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir GM-CSF nach einem Untersuchungszeitraum

von 24 Stunden
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Actimel LC1 Yakult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv

PBS 1 1 1 1 1 1 1

SC 5314 849,50 622,77 622,77 622,77 622,77 622,77 79082,98

LAB 8,93 3,27 8,10 1,51 7,46 3,90 0,00

LAB + SC 3,32 677,98 264,62 1403,19 557,62 331,74 29589,06

LAB 2 t+SC "2 t 106,31 220,42 56,76 1560,24 258,99 78,81 9086,93

SC%t+LAB "t 214,45 253,08 1021,30 839,57 390,87 423,33 4284473,94

Tabelle 20:  Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir GM-CSF nach einem Untersuchungszeit-

raum von 36 Stunden

Actimel LC1 Yakult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv
PBS 1 1 1 1 1 1 1
SC 5314 16,86 5,14 22,00 3,48 3,40 3,48 1,33
LAB 0,49 1,70 0,49 0,81 1,57 1,41 758,00
LAB + SC 2,55 3,39 1,81 2,86 4,49 6,15 1,13
LAB2t+SC 't 3,63 6,79 4,35 4,78 3,77 11,03 2,96
SC%t+LAB "t 3,46 5,01 3,61 1,89 10,09 8,16 1,87
Tabelle 21: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-10 nach einem Untersuchungszeitraum
von 12 Stunden
Actimel LC1 Yakult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv
PBS 1 1 1 1 1 1 1
SC 5314 11,72 8,85 18,57 6,32 6,32 6,32 2,20
LAB 0,65 0,07 4,11 0,59 1,15 1,32 86,57
LAB + SC 3,90 0,97 1,13 4,77 8,20 6,23 0,35
LAB 2t+SC 2 t 2,70 4,13 5,91 7,43 6,17 4,25 0,08
SC'%t+LAB 2t 4,22 4,40 5,92 3,36 0,03 3,61 1,75
Tabelle 22:  Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-10 nach einem Untersuchungszeitraum
von 24 Stunden
Actimel LC1 Yakult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv
PBS 1 1 1 1 1 1 1
SC 5314 13,23 38,46 38,46 18,90 38,46 38,46 2,77
LAB 0,45 8,82 4,50 1,94 19,70 2,38 0,00
LAB + SC 3,08 53,63 11,51 14,53 65,78 60,41 0,83
LAB 72t+SC 2 t 4,16 64,33 28,48 48,77 27,61 20,33 25,32
SC'%t+LAB "t 2,16 47,21 38,52 20,27 23,77 23,77 30,65
Tabelle 23:  Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-1o nach einem Untersuchungszeitraum
von 36 Stunden
Actimel LC1 Yakult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv
PBS 1 1 1 1 1 1 1
SC 5314 7,16 1,78 12,94 3,45 1,60 3,45 1,29
LAB 0,52 1,78 1,32 1,31 0,22 1,72 18,22
LAB + SC 1,53 1,59 2,08 2,72 0,60 2,81 0,84
LAB2t+SC 't 1,98 203,40 0,73 3,10 0,60 6,14 1,18
SC%t+LAB "t 1,10 1,47 2,21 2,47 1,53 4,25 0,40
Tabelle 24: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-18 nach einem Untersuchungszeitraum

von 12 Stunden
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Actimel LC1 Yakult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv
PBS 1 1 1 1 1 1 1
SC 5314 8,38 34,13 13,32 4,52 4,52 4,52 9,86
LAB 1,04 11,82 3,52 0,70 1,92 2,86 7,06
LAB + SC 2,92 5,64 1,74 5,06 8,47 12,01 0,22
LAB2t+SC 't 0,75 0,77 217 1,82 4,21 2,65 0,62
SC'%t+LAB 2t 2,27 3,32 4,69 6,47 7,75 8,40 1,62
Tabelle 25:  Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-18 nach einem Untersuchungszeitraum
von 24 Stunden
Actimel LC1 Yakult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv
PBS 1 1 1 1 1 1 1
SC 5314 18,70 6,65 6,65 6,65 6,65 6,65 44,35
LAB 1,26 0,83 1,70 1,20 2,81 1,15 0,84
LAB + SC 3,63 10,78 2,97 6,37 8,74 7,70 11,45
LAB 2t+SC 2 t 1,65 3,61 2,08 9,60 2,40 2,58 2,99
SC "% t+LAB %t 3,03 7,13 5,69 14,47 4,24 5,48 335,57
Tabelle 26:  Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-18 nach einem Untersuchungszeitraum
von 36 Stunden
Actimel LC1 Yakult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv
PBS 1 1 1 1 1 1 1
SC 5314 34,72 0,12 15,00 7,42 0,93 7,42 0,29
LAB 1,31 5,00 3,70 1,40 3,66 1,04 49,83
LAB + SC 3,08 0,02 2,27 2,97 5,44 2,37 0,00
LAB 2t+SC 2 t 3,91 11353,00 0,67 18,86 2,03 5,21 0,05
SC%t+LAB "t 5,79 0,02 0,73 2,29 205,99 2,35 23,05
Tabelle 27:  Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-6 nach einem Untersuchungszeitraum
von 12 Stunden
Actimel LC1 Yakult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv
PBS 1 1 1 1 1 1 1
SC 5314 0,10 5,31 5,31 44,80 36,33 36,33 2,70
LAB 0,04 33,69 0,59 4,00 10,36 261,15 294,25
LAB + SC 3,08 25,46 5,38 100,25 16,32 14,42 0,97
LAB2t+SC %t 3,91 0,86 1,25 25,71 71,34 38,38 52,98
SC'%t+LAB "t 5,79 1,52 0,29 2,39 391,99 19,03 1,43
Tabelle 28:  Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-6 nach einem Untersuchungszeitraum
von 24 Stunden
Actimel LC1 Yakult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv
PBS 1 1 1 1 1 1 1
SC 5314 6,18 4,86 4,86 4,86 4,86 4,86 136,79
LAB 0,56 0,69 1,19 3,48 0,95 1,13 0,00
LAB + SC 1,54 14,17 1,69 4,25 2,45 3,37 255,87
LAB 2t+SC 2 t 0,76 6,38 0,43 27,71 8,99 4,94 168,66
SC%t+LAB %t 0,29 3,61 15,37 1,88 0,97 3,29 344464,26
Tabelle 29:  Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-6 nach einem Untersuchungszeitraum

von 36 Stunden
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Actimel LC1 Yakult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv
PBS 1 1 1 1 1 1 1
SC 5314 8,65 0,04 33,00 8,87 3,26 8,32 3,86
LAB 0,31 0,00 1,07 0,87 1,06 0,63 194,62
LAB + SC 0,96 0,01 1,94 7,66 4,75 3,64 7,32
LAB %t + SC % t 1,34 6389,40 2,12 5,49 2,94 10,06 2,60
SC % t+LAB %t 1,94 0,01 2,37 9,34 11,95 9,54 2,53
Tabelle 30: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-8 nach einem Untersuchungszeitraum von
12 Stunden
Actimel LC1 Yakult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv
PBS 1 1 1 1 1 1 1
SC 5314 10,63 29,97 29,97 3,77 1,83 3,77 25,85
LAB 0,51 13,68 1,32 0,46 1,76 4,03 0,37
LAB + SC 0,05 26,35 3,95 8,78 1,93 8,45 12,39
LAB %t +SC % t 0,48 2,74 3,71 1,29 3,98 3,09 8,09
SC'%t+LAB "2t 3,48 517 8,25 9,33 34,44 12,29 33,97
Tabelle 31: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-8 nach einem Untersuchungszeitraum von
24 Stunden
Actimel LC1 Yakult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv
PBS 1 1 1 1 1 1 1
SC 5314 11,39 14,82 14,82 6,58 14,82 14,82 490,47
LAB 1,21 0,70 0,42 1,05 0,59 0,37 5,50
LAB + SC 8,29 7,87 1,36 16,47 10,40 12,58 90,85
LAB %t +SC % t 6,76 1,61 1,45 16,55 2,52 0,98 17,93
SC'%t+LAB 2t 7,84 7,83 15,95 6,95 5,66 8,60 29925,69
Tabelle 32: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-8 nach einem Untersuchungszeitraum von
36 Stunden
Actimel LC1 Yakult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv
PBS 1 1 1 1 1 1 1
SC 5314 40,19 0,46 6,41 0,00 0,09 0,00 0,34
LAB 0,00 0,00 0,00 3,16 1,86 20,57 0,00
LAB + SC 0,50 0,01 1,12 62,23 0,23 1,13 0,00
LAB 2t+SC %t 0,36 4759,30 1,45 24,04 0,03 0,00 0,72
SC % t+LAB %t 3,80 0,01 0,77 50,42 123,08 20,42 23,31

Tabelle 33: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-10 nach einem Untersuchungszeitraum

von 12 Stunden

Actimel
PBS 1
SC 5314 0,02
LAB 0,02
LAB + SC 0,01
LAB2t+SC "2t 0,03
SC%t+LAB %t 0,05

LC1
1
0,29
90,21
0,00
28,79
0,00

Yakult
1
0,29
1,08
8,46
4,88
4,44

LGG
1
3,53
0,06
1,81
0,00
0,00

Wildtyp A
1
3,53
21,13
0,15
0,08
34,71

Laktat
1
3,53
0,00
0,10
6,56
0,00

LGG inaktiv
1
0,00
0,00
113,58
29,99
0,00

Tabelle 34: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-10 nach einem Untersuchungszeitraum

von 24 Stunden
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Tabelle 35: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-10 nach einem Untersuchungszeitraum

von 36 Stunden

1
0,09
0,04
0,09
1487,79
0,06
Tabelle 36: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IFN-y nach einem Untersuchungszeitraum

von 12 Stunden

Tabelle 37: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IFN-y nach einem Untersuchungszeitraum

von 24 Stunden

Tabelle 38: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IFN-y nach einem Untersuchungszeitraum

von 36 Stunden
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L. casei defensis

PBS

SC5314

L. casei defensis

L. casei defensis + SC5314

'I,t L. casei defensis + '/,t SC5314
'/t SC5314 + '/,t L. casei defensis

12h

61
104
77
84
89
89

uil

24h

131
196
131
176
155
197

Tabelle 39: Ubersicht iiber die ermittelten LDH-Werte fiir L

(12, 24 und 36h)

L. casei shirota 12h
PBS 58 U/
SC5314 170

L. casei shirota 85

L. casei shirota + SC5314 81

'/t L. casei shirota + '/,t SC5314 90
1,6 SC5314 + /ot L. casei shirota 164

24h

96
231
91
134
134
143

uil

36h

ui 165
530
186
284
274
373
. casei defensis

36h

108 U/
270
142
202
174
342

Tabelle 40: Ubersicht iiber die ermittelten LDH-Werte fiir L. casei shirota

(12, 24 und 36h)

L. johnsonii LA1 12h
PBS 50 U/l
SC5314 102

L. johnsonii LA1 50

L. johnsonii LA1+ SC5314 58

"5t L. johnsonii LA1+ '/t SC5314 59

'/,t SC5314 + '/,t L. johnsonii LA1 96

24h 36h
171 U/ 108 U/l
283 270
176 171
234 195
209 165
236 213

Tabelle 41: Ubersicht iiber die ermittelten LDH-Werte fiir L. johnsonii LA1

(12, 24 und 36h)

L. acidophilus 12h
PBS 50 Ul
SC5314 102

L. acidophilus 50

L. acidophilus + SC5314 58

"5t L. acidophilus + '/;t SC5314 59

'/t SC5314 + '/,t L. acidophilus 96

24h

171
283
176
234
209
236

uil

36h

108 U/
270
171
195
165
213

Tabelle 42: Ubersicht iiber die ermittelten LDH-Werte fiir L. acidophilus

(12, 24 und 36h)

uil
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L. rhamnosus GG 12h 24h 36h
PBS 85 U/l 171 U/l 108 U/l
SC5314 160 283 302

L. rhamnosus GG 104 174 166

L. rhamnosus GG + SC5314 134 207 196

'/,t L. rhamnosus GG + /ot SC5314 112 225 178

'/t SC5314 + 'I,t L. rhamnosus GG 143 255 270

Tabelle 43: Ubersicht iiber die ermittelten LDH-Werte fiir L. rhamnosus GG
(12, 24 und 36h)

D-Laktat 12h 24h 36h
(Laktat)

PBS 76 U/ 147 U/l 108 U/l
SC5314 112 283 270
D-Laktat 99 155 148
D-Laktat + SC5314 104 162 198

'/,t D-Laktat + '/,t SC5314 95 171 173

'/,t SC5314 + '/,t D-Laktat 111 200 276

Tabelle 44: Ubersicht iiber die ermittelten LDH-Werte fiir D-Laktat (12, 24 und 36h)

L. rhamnosus GG inaktiv 12h 24h 36h
(LGGi)

PBS 45 U/l 58 U/l 68 Ul
SC5314 67 167 267
LGGi 81 129 180
LGGi + SC5314 47 93 119

.t LGGi + '/,t SC5314 61 97 107

1t SC5314 + '/,t LGGi 53 132 169

Tabelle 45: Ubersicht iiber die ermittelten LDH-Werte fiir L. rhamnosus GG inaktiv
(12, 24 und 36h)



Anhang 76

8.2 Abbildungen
IL-1a 12h

30 L758,00

20

10|

0 I: -
Actimel LC1 Yakult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv

oPBS oSC 5314 o LAB
OLAB + SC oLAB 1/2+SC1/2 @SC1/2+LAB 1/2

Abbildung 27: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-1a nach einem Untersuchungszeitraum

von 12 Stunden

IL-1a 24h

)
S
o
B

20~

= [

Actimel LC1 Yakult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv
oPBS oSC 5314 @ LAB
OLAB + SC OLAB 1/2+SC1/2 @SC1/2+LAB 1/2

Abbildung 28: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-1a nach einem Untersuchungszeitraum

von 24 Stunden
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IL-1a 36h
100~
50—
0‘_=|]ﬁ1-.
Actimel LC1 Y akult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv
oPBS o SC 5314 @ LAB
OLAB + SC OLAB 1/2+ SC 1/2 @SC1/2+ LAB 1/2

Abbildung 29: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-1a nach einem Untersuchungszeitraum

von 36 Stunden

IL<18 12h
[E——
15— |203:40 1822
10 N
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1 ]
Actimel LC1 Yakult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv
oPBS oSC 5314 oLAB
OLAB + SC OLAB 1/2 + SC 1/2 @SC1/2 + LAB 1/2

Abbildung 30: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-18 nach einem Untersuchungszeitraum

von 12 Stunden
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IL-18 24h

Actimel LC1 Y akult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv
oPBS o SC 5314 oLAB
OLAB + SC OLAB 1/2+ SC 1/2 @SC1/2+LAB 1/2

Abbildung 31: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-18 nach einem Untersuchungszeitraum

von 24 Stunden

IL-18 36h
20+
104+ _
oL
Actimel LC1 Yakult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv
oPBS o SC 5314 @DLAB
OLAB + SC OLAB 1/2 + SC1/2 @SC1/2+ LAB 1/2

Abbildung 32: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-18 nach einem Untersuchungszeitraum

von 36 Stunden
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IL-6 12h
L205,:z:1 L49’83
Actimel LC1 Yakult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv
oPBS oSC 5314 oLAB
OLAB + SC OLAB 1/2+ 8C1/2 @SC1/2+ LAB 1/2

Abbildung 33: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-6 nach einem Untersuchungszeitraum

von 12 Stunden

IL-6 24h
[P [ oo
100 L100, 5| L294,La
50
0-
Actimel LC1 Yakult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv
oPBS o SC 5314 @ LAB
OLAB + SC OLAB 1/2+SC 1/2 @ SC1/2+LAB 1/2

Abbildung 34: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-6 nach einem Untersuchungszeitraum

von 24 Stunden



Anhang 80

IL6 36h

30
136,79 | 168,66

Al Al il =

Actimel LC1 Yakult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv
oPBS o SC 5314 mLAB
OLAB + SC OLAB 1/2+SC 1/2 @SC1/2+LAB 1/2

Abbildung 35: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-6 nach einem Untersuchungszeitraum

von 36 Stunden
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Actimel LC1 Yakult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv
oPBS o SC 5314 o LAB
OLAB + SC OLAB 1/2 + SC 1/2 @SC1/2+LAB 1/2

Abbildung 36: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-8 nach einem Untersuchungszeitraum

von 12 Stunden
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IL-8 24h

40

20+

LI - |

Actimel LC1 Yakult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv
oPBS o SC 5314 OLAB
oOLAB + SC OLAB 1/2+8C1/2 @SC1/2+LAB1/2

Abbildung 37: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-8 nach einem Untersuchungszeitraum

von 24 Stunden

IL-8 36h
20
—
104+ I
oLL
Actimel Lct Yakult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv

oPBS o SC 5314 @oLAB
OLAB + SC OLAB 1/2+ SC 1/2 @SC 1/2 + LAB 1/2

Abbildung 38: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-8 nach einem Untersuchungszeitraum

von 36 Stunden
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IL-10 12h
[rm——) (=5 o5l [ el
4759,30 62,23 123,98
407 £ L 50,42 L
20+
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Actimel LC1 Yakult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv
oPBS oSC 5314 @ LAB
OLAB + SC OLAB 1/2 + SC 1/2 @SC 1/2+LAB 1/2

Abbildung 39: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-10 nach einem Untersuchungszeitraum

von 12 Stunden

IL-10 24h
40— 9021 1358
20
0-
Actimel LC1 Yakult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv
oPBS oSC 5314 @ LAB
OLAB + SC OLAB 1/2+SC1/2 @SC1/2+LAB 1/2

Abbildung 40: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-10 nach einem Untersuchungszeitraum

von 24 Stunden
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IL-10 36h

Actimel LCc1 Y akult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv
oPBS o SC 5314 @LAB
OLAB + SC OLAB 1/2+ SC 1/2 @SC1/2+LAB 1/2

Abbildung 41: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IL-10 nach einem Untersuchungszeitraum

von 36 Stunden

IFN-gamma 12h

2,5+

Actimel LC1 Yakult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv
oPBS o SC 5314 o LAB
OLAB + SC OLAB 1/2+SC 1/2 @SC1/2+LAB 1/2

Abbildung 42: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IFN-y nach einem Untersuchungszeit-

raum von 12 Stunden
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2,5+

Actimel

IFN-gamma 24h

4i23v(§ 13,64 8,98 L’Ie,os
~
LC1 Yakult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv
oPBS o SC 5314 o LAB
OLAB + SC OLAB1/2+SC1/2 @SC1/2+LAB 1/2

Abbildung 43: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IFN-y nach einem Untersuchungszeit-

raum von 24 Stunden

2,5

IFN-gamma 36h

5,77 7,64
Actimel LC1 Yakult LGG Wildtyp A Laktat LGG inaktiv
oPBS o SC 5314 @LAB
OLAB + SC OLAB 1/2+ SC1/2 @SC 1/2+ LAB 1/2

Tabelle 44: Ergebnisse der relativen Quantifizierung fiir IFN-y nach einem Untersuchungszeitraum

von 36 Stunden
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