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Abkurzungen

Aqua a.i. Aqua ad inijectabilia

bp Basenpaare

cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat

CRVVC Chronisch Rezidivierende Vulvo-
Vaginalcandidose

CMI Zellvermittelte Immunitat

dB-cAMP Dibutyryl cAMP

Elisa Enzyme-linked-immuno-sorbent-assay

h-IL humanes Interleukin

IgA Immunglobulin A

IgE Immunglobulin E

IgM Immunglobulin M

IL Interleukin

kDa kilo Dalton

mM milli Mol

NID-Puffer Nonionic Detergent Puffer

NTP (ATP, GTP, TTP, CTP) Nukleotidtriphosphate (Adenosintri-

phosphat, Guanosintriphosphat,
Thymidintriphosphat, Cytidintri-

phosphat)
PBS-Puffer Phosphate-Borate-Saline-Puffer
PCR Polymerase chain reaction
PGE, Prostaglandin E»
IFN Interferon
rpm rounds per minute
S.D. Standard Deviation
TGF Transforming growth factor
TNF Tumornekrose Faktor

VVC Vulvovaginale Candidose



1. Einleitung und Fragestellung

1.1. Einleitung

Die chronisch rezidivierende Vulvovaginalcandidose (CRVVC) stellt fur den Arzt nach
wie vor eine Herausforderung dar, vor allem in Hinblick auf den hohen Leidensdruck,
den die Patientinnen aufgrund rezidivierender Beschwerden, oft uber viele Jahre
hinweg, haben.

Etwa drei Viertel aller Frauen haben mindestens einmal in ihrem Leben eine Episode
einer Candidainfektion [41,44,61] wobei die Halfte aller Frauen bereits bis zur Mitte
des zwanzigstens Lebensjahres einmal an einer vulvovaginalen Candidose erkrankt
waren [45]. Bei insgesamt 5-10% kommt es zu mehr als einer Episode [2,44,46,61].
Bei Patientinnen, die an vier oder mehr Candidainfektionen pro Jahr leiden, wird
dann die Diagnose einer chronisch rezidivierenden Vulvovaginal-Candidose gestellt
[44,46]. Kommt es durch die Sprosspilzbesiedlung zu Symptomen wie Juckreiz,
Brennen, Ausfluss und Kohabitationsschmerzen spricht man von dem Krankheitsbild
der Candidose.

Speziell bei der akuten Form der vulvovaginalen Candidose, die eine Vielzahl von
Frauen betrifft, lassen sich oft pradisponierende Faktoren als Ursache des
Pilzwachstums feststellen. Hinzu kommen hormonelle Schwankungen, insbesondere
hohe Ostrogen-Spiegel, die sowohl den Krankheitsverlauf als auch die Symptomatik
im negativen Sinne triggern [2,13]].

Als wichtigste exogene Faktoren, welche die Entstehung einer Candidose und auch
deren Persistenz fordern koénnen, sind die Einnahme von Antibiotika und
immunsuppressiven Substanzen zu nennen, wobei die Einnahme von Antibiotika
sogar als Risikofaktor bezeichnet werden kann. Endokrinopathien, Diabetes mellitus
und Schwangerschaft konnen ebenfalls fur das Auftreten einer Candidose ursachlich
sein. [2,11,40,41,61,72)].

Es gibt aber auch Untersuchungen, dass bei Patientinnen mit CRVVC diese
pradisponierenden Faktoren nur in seltenen Fallen eine Rolle spielen [2].

Hier scheint eine Anzahl atiologischer Faktoren, immunologischer Stérungen und
Zusammenhange, die es noch zu erforschen gilt, fur eine Chronifizierung

verantwortlich zu sein.



In mehr als 85% der Falle wird eine Vulvovaginal-Candidose durch eine Infektion mit
Candida albicans, gefolgt von Candida glabrata mit etwa 4-5% verursacht. Weniger
haufig sind dagegen Candida krusei, Candida parapsilosis und Candida tropicalis
[40,41,61,65].

Der Abwehrmechanismus gegen eine vaginale Candidainfektion ist bis heute nur
mangelhaft aufgeklart.

Bei der Bekampfung der CRVVC spielt die zellulare Immunitat eine entscheidende
Rolle [1,12,21,26,54,67,]. Aber auch die humorale Immunantwort kommt Uber eine
Antikoérper-Produktion zum tragen. Hier ist das Candida spezifische Immunglobulin A
(IgA) zu erwahnen, dem ein protektiver Wert zugesprochen wird. Trotz allem kommt
der humoralen Antwort nur eine untergeordnete Rolle zu, da die Sekretion der
Antikorper Immunglobulin G (IgG), Immunglobulin M (IgM) und auch IgA im
vaginalen Sekret nicht ausreicht, um einen naturlichen Schutz gegen eine
Candidainfektion zu gewahrleisten [4] und sie nur wahrend einer kurze Phase der
Kolonisation wirksam ist [46].

Verantwortlich fur die zellulare Immunabwehr sind CD4+ T-Helfer-Zellen [20], die in
die Subtypen Th1 und Th2 unterteilt werden. Diese Subtypen produzieren
verschiedene Zytokine, die in der Vagina lokal eine wichtige Rolle als
Immunmodulatoren spielen.

Zu den Th1-Typ Zytokinen gehdren Interleukin-2 (IL-2), Interferon (IFN)-gamma und
IL-12, wahrend die Zytokine IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 und Transforming Growth
Factor (TGF-beta1) den Th2-Typ Zytokinen zugerechnet werden [1,46,34,67].

Die immunologische Antwort vom Th1-Typ hat uber die Freisetzung von IFN eine
protektive Wirkung, fordert die Phagozytose durch Makrophagen und fuhrt zu einer
Freisetzung von IL-1; dieses stimuliert wiederum die Produktion von IL-2. Durch die
Immunantwort vom Th1-Typ kommt es zu einer Hemmung der Aktivierung von Th2-
Zellen. Die Antwort vom Th2-Typ hingegen fuhrt Uber eine Freisetzung von Th2-
spezifischen Zytokinen und Uber deren Wirkung zu einer Downregulierung der
zellvermittelten Immunitat [1,34,46,77] und damit unter Umstadnden zu einer
Verschlechterung der Krankheitssymptome. Des weiteren bewirkt die Th2-
Immunantwort eine Aktivierung von eosinophilen Zellen, ist fur den Klassenwechsel
von Antikdrpern zustandig, fuhrt zu einer Antikdrperproduktion durch B-Zellen sowie
zu einer Reduktion der Funktion von Th1-Zellen [34,77].

10



Trotz der protektiven Rolle der Th1-Typ zellvermittelten Immunitat [54,67] kann es zu
einer Infektion kommen, da Studien ergaben, dass eine mangelhafte Th-1 Typ CMI
gegen Candida albicans und auch eine mangelhafte Umwandlung in lokale T-Zellen
wahrend einer Candida Infektion [67] vorkommen kénnen oder diese beglinstigen
[23,24].

Immunologisch verantwortlich fur die Entstehung einer rezidivierenden Vaginose ist
eine vorubergehende und lokale Hemmung der zellvermittelten Immunitat.

Eine Infektion mit Candida fluhrt zu einem Anstieg vaginaler Lymphozyten [12,73],
Patienten mit CRVVC dagegen zeigen eine verminderte proliferative Antwort von
Lymphozyten auf diese Infektion [73]. Dieser proliferativen Hemmung liegt eine
gesteigerte Produktion von PgE, durch die Makrophagen der Patientinnen zugrunde,
wodurch  wiederum die IL-2 Produktion gehemmt und dadurch die
Lyphozytenproliferation blockiert wird [60,73,74,]. Durch diese Schwachung der
Lymphozytenantwort kommt es zu einer Proliferation von Candida und im weiteren
zu einer klinischen Infektion [73].

Die Immunabwehr einer Candidainfektion ist eher ein lokales, als ein systemisches
Geschehen, zumal die vaginalen Epithelzellen eine Anti-Candida-Aktivitat zeigen,
welche aber bei Patientinnen mit CRVVC reduziert ist [2]. Eine Storung dieses
komplexen Immungeschehens kann dann zu den oben beschriebenen vaginalen
Symptomen fluhren. Auch Monozyten spielen eine Rolle, indem sie Uber eine
autokrine feedback-regulation mit Hilfe einer PgEj;-abhangigen Hemmung der
Apoptose zu einer Starkung der Abwehr gegen Candida albicans fuhren [28].

Ein weiteres Problem stellen Diagnose und Therapie dar, da viele Frauen, die an
einer chronisch-rezidivierenden Pilzinfektion leiden, zunehmend eine Selbstdiagnose
stellen und ohne Erregernachweis aufgrund der ihnen bekannten Symptome in den
Apotheken rezeptfreie Antimykotika erwerben.

Dadurch wird eine Zunahme der Imidazol-resistenten Stamme, hier ist vornweg
Candida glabrata zu nennen, beflrchtet [55,65].

Deshalb untersuchten wir, ob bei Patientinnen, die an jahrelang rezidivierenden
Beschwerden ohne wesentlichem therapeutischem Erfolg leiden, ein allergisches
Geschehen Ursache fur die Beschwerden sein konnte. Bereits in friheren Studien
konnte das Vorkommen allergischer Reaktionen auf Candida im Sinne einer lokalen

vaginalen hypersensitiven Immunantwort gezeigt werden [57,59,68].
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Diese vaginale allergische Antwort kann uber eine Induktion der PgE>-Produktion zu
einer Unterdrickung der CMI fihren und so eine rezidivierende Candidainfektion
pradisponieren oder zumindest zu einer Verlangerung der Beschwerden
fuhren[31,41,47,48,75]. AuRerdem wurden bereits Epitope der Candida-albicans-
Enolase, einem wichtigen Antigen der Candida-Allergie, als Bindungsort fur IgE-
Antikorper entdeckt [31,32]. In diesem Zusammenhang untersuchten wir das
Vorhandensein von candidaspezifischem IgE im Vergleich zu der Gesamtmenge an
IgE im Vaginalsekret mittels Elisa. Ein weiteres Ziel unserer Studie waren die
Bestimmungen der durch Th2-Zellen freigesetzten Zytokine IL-4, IL-5, IL-13 und
auch von PgE,, ebenfalls im Vaginalsekret mittels Elisa.

Zytokine sind intrazellulare Signalproteine, die auf parakrine oder autokrine Art
wirken. Zytokine Uberschneiden sich haufig in lhrer Wirkung, so dass ein einzelner
Effekt durch verschiedene Zytokine ausgelost werden kann, aber auch ein einzelnes
Zytokin verschiedene Wirkungen haben kann und somit Teil dieses komplexen

Immungeschehens ist [34,77], welches in Abbildung 1 verdeutlicht werden soll.
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Im Folgenden werden die oben genannten untersuchten Zytokine wie auch
Prostaglandin E, und IgE charakterisiert, um deren Zusammenhang mit einem
moglichen allergischen Geschehen sowie deren Bedeutung und Einfluf} auf die CMI
zu verdeutlichen.

IL-4 und IL-13 spielen bei allergischen Erkrankungen und deren Pathogenese eine
wichtige Rolle [33,53], da die IgE-Produktion durch die Zytokine IL-4 und IL-13
stimuliert wird [7].

IL-4 ist ein 20 kDa groles Protein, dass die Differenzierung und Proliferation von
aktivierten B-Zellen fordert, damit die Synthese von Antikdrpern begulnstigt und fur
den Klassenwechsel auf eine Erzeugung von IgE notwendig ist [34,37]. Durch eine
Downregulation von IFN-gamma durch Th1-Zellen fuhrt IL-4 zu einer Hemmung der
CMIL.

Im Weiteren wurden durch IL-4 die durch IL-2 induzierte Aktivierung von NK-Zellen
gehemmt und die von IL-2 ausgelésten Effekte in B-Zellen antagonisiert. Ebenso
kommt es zu einer Hemmung der in Makrophagen beobachteten Produktion von IL-
1, TNF-alpha und von IL-8 [30,34].

Die Wirkung von IL-4 auf B-Zellen wird wiederum von IFN-gamma inhibiert, was die
gegenseitige Beeinflussung und komplexen Wirkungen der Zytokine unterstreicht.
IL-13 ist ein Zytokin mit einer Wirkung, die der des IL-4 sehr ahnelt und viele
biologische Funktionen mit IL-4 teilt [7,34,78]. Es hat verschiedene Auswirkungen auf
die Aktivitat menschlicher Monozyten.

IL-13 hemmt die Freisetzung von Th1-Zytokinen und spielt, ebenso wie IL-4, bei
einer Infektion mit Candida albicans eine wichtige immunmodulatorische Rolle,
indem es die candidastatische Funktion von Makrophagen erhoht [9,38]; dies kommt
dadurch zustande, dass IL-13 ein wichtiger Regulator der Expression des
Makrophagen-Mannose-Rezeptors (MMR) ist, welcher eine wichtige Komponente
des Immunsystems im Verteidigungsmechanismus gegen eine Candidainfektion
darstellt [10]. So konnte in Versuchen gezeigt werden, dass Makrophagen, die mit IL-
13 oder IL-4 in vitro behandelt wurden, eine hohere fungistatische Aktivitat aufwiesen
als Makrophagen, die Uber IFN-gamma aktiviert wurden [9].

Das von T-Zellen produzierte IL-5 ist ein spezifischer hamatopoetischer
Wachstumsfaktor, der fur das Wachstum und die Differenzierung von Eosinophilen
verantwortlich ist und die Proliferation, Aktivierung und Differenzierung eosinophiler

Granulozyten stark stimuliert. Somit spielt es eine dominante Rolle bei chronisch
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entzindlichen Erkrankungen und kann als Schllsselzytokin allergischer Prozesse
bezeichnet werden [69,80]. IL-5 wirkt synergistisch mit IL-4 und IL-2 bei der
Steigerung der B-Zelldifferenzierung und fordert neben der IgA-Synthese auch die
Umwandlung von Thymozyten in zytotoxische T-Zellen. Aufgrund dieses
Wirkspektrums ergibt sich eine klinische Relevanz dahingehend, dass im
Tierexperiment durch die Gabe von Anti-IL-5 Antikdrpern eine Infiltration mit
Eosinophilen bei bestimmten Infektionen verhindert werden konnte [30,34,69,80].
Neben den bereits erwahnten immunologischen Veranderungen durch die
Freisetzung von Th2-Zytokinen sind sicherlich noch einige andere Faktoren flr die
Entstehung von Rezidiven verantwortlich. Zum einen ist eine veranderte
Zusammensetzung der normalen Scheidenflora und damit ein verandertes
Scheidenmilleu von Bedeutung. Zum anderen ist aber auch eine Beeintrachtigung
der candidaspezifischen CMI durch Prostaglandin oder IgE als Ursache
rezidivierender Infektionen wahrscheinlich [41].

Prostaglandin E; ist ein durch Makrophagen und Fibroblasten produziertes
immunsuppressives  Monokin  [60], das den Spiegel von zyklischem
Adenosinmonophosphat (cCAMP) erhéht und die Auskeimung von Candida albicans
stimuliert. Auch andere Komponenten, wie Isoproterenol und Dibutyryl cAMP (dB-
cAMP), fuhren zu einer Erhdhung von cAMP und fordern ebenfalls eine Auskeimung
von Candida albicans[35]. IFN-gamma inhibiert die Auskeimung des Pilzes,
interessanterweise auch in Anwesenheit von PgE;, so dass IFN-gamma eine
entgegengesetzte Rolle spielt und die Aktivitat der CMI férdert. Durch eine steigende
Produktion von Prostaglandin E, durch Makrophagen kommt es bei Patientinnen mit
rezidivierender Vulvovaginal-Candidose zu einer Hemmung der CMI, was aber auch
infolge einer vaginalen allergischen Reaktion auftreten kann. [73,76].

Bei Patientinnen mit CRVVC wurden auch IgE Antikérper gegen Candida albicans im
Vaginalsekret nachgewiesen, was fur eine lokalisierte vaginale Hypersensitivitat
spricht [73,75]. IgE - dessen Produktion von den Zytokinen IL-4 und IL-13 induziert
wird [7,37] - ist ein Mukoprotein mit einem Molekulargewicht von 188 kDa, das an
gewebestandige Mastzellen und zirkulierende Basophile Uber Fce-Rezeptoren
bindet. Die Bindung von Antigenen an IgE-sensibilisierte Zellen triggert die
Freisetzung vasoaktiver Amine, vorwiegend Histamine, wodurch es zu Ausbildung

einer allergischen Symptomatik kommt [34].
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1.2. Fragestellung

Mit dem Ziel einer effektiven und gezielten Behandlung wurden Frauen einer
Kontrollgruppe, sowie solche mit Verdacht auf eine CRVVC auf die bereits
beschriebenen Immunparameter, sowie auf Candida im Vaginalsekret untersucht.
Dies geschah mittels lichtmikroskopischer Untersuchung, kultureller Anztuchtung und
Polymerasekettenreaktion (PCR), wobei die Candidaspezifizierung mittels
Chromagar und PCR vorgenommen wurde.

Im Folgenden werden die Zytokine IL-4, IL-5, IL-13, als auch PgE,, Gesamt-IgE und
das candidaspezifische IgE untersucht, um deren Zusammenhang mit einem
moglichen allergischen Geschehen sowie deren Bedeutung und Einflu} auf die CMI
zu verdeutlichen. Mogliche neue therapeutische Ansatze und
Behandlungsmoglichkeiten sowie die Modifizierungen bereits bestehender

Behandlungskonzepte werden ausflhrlich in Kapitel 5 (Diskussion) behandelt.
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2. Material und Methode

2.1. Material

2.1.1. Gerite

Gelelektrophoreseapparatur,

Typ HE 33

Spannungsquelle, Typ EPS 500/400

Pipetten, Filter-Tips PE/PP

Thermocycler, Typ 9600

Tischzentrifuge, Typ Z 230 MR

Spektralphotometer, Typ Anthos

Polaroidkamera, Typ GelCam

UV-Leuchtkasten, Typ N 90

Vortexgerat, Typ VF 2

Hoefer, San Francisco, CA /USA

Pharmacia LKB,

San Francisco, CA / USA

Nerbe plus GmbH,
Winsen / Luhe, Deutschland

Perkin Elmer, Norwalk,
Connecticut / USA

Hermle, Deutschland

Anthos Labtec Instruments

Osterreich

UniEquip,

Munchen-Martinsried, Deutschland

UniEquip,

Minchen-Martinsried, Deutschland

Janke & Kunkel,
IKA-Labortechnik, Deutschland



Wasserbad, Typ B3 Haake

Brutschrank, Typ 2770 Kottermann

Mikrowellengerat, Typ MC 653 Udo Classen G.m.b.H,

Kempen, Deutschland

Plattenvortexgerat, Typ 301 EVT A-B Laborsystem, Greiling

Deutschland

2.1.2. Material

Die fur die PCR verwendeten Chemikalien wie Enzyme und Puffer wurden
vorwiegend von den Firmen Sigma, St. Louis, Missouri / USA, Perkin Elmer,
Branchburg, New Jersey / USA und Biolabs, Beverly, MA / USA bezogen. Die
Lésungen, Enzyme und Puffer werden dann Ublicherweise mit Aqua ad inijectabilia
(Aqua a.i.), geliefert von Boehringer, Mannheim / Deutschland, angesetzt.

Die Primer fur die PCR stammten von GibcoBRL, Life Technologies, Gaithersburg,
MD / USA.

Die fur die IL-4, IL-5 und IL-13-Elisa bendétigten Materialien wurden von Biosource
International, Camarillo, CA / USA, die fur die Prostaglandin-E2-Elisa verwendeten
Materialien wurden von Assay Designs, Inc., Ann Arbor, MI / USA geliefert.

Den ELISA-Testansatz zur Bestimmung der Gesamt-lgE-Konzentration bezogen wir
von der Firma Euroimmun - Medizinische Labordiagnostika AG, Lubeck /
Deutschland, den Testansatz zur Bestimmung des candidaspezifischen-IgE von der
Firma Alerchek, inc., Portland, Maine / USA.

Die Materialien einschlie3lich Chemikalien, Enzyme, Lésungen und Puffer werden im
Rahmen der methodischen Kapitel besprochen und deren Zusammensetzung dort

erlautert.
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2.2 Patientinnen

221 Studiengruppe

In der mikrobiologischen Sprechstunde des Klinikums Grof3hadern wurden 104
Patientinnen mit mindestens vier pro Jahr auftretenden Episoden einer
Candidasymptomatik und somit chronisch rezidivierender Candidosen untersucht.
Charakteristisch waren Angaben wie Brennen, Jucken, Ausfluss und Erytheme.
Sowohl Kklinisch als auch anamnestisch wurden andere Erkrankungen
infektiologischer Genese wie z.B. Herpesvirus- und humane Papillomavirus-
Infektionen oder bakterielle Vaginose, aber auch Schwangerschaft, Menopause und
Postmenopause ausgeschlossen.

Als Kontrollgruppe dienten 41 asymptomatische Patientinnen ohne Vulvovaginitis
,oder anderen gynakologischen Infektionen, die meist zur jahrlichen
Routineuntersuchung in  die  Sprechstunde kamen. Der Groldteil an
Untersuchungsproben der Kontrollpatientinnen wurde in der Praxis von Dr. Karin
Schulze gewonnen, da in der Sprechstunde des Klinikums GroRhadern vorwiegend
nur ,Problemfalle®, also Patientinnen mit chronischen Pilzbeschwerden oder anderen
Erkrankungen infektiologischer Genese, vorstellig wurden. Das Durchschnittsalter
der Candidosepatientinnen lag bei 33,6 (Alter 19 bis 56), das der Patientinnen der
Kontrollgruppe bei 32,8 (Alter 19 bis 53).

Anamnestisch wurden neben der Symptomatik auch pradisponierende
Erkrankungen, wie Diabetes mellitus, und pradisponierende Faktoren, wie die
Einnahme von Immunsuppressiva oder Antibiotika erhoben. Auch Allergien,
Nikotinabusus, Kontrazeption, bisher verwendete Antimykotika und deren
therapeutischer Erfolg sowie gynakologische Operationen wurden erfasst. Ein
wichtiges Kriterium in Bezug auf eine antimykotische Therapie war die Feststellung
der letzten Antimykotikaeinnahme, die wenigsten vier Wochen zuruckliegen sollte.
Dadurch wurde gewahrleistet, dass bei keiner der Patientinnen ein noch wirksamer
Antimykotikumspiegel im Blut vorhanden war, der den Pilznachweis sowohl kulturell

als auch mittels PCR in den meisten Fallen erschwert oder verhindert hatte.
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2.2.2. Vaginalabstriche

Bei jeder Patientin wurden insgesamt drei Vaginalabstriche vom hinteren
Scheidengewoélbe mit gepruften Wattetragern abgenommen. Der erste wurde vor
der Inokulation auf Sabouraud-agar in ein Réhrchen mit Sabouraud-Flissigmedium
(bioMerieux, Marcy [I'Etoile / Frankreich) gegeben. Einen weiteren, in ein
Spezialtransportmedium (Medical Wire & Equipment co.Ltd., Corsham, Wilts. /
England) getauchten Abstrich schickten wir zur Bestimmung der vaginalen
Begleitflora in das Mikrobiologische Labor der Klinik.

Den dritten Wattetrager strichen wir auf einem Objekttrager aus und fixierten mit
Alkohol (Merckofix Fixationsspray fur die Diagnostik, Merck, Darmstadt) damit das
zytologische Zellbild im entsprechenden Routinelabor der Klinik bestimmt werden
konnte.

Im weiteren wurden 2ml 0,9 prozentige physiologische Kochsalzlésung (NaCl) mittels
einer 3ml Spritze in die Vagina eingebracht. Mit einem vierten Wattetrager wurde die
eingebrachte Kochsalzlosung mit dem Vaginalsekret im hinteren Scheidengewdlbe
kurz durchmengt, mit derselben Spritze wieder aufgenommen und noch am gleichen
Tag wie folgt verarbeitet: Die Spritzen wurden kurz gevortext und das Material
anschlieBend zu je 1ml auf zwei Eppendorfreaktionsgefalle verteilt, im folgenden
nochmals kurz gevortext, anschliefend bei 5000 rounds per minute (rpm) zwei
Minuten lang zentrifugiert und schlieBlich der Uberstand abpipettiert und in sterilen
Eppendorfgefalen aliquotiert. Der so gewonnene Uberstand wurde zum Nachweis
von Zytokinen, Prostaglandin E;, candidaspezifischem IgE und der Bestimmung des
Gesamt-IgE’s verwendet.

Das Sediment, welches dem Nachweis von Candida albicans und Candida glabrata
mittels PCR diente, wurden mit 0,5ml PBS resuspensiert und im Falle einer

Verzodgerung bei -75°C bis zur weiteren Verarbeitung eingefroren.
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2.3. Kulturen

2.3.1. Material

a) Sabouraud-Agarplatten

Firma bioMeriuex, Marcy |'Etoile / Frankreich, versetzt mit Gentamycin (0,1 g/l)
und Chloramphenicol (0,05 g/l).

b) Chromagarplatten

Becton Dickinson, Sparks / USA
BBL Chromagar ™ Candida.

2.3.2. Anlegen von Pilzkulturen

Der erste, in den Sabouraud-Flissig-Agar getauchte Wattetrager wurde 24 Stunden
bei 37°C im Brutschrank inkubiert, am folgenden Tag die Zellen auf Sabouraud-
Agarplatten Uberimpft, um diese fur weitere 48 Stunden im Brutschrank bei 37°C zu
inkubieren. Um eine mogliche Verunreinigung oder Austrocknung zu vermeiden,
verschlossen wir die Platten mit Klebestreifen luftdicht. Im Falle eines positiven
Kulturergebnisses erfolgte anschlieRend zur weiteren Candidaspezifizierung eine
Uberimpfung der Pilzkolonien mit einer sterilen Ose von der Sabouraud-Agarplatte
auf eine Chromagarplatte, die immer im Dunklen aufbewahrt werden musste. Nach
einer Inkubationszeit des Chromagars von wenigstens 24 Stunden konnte durch
unterschiedliche und fur die jeweilige Candida-Spezies typische Farbreaktion eine

Identifizierung der verschiedenen Candida-Stamme erfolgen.
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Die jeweiligen Farbreaktionen kommen durch Hydrolyse von chromogenen

Substraten des CHROMagars zustande. Die Candidaspezies wurde durch folgendes

Farbschema identifiziert:

Spezies

Farbe

Candida albicans

Candida glabrata

Candida tropicalis

Candida krusei
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24, DNA-Freisetzung
241. Material

Aqua ad inijectabilia

Zusammensetzung der Lytikaseldsung

0,5M EDTA
PBS 1,6ml
2 %-iges 2-Mercaptoethanol

Lytikase 1mg

Sigma, St.Louis,
Missouri / USA
Life Technologies,
Paisley / Scotland
Sigma, St.Louis,
Missouri / USA
Sigma, St.Louis,
Missouri / USA

Zusammensetzung des Nonionic Detergent Puffer (NID Puffer):

KCL 50 mM

Tris-HCL pH 8,3 10 mM

MgCL, 2,5 mM

Polyoxyethyl- 0,49

enlaurylether

Lysis Puffer

Mineralol

PBS

Proteinase K 5,0 mg/ml
Aqua a.i.
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Sigma, St. Louis, Missouri / USA
Sigma, St. Louis, Missouri / USA
Sigma, St. Louis, Missouri / USA
Carl Roth GmbH + Co,
Karlsruhe, Deutschland

Roche Dioagnostics,
New Jersey / USA

Branchburg,

Applied Biosystems

Life Technologies, Paisley / Scotland

Sigma, St. Louis, Missouri / USA



2.4.2. DNA-Extraktion

Die Spritzen mit dem Probenmaterial (siehe Kapitel 2.2.2.) wurden gevortext,
anschlieend wurden jeweils 1 ml auf zwei Eppendorfgefalle verteilt, abzentrifugiert
(2 Minuten bei 5000 rpm) und der Uberstand zur Interleukinbestimmung abpipettiert.
Zu dem Sediment des ersten Eppendorfgefalles wurde PBS hinzugegeben, damit es
zu einem spateren Zeitpunkt bearbeitet werden konnte, dem zweiten Gefal} steriles
Wasser hinzugefligt und die Probe einmal gewaschen, indem sie gevortext |,
anschlieBend zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert wurde. Um die Zellwéande
der Pilzzellen aufzubrechen, erfolgte nach dem letzten Dekantieren eine
Resuspension mit 100 pl Lytikase und eine Inkubation fur 1 Stunde bei 37°C im
Wasserbad.

Analog zu dem bereits im obigen Absatz beschriebenen Waschvorgang, folgten zwei
weitere Waschvorgange mit PBS. Zu dem Sediment wurden 200 pl CT/NG Lysis in
die Eppendorfgefalle hinzugegeben und fur zehn Minuten stehengelassen, um die in
der Probe vorhandenen Zellen und deren Zellwande zu spalten. Im Gegensatz zur
Lytikase, die spezifisch Candidazellwande spaltet, verursacht Lysis-Puffer eine
unspezifische Spaltung von anderen, sich in der Probe befindlichen Zellen. Nach der
Zentrifugation der Proben fur 10 Minuten bei 11000 rpm und abpipettieren des
Uberstandes wurde nochmals PBS hinzugegeben und fiir 5 Minuten bei 11000 rpm
abermals zentrifugiert und anschliellend abpipettiert. Der Abbau der zellularen
Proteine und die Inaktivierung dadurch freigesetzter zellularer Nukleasen erfolgte
durch Behandlung mit 10 pl Proteinase K in 240 uyl Nonionic Detergent (NID) Puffer.
Dies ist notwendig um im Vaginalsekret vorkommende Proteine zu zerstéren, durch
welche die PCR erheblich gestort werden kann. Die Proben wurden im Anschluf3 10
Sekunden bei 8000 rpm zentrifugiert und nach Zugabe von 1 Tropfen Mineraldl im
Thermocycler 1 Stunde bei 56°C inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Inaktivierung
der Proteinase K durch Erhitzung der Proben im Thermocycler bei 95°C fur 10
Minuten.

Die Herstellung einer positiven Kontrolle erfolgte wie oben beschrieben, wobei
jeweils von einer Candida albicans- und einer Candida glabrata Kultur-Pilzmaterial in

ein jeweils mit 0,5ml PBS gefulltes Eppendorfgefald gegeben wurde.
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2.5. Candida PCR

Die Methode der PCR ermdglicht durch die Amplifikation von nur geringen Mengen
an pilzspezifischer DNA einen raschen und sensitiven Nachweis von Candida und,
im Vergleich zu einem kulturellen Nachweis, einen schnelleren und sensitiveren Weg

zur Diagnose.

2.51. Material

DNA-Polymerisationsmix: Perkin Elmer, Branchburg,
New Jersey / USA

MgCl, 25mM
Desoxynukleosid- 10mM
triphosphate (dNTP),

(dATP, aTTP, dGTP und dCTP)

PCR-Primer: Life Technologies,

Paisley, Scotland

10X PCR-Puffer (pH 8,3) : Perkin Elmer, Branchburg,
New Jersey/USA

KCI 500mM

Tris-HCI 100mM

MgCl 15mM

Gelatine 0,01% (w/v)

Taqg-Polymerase: 5 U/l Perkin Elmer, Branchburg,
New Jersey/USA

Zusammensetzung des dNTP-Mixes: Perkin Elmer, Branchburg,

dATP, dCTP, dGTP und dTTP New Jersey/USA

25



2.5.2. Candida-Primer

Die fur die PCR verwendeten synthetischen Oligonukleotide waren die Primer P4504
und P450, und wiesen folgende Sequenzen auf:

P450;, : Basenpaare 1021 — 1043: 5-ATGACTGATCAAGAAATYGCTA-3
P450;: Basenpaare 1370 — 1351: 5-TAACCTGGAGAAACYAAAAC-3

Beide, in Pulverform gelieferte Primer, wurden vor Durchfuhrung der PCR in sterilem
Wasser aufgeldést und anschlieBend mit ebenfalls sterilem Wasser in einem

Verhaltnis von 1:10 verdunnt.

2.5.3. Durchfiihrung der PCR

Jede PCR wurde mit zwei positiven und einer negativen Kontrolle durchgefiihrt. Die
beiden positiven Kontrollen wurden wie bereits beschrieben hergestellt. Diese
bestanden aus Pilzkulturen von Candida albicans und Candida glabrata. Als negative
Kontrolle benutzten wir steriles Wasser. Der bei der Durchfihrung der PCR
verwendete DNA-Polymerisationsmix diente zur Sicherstellung, dass die Mischung
von Wasser, Primern, Puffer, NTP-Mix, Polymerase und MgCl, bei allen
Reaktionspartnern konstant war, besonders in Hinblick auf die sehr kleinen zu
pipettierenden Volumina von weniger als 10 pl.

Der bei der PCR verwendete Polymerisationsmix wurde nach folgendem Protokoll

erstellt:

Reagenzien: Volumina in pl
H.0O 6,75

NTP 8,0

10X-Puffer 50

MgCl, 3,0

Primer 1 1:10 Verdunnung 1,0

Primer 2 1:10 Verdinnung 1,0
Tag-Polymerase 0,25
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Die Summe der Volumina ergab damit 25 pl; diese wurde mit der Zahl der zu
bearbeitenden Proben multipliziert, wobei die zwei Positiv-Kontrollen und eine
Negativ-Kontrolle mit einberechnet werden mussten, so dass — als Fallbeispiel — bei
sieben zu bearbeitenden Proben inklusive der Kontrollen die jeweiligen zu
pipettierenden Volumina mit dem Faktor zehn multipliziert werden konnten.

Zur Durchfuhrung der PCR wurden nun jeweils 5ul der zuvor extrahierten Patienten-
DNA mit 20 pl Wasser in ein Eppendorfgefald gegeben; die negative Kontrolle
bestand aus 25 pl sterilem Wasser. Somit befand sich in jedem Eppendorfgefald ein
Volumen von insgesamt 25ul, das nun mit 25ul des Polymerisationsmixes vermengt
wurde, wodurch sich ein Reaktionsansatz von 50pul ergab. Dieser durchlief insgesamt
40 ablaufende Zyklen:

Zeit Temperatur PCR-Schritt

10 min. 94°C Denaturierung

1 min. 49°C Anlagerung der Primer
1,5 min. 72°C Verlangerung der Primer

Am Ende des letzten Zyklus wurden die Proben auf 4°C heruntergekuhlt.

2.54. Enzymatisches Schneiden der DNA
2541 Material
Nsi I-Restriktionsendonuklease New England Biolabs

Schwalbach/Taunus, Deutschland
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254.2. Durchfiihrung

Um durch enzymatisches Schneiden der Candida DNA candidaspezifische Banden
zu verifizieren, wurden die Proben mit dem Enzym Nsi |-Restriktionsendonuklease

fur 12 Stunden bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Die verschiedenen Spezies

konnten so aufgrund der Lange der Basenpaare bestimmt werden.

2.6. Gelelektrophorese
2.6.1. Material

Agarose

10XTBE (Tris Boric EDTA)

Tris-Borat (pH 8,3)
EDTA

Deionisiertes Wasser
1XTE

Tris-HCI

EDTA

Aqua a.i.

DNA-Auftragspuffer

Féarbelésung

DNA-L&ngenstandard

25ml

1™
20mM

5mi
1ml
494 ml

Ethidiumbromid
(1%)
Hae Il Digest
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Carl Roth GmbH,

Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH,

Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Deutschland
New England Biolabs,
Schwalbach/Taunus,

Deutschland



2.6.2. Durchfiihrung

Der Beurteilung des PCR-Produkts diente die Agarose-Gelelektrophorese. Zur
Herstellung eines 1,5%-igen Agarosegels wurden 25ml 1XTBE mit 37,5g Agarose in
einem Erlenmeyerkolben vermengt und anschlieend in einer Mikrowelle flir ca. 1
Minute erhitzt, so dass sich das Agarosepulver vollstandig auflésen konnte und die
Losung klar wurde. Nach kurzer Abkuhlphase erfolgte =zur Farbung der
Probenbanden die Zugabe von 3ul Ethidiumbromid (1%) zum Gel, um es
anschlie3end in flissigem Zustand in die Gelkammer zur Aushartung zu giefden. Als
nachster Schritt folgte das Einbringen des Gelkamms, um die Vertiefungen fir
Standard und Proben zu erzeugen. Nach 10 Minuten war das Gel soweit erhartet,
dass die Schablone wieder vorsichtig entfernt und das fertige Gel aus der
Gelkammer in das Elektrophoresegerat eingelegt werden konnte und anschlieRend
gerade soviel 1XTE-Puffer hinzugegeben wurde bis das Gel bedeckt war.

Zur Herstellung der Standardlosung wurden 9ul 1XTE-Puffer, 2ul DNA-Auftragspuffer
und 0,2ul DNA-Langenstandard vermengt, wovon 9l in die Vertiefungen des Gels
pipettiert wurden. 2ul Bromphenolblauldsung wurden mit jeweils 9ul der Proben
versehen und hiervon ebenfalls 9ul in die daflir vorgesehenen Vertiefungen gegeben.
Bei einer Stromstarke von 120 mA und einer Spannung von 300V liefen die Banden
zwischen 15-20 Minuten, bis die Halfte der Laufstrecke zurtickgelegt war.

Der entstandene Ethidiumbromid-DNA-Komplex wurde unter UV-Licht bei 302nm
visualisiert und mittels Polaroidkamera dokumentiert (siche Abbildung 8, Kapitel
4.1.4 PCR).
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3. Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay (ELISA)

Da sich die Testansatze zur Bestimmung der Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 in ihrer
Durchfuhrung nur wenig unterschieden, werden Sie im Folgenden gemeinsam
abgehandelt. Die Elisa-Ansatze fur Prostaglandin E,, candidaspezifisches IgE und

Gesamt-IgE mussen hingegen getrennt voneinander besprochen werden.

3.1. Material

Den zur IL-4, IL-5 und IL-13-Bestimmung verwendeten Elisa-Kit bezogen wir von
Biosource International, Camarillo, CA / USA (Cytoscreen™ Immunoassay Kit # KHC
0042, KHC 0082), die fur die Prostaglandin E, Bestimmung verwendeten Materialien
von Assay Designs, Inc., Ann Arbor, Ml / USA.

Der Elisa Testsatz zu Bestimmung der Gesamt-IgE-Konzentration im Vaginalsekret
wurde von Euroimmun — Medizinische Labordiagnostika-AG, Lubeck / Deutschland
geliefert, der Testsatz zur Bestimmung des candidaspezifischen IgEs kam von der
Firma ALerCHEK, inc., Portland, Maine / USA.

3.2. IL-4, IL-5 und IL-13 ELISA
3.21. Reagenzien zur Bestimmung der Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13

- Humanes Interleukin (h-IL)-4, h-IL-5 und h-IL-13 Standard

- Puffer zu Verdlinnung des Standards

- h-IL-4, h-IL-5 und h-IL-13 Biotin Konjugat

- Streptavidin-Peroxidase (HRP)

- Stabilisiertes Chromogen

- Lésung zur Verdunnung der Streptavidin-Peroxidase (HRP)

- Gepufferte Waschlosung (25 x Konzentrat)

- Stoplésung

- Mikrotiterplatte, Ligand-beschichtet, 12 Mikrotiterstreifen zu je 8 Reagenzgefalten

- Klebestreifen
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3.2.2. Herstellung der Standardverdiinnungsreihe

Da der Standard zur Bestimmung der Interleukine IL-4, IL-5 und IL-13 von der Firma
Biosource in Form von Pulver geliefert wurde, musste zur Herstellung der
Standardlésung das Pulver mit der jeweils vorgeschriecbenen Menge an
Standardpuffer aufgelost werden, was fur jedes Interleukin unterschiedlich war und
im folgenden beschrieben wird.

3.2.21 Humanes IL — 4-Standard

Zunachst musste der Standard mit 1,140ml Standardpufferlosung aufgelost werden,
wodurch sich eine Konzentration von 10.000 pg/ml ergab. Anschlielend wurde in
insgesamt acht Eppendorfgefallen eine Standardverdinnungsreihe hergestellt.
Hierzu erfolgte eine Mischung von 0,050 ml des aufgeldsten Standards mit 0,950 ml
Puffer, so dass eine Standardlésung mit einer Konzentration von 500 pg/ml entstand.
Daraufhin erfolgte eine weitere Mischung von je 0,300 ml der vorangehenden
Standardkonzentration mit je 0,300 ml Verdlinnungspuffer, wobei das letzte
Eppendorfgefall ausschlieBlich Standardpuffer enthielt. Somit wurden folgende
Standardkonzentrationen (pg/ml) hergestellt: 500, 250, 125, 62.5, 31.2, 15.6, 7.8, 0

3.2.2.2. Humanes IL-5-Standard

Im Falle des IL-5 wurde das Standardpulver mit 1.500ml Standardpuffer aufgelost
und eine Standardlésung mit einer Konzentration von 7500 pg/ml hergestellt, wovon
0,100 ml in 0,900 ml Standardverdiinnungspuffer gegeben wurde. Somit erhielten wir
eine Verdunnung in einem Verhaltnis von 1:10. Die Herstellung der
Verdunnungsreihe erfolgte wie oben bei IL-4 beschrieben, wodurch sich folgende
Konzentrationen (in pg/ml) ergaben: 750, 375, 187.5, 93.7, 46.8, 23.4, 11.7, 0.0
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3.2.2.3. Humanes IL — 13-Standard

Das Standardpulver von IL-13 musste mit 1,550 ml Standardpuffer verdinnt werden,
um dadurch eine Standardlésung mit einer Konzentration von 10,000 pg/ml zu
bekommen. In diesem Falle mussten 0,150 ml des aufgelosten Standards mit
0,450ml Standardpuffer verdunnt werden (Verhaltnis von 1:4). So ergab sich eine
Konzentration von 2500 pg/ml. Die Herstellung der Verdunnungsreihe erfolgte
ebenfalls, wie bereits beschrieben mit dem Ergebnis folgender Konzentrationen (in
pg/ml) der Standardreihe: 2500, 1250, 625, 312, 156, 78.1, 39.1, 0.0

3.2.3. Streptavidin — Peroxidase (IL —4, IL-5 und IL —13)

Fir jede Reihe Mikrotiterstreifen wurden 10 upl des 100x Streptavidin-HRP-
Konzentrats mit 1 ml des entsprechenden Puffers verdinnt; so bendtigte man z.B. fur
drei Reihen 30 pl des 100x Streptavidin-HRP-Konzentrats, das mit 3 ml des

Streptavidin-Puffers gemischt wurde.

3.24. Gepufferte Waschlosung (IL — 4, IL-5 und IL — 13)

Die gepufferte Waschlésung wurde 25-fach konzentriert geliefert und musste
dementsprechend vor Gebrauch mit 24 Einheiten destillierten Wassers gemischt

werden.

3.2.5. Durchfiihrung

Die Durchfuhrung des Elisa fur die Interleukine 4, 5 und 13 erfolgte analog nach dem
gleichen Prinzip; auf Abweichungen wie z.B. Inkubationszeiten oder auch Volumina
wird im Folgenden hingewiesen. Je nach Zahl der zu bearbeitenden Proben wurde
die entsprechende Anzahl von Mikrotiterstreifen zu je acht Mikrokuvetten vorbereitet,
um dann jeweils 100 pl an Proben und Standard in die jeweils daflr vorgesehenen

Klvetten zu pipettieren. Im Falle des IL-5-Elisa unterschied sich die Durchfiihrung
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dahingehend, dass nun direkt im Anschluss die Elisa-Platte mit einem Klebestreifen
bedeckt und fur zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert wurde. IL-4 und IL-13
hingegen mussten vorher noch mit je 50 ul Biotin-markiertem Anti-IL-4 bzw. Anti-IL-
13 Antikorper versetzt, dann ebenfalls mit einem Klebestreifen bedeckt und bei
Raumtemperatur inkubiert werden. IL-4 wurde fir zwei Stunden inkubiert, IL-13 fur
eine Stunde und dreil3ig Minuten. Der Testansatz fur IL-5 wurde nach Zugabe von
Proben und Standard und der angegebenen Inkubtionszeit von zwei Stunden
gewaschen. Hierzu gaben wir viermal in Folge 0,4 ml verdiinnte Waschlosung in die
jeweiligen Reagenzgefalte von Proben und Standard. AnschlielRend klopften wir die
Mikrotiterplatte umgedreht auf einem saugfahigen FlieRpapier vorsichtig aus, um die
Reste der Waschlosung vollstandig zu entfernen. Im nachsten Schritt mussten die
Mikrokuvetten mit 100 pl Biotin-markierten Anti-IL-5 Antikorpern versetzt und fur
weitere dreil3ig Minuten inkubiert werden. Die folgenden Schritte des
Testansatzes waren ab diesem Zeitpunkt fir alle drei Interleukine wieder analog
durchzufihren. Zunachst wurden die Mikrotiterplatten — wie bereits oben fur IL-5
beschrieben - viermal gewaschen, um nicht gebundene Antikdrper aus den
Vertiefungen zu entfernen. Im Anschluss pipettierten wir 100 pl des Enzyms
Streptavidin-Peroxidase, das fur die Farbreaktion verantwortlich ist, hinzu, deckten
wieder mit Klebestreifen ab und inkubierten fur 30 Minuten (IL-4. IL-5) bzw. fUr eine
Stunde (IL-13). Nach vier weiteren Waschvorgangen mussten schliel3lich jeweils 100
Ml TMB- (Tetramethylbenzidine)-Substratidsung hinzupipettiet werden um die
gewulnschte blaue Farbreaktion hervorzurufen. Im Anschluss wurden die Platten fur
etwa 25 Minuten im Dunklen inkubiert, wobei angemerkt werden muss, dass die
Inkubationszeit nicht fest vorgeschrieben war, sondern von dem, in dem Labor
jeweils verwendeten Photometer und dessen oberer Messgrenze bezlglich der
optischen Dichte abhangig zu machen war. Um die Farbreaktion zu beenden,
wurden pro Mikrokuvette 100 pl Stoplésung hinzugefugt, so dass ein Farbumschlag
von blau nach gelb erfolgte und schliellich  die optische Dichte mittels
Spektralphotometer bei einer Wellenlange von 450 nm und einer

Referenzwellenlange von 492 nm ermittelt werden konnte.
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3.2.6. Auswertung der Messergebnisse

Die zur Berechnung der Konzentration von IL-4, IL-5 und IL-13 ndtige Standardkurve
wurde mittels der Computerprogramme SPSS und Excel von Microsoft erstellt.
Hierzu wurden die Standardkonzentrationen, die jeweils einer Uber photometrische
Bestimmung ermittelten optischen Dichte zugeordnet werden konnten in SPSS
eingegeben, wodurch ein Mittelwert der optischen Dichte (OD) im Vergleich zur

gemessenen OD errechnet wurde (Abb3).

1 2 3 4 5 6
konz dichte fit_1 err_1 Icl_1 ucl_1
0,00 0,121 0,1077 0,01335 | 0,0613 0,15400
11,70 0,124 0,1397 0,01566 | 0,09541 0,18391
23,40 0,171 0,1720 0,00095 | 0,12891 0,21499
46,80 0,231 0,2373 0,00632 | 0,19467 | 0,27997
93,70 0,387 0,3708 0,01615 |0,32533 |0,41636
187,50 0,635 0,6429 -0,00790 |0,59419 |0,69162
375,00 1,168 1,167 0,00142 1,119 1,22131
750,00 1,812 1,812 -0,00008 | 1,7569 1,86725

Abbildung 3: Beispiel fur das Fenster zur Dateneingabe in SPSS
(Standardkonzentrationen und Dichte einer IL-5-Messung mit den von
SPSS errechneten Werten)

Spalte 1: Konzentrationen der Standardkurve

Spalte 2: Photometrisch gemessene optische Dichte
Spalte 3: Mittels SPSS errechneter Wert

Spalte 4: Abweichung vom tatsachlich gemessenen Wert
Spalte 5: Untergrenze des Konfidenzintervalls

Spalte 6: Obergrenze des Konfidenzintervalls
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Des Weiteren mussten die gemessene optische Dichte als abhangige Variable und
die Konzentration als unabhangige Variable eingegeben werden. Somit konnte
mittels einer kubischen Gleichung [f(x)=a0 + alx + a2x* + a3x®)] Uber eine
Kurvenanpassung die Standardkurve ermittelt werden. Die sich hieraus ergebende
Konstante und die Variablen wurden daraufhin in Excel eingegeben, wodurch
aufgrund der gemessenen optischen Dichte die jeweiligen Konzentrationen in pg/ml
abgelesen werden konnten. Da sich die Standardkurven von IL-4, IL-5 und IL-13
ahnlich sind, wird zur Veranschaulichung eine Standardkurve von IL-5 als Beispiel

herausgenommen (Abb. 4).

Interleukin 4 - Elisa

2,0
1,5 1
oD
1,0
5 /
/ Y measured
0,0 . . . . Kubic
-200 0 200 400 600 800

Conzentration (pg/ml)

Abbildung 4: Beispiel einer Standardkurve (fur IL-5)
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(Y-Achse: optische Dichte, X-Achse: Konzentration)
3.3. Prostaglandin E-ELISA

3.3.1. Reagenzien zur Bestimmung von Prostaglandin E;

Humanes Prostaglandin E; Standard

- Puffer zur Verdunnung des Standards

- Prostaglandin E, Antikdrper

- Prostaglandin E; Konjugat

- Stopldésung

- Mikrotiterplatten, Ligand-beschichtet, bestehend aus je 12 Streifen zu 8
Bestimmungen

- Gepufferte Waschldsung (10 x Konzentrat)

- P-Npp Substrat

- Klebestreifen

3.3.2. Herstellung der Prostaglandin E,-Standardverdiinnungsreihe

Im Gegensatz zu den Testansatzen der Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 wurde von der
Firma Assay Designs ein bereits gebrauchsfertiger Standard mit einer Konzentration
von 50.000 pg/ml geliefert, der bei -25°C aufbewahrt werden, jedoch vor der
Durchfuhrung des Elisa Zimmertemperatur erlangen musste.

Es wurden acht Eppendorfgefalie vorbereitet. Zur Herstellung der Verdinnungsreihe
wurden 100 pl des 50.000 pg/ml Prostaglandin E; — Standards mit 900 ul des
Standardpuffers gemischt, woraus sich eine Standardkonzentration von 5000 pg/ml
ergab. Im Folgenden wurden je 500 ul Verdinnungspuffer mit 500 pl der jeweils
vorherigen Standardkonzentration gemischt, wodurch sich folgende
Standardkonzentrationen (pg/ml) ergaben: 5000, 2500, 1250, 625, 313, 156, 78.1,
39.1.
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3.3.3. Gepufferte Waschlésung

Die gepufferte Waschlosung wurde 10-fach konzentriert geliefert und musste somit,
je nach bendtigter Menge, in einem Verhaltnis von 1:10 mit destilliertem Wasser

verdinnt werden.

3.3.4. Durchfiihrung

Auch hier mussten je nach Anzahl der zu bearbeitenden Proben Mikrotiterstreifen zu
je acht MikrokUvetten vorbereitet werden.

Anfangs wurden je 100ul Proben und Standard in die jeweiligen Vertiefungen
pipettiert und anschlielRend zuerst blaues PgE>-Konjugat in jedes Reagenzgefald
hinzugegeben und schlieBlich noch jede Mikrokuvette mit 50 pyl PgEz-Antikdrpern
versetzt, bevor die Elisa-Platte mit einem Klebestreifen abgedeckt und fur zwei
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Im Falle des PgE,-Testansatzes
geschah dies auf einem Plattenvortexgerat bei 500 rpm.

Nach zwei Stunden und erfolgter Dekantierung wurde die Platte insgesamt dreimal
mit je 400 pyl Waschlésung gewaschen, um nicht-gebundene Antikdrper zu entfernen,
die Mikrotiterplatte im Folgenden zur Entfernung von Resten der Waschlésung mit
den Offnungen nach unten auf einem saugfahigem Papier (z.B. Kiichenpapier oder
FlieRpapier) vorsichtig ausgeklopft.

Um die erwunschte Farbreaktion zu starten, wurden nach dem Waschvorgang 200 pl
p-Npp-Substratldsung in jede Vertiefung pipettiert und bei Raumtemperatur 45
Minuten lang ohne Plattenvortexgerat inkubiert. Im Gegensatz zur IL-4, IL-5 und IL-
13-Elisa musste dieser Schritt nicht im Dunklen erfolgen. Die Farbreaktion
unterschied sich dahingehend, dass die Farbintensitat sowohl in den Proben als
auch im Standard indirekt proportional zur PgE, — Konzentration war. Nachdem 50 pl
Stop-Losung in jedes Reagenzgefald hinzupipettiert wurden, konnte die optische
Dichte bei 405 nm mit einer Korrektur von 492 nm im Spektralphotometer abgelesen

werden.
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3.3.5. Auswertung der Messergebnisse

Die Auswertung der Messergebnisse erfolgte analog zu der Auswertung der Zytokine
IL-4, IL-5 und IL-13 mittels SPSS von Microsoft.

Wie oben bereits erwahnt, war die Farbintensitat jedoch indirekt proportional zur
PgE,-Konzentration, so dass die OD bei niedriger Konzentration hoch war (Abb. 5).

1 2 3 4 5 6
konz dichte fit_1 err_1 lcl 1 ucl_1
39,10 0,565 0,59060 |-0,02560 |0,51100 |0,67021
78,10 0,527 0,52446 | 0,00254 |0,44896 | 0,59995
156,00 0,510 0,45831 0,05169 |0,38569 | 0,53093
313,00 0,390 0,39174 | -0,00174 | 0,32061 0,46287
625,00 0,317 0,32562 | -0,00862 |0,25449 |0,39676
1250,00 | 0,233 0,25936 | -0,02636 |0,18674 | 0,33197
2500,00 |0,184 0,19309 | -0,00909 |0,11760 | 0,26858
5000,00 | 0,144 0,12682 |0,01718 | 0,04721 0,20643

Abbildung 5: Beispiel flr das Fenster zur Dateneingabe in SPSS
(Standardkonzentrationen und Dichte einer PgE;-Messung mit den von
SPSS errechneten Werten)

Spalte 1: Konzentrationen der Standardkurve

Spalte 2: Photometrisch gemessene optische Dichte
Spalte 3: Mittels SPSS errechneter Wert.

Spalte 4: Abweichung vom tatsachlich gemessenen Wert
Spalte 5: Untergrenze des Konfidenzintervalls

Spalte 6: Obergrenze des Konfidenzintervalls
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Die weitere Auswertung mittels SPSS und Excel erfolgte wie bereits unter 3.2.6.
beschrieben.

Die im Falle der PgE,-Standardkurve auftretende indirekte Proportionalitat stellte
einen wesentlichen Unterschied zu den Standardkurven von IL-4, IL-5 und IL-13 dar

und soll daher in Abbildung 6 nochmals graphisch veranschaulicht werden.

Prostaglandin E2 - Elisa

optische Dichte

\\\\\\\\\\\ o Beobachtet

1 | | | | | Kubisch
-1000 1000 3000 5000
0 2000 4000 6000

Konzentration (pg/ml)

Abbildung 6: Beispiel einer PgE, - Standardkurve
(Y-Achse: optische Dichte, X-Achse: Konzentration)
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3.4. Bestimmung der Gesamt - IgE - Konzentration

3.41 Reagenzien zur Bestimmung der Gesamt - IgE - Konzentration

- Mikrotiterplatten,  Ligand-beschichtet, 12  Mikrotiterstreifen zu je 8
Reagenzgefallen

- Kalibrationsserum 1

- Kalibrationsserum 2

- Kalibrationsserum 3

- Kalibrationsserum 4

- Positives Kontrollserum 1 (hohe IgE-Konzentration)

- Positives Kontrollserum 2 (niedrige IgE-Konzentration)

- Enzymkonjugat, Peroxidase-markiertes Anti-Human-IgE

- Probenpuffer

- Waschpuffer

- Chromogen/Substrat-Losung

- Stoppldésung

3.4.2. Kalibrationsseren

Eine Standardreihe war bei diesem Elisa-Testansatz nicht nétig, da die IgE-
Konzentration im Vaginalabstrich mit Hilfe einer durch Inkubation der
Kalibrationsseren 1 bis 4 erstellten Kalibrationskurve ermittelt wurde. Die
Kalibrationsseren wurden gebrauchsfertig geliefert und wiesen folgende
Konzentrationen auf: Kalibrationsserum 1: 500 IE/ml (IgE, human), Kalibrationsserum
2: 100 IE/ml (IgE, human), Kalibrationsserum 3: 10 IE/ml (IgE, human) und
Kalibrationsserum 4: 0 IE/ml (IgE, human). Das ebenfalls gebrauchsfertige positive
Kontrollserum 1 hatte eine hohe IgE-Konzentration, das positive Kontrollserum 2 eine

niedrige IgE-Konzentration.
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3.4.3. Gepufferte Waschlosung

Die gepufferte Waschlosung wurde 10fach konzentriert geliefert und mit destilliertem
Wasser im Verhaltnis 1:10 (1 Teil Waschpufferkonzentrat plus 9 Teile destilliertes
Wasser) verdlinnt. Es bestand die Mdglichkeit, einer Salzkristallbildung; in diesem

Fall konnten die Kristalle durch Erwarmen des Puffers auf 37°C aufgelost werden.

3.44. Durchfiihrung

Je 100 pl der vier Kalibrationsseren, der 2 positiven Kontrollseren und der
Patientenproben wurden in die einzelnen Reagenzgefalle pipettiert und
anschlielend bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Mikrokuvetten wurden nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten entleert und im
Folgenden dreimal mit jeweils 300 ul verdinntem Waschpuffer gewaschen, wobei
der Puffer jeweils mindestens 30 Sekunden einwirken musste. Um mdogliche
Waschpufferreste vollstandig zu entfernen, erfolgte nach dem Waschvorgang das
Ausschlagen der Mikrotiterplatte auf FlieRpapier mit den Offnungen nach unten.

Im nachsten Schritt wurden 100 yl Enzymkonjugat-Losung in die Reagenzgefalle
pipettiert und fur weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und nach Ablauf
der Inkubationszeit nochmals, wie schon beschrieben, dreimal gewaschen.

Die erwlnschte Farbreaktion ergab sich durch Zugabe von 100 pl
Chromogen/Substrat-Losung und 15-minutiger Inkubation im Dunklen. Im letzten
Arbeitsschritt wurden 100 pl Stoplésung in die Mikrokuvetten pipettiert und
photometrisch bei einer Wellenlange von 450 nm und einer Referenzwellenlange von

602 nm ausgewertet.
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3.4.5. Auswertung der Messergebnisse

Die Auswertung erfolgte ebenfalls mit den Computerprogrammen SPSS und Excel.
Im Gegensatz zu den insgesamt 16 Werten (jeweils acht Konzentrationen und acht
gemessene Werte fir die OD) der Standardreihe in den vorherigen Testansatzen
wurden in diesem Fall insgesamt nur acht Werte (die jeweils gemessenen optischen
Dichten und die dazugehdrigen Konzentrationen) eingegeben und somit die
Kalibrationskurve (Abb.7) erstellt.

Gesamt-IgE-Elisa
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optische Dichte
[
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41
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100 O 100 200 300 400 500 600

Konzentration (pg/ml)

Abbildung 7: Beispiel einer Kalibrationskurve von Gesamt-IgE

(Y-Achse: optische Dichte, X-Achse: Konzentration)
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3.5. Bestimmung des candidaspezifischen IgE

3.5.1. Reagenzien zur Bestimmung der Konzentration von

candidaspezifischem IgE im Vaginalabstrich

- Mikrotiterplatten, Ligand-beschichtet, bestehend aus je 8 Streifen zu 12
Bestimmungen

- HRP-Konjugat, Anti-human-IgE

- TMB/Peroxidase Substrat

- IgE-specimaen diluent

- Sulfuric acid termination reagent

- Waschpuffer

3.5.2. Gepufferte Waschlosung

Der Waschpuffer war bei Lieferung 15fach konzentriert und musste daher vor
Gebrauch mit destilliertem Wasser verdiinnt werden (1 Teil Pufferkonzentrat plus 14

Teile destilliertes Wasser).

3.5.3. Durchfuhrung

Vor Durchfuhrung des Elisa mussten die Mikrokuvetten viermal mit destilliertem
Wasser gewaschen und nach dem Waschvorgang mit der Offnung nach unten auf
Flielpapier ausgeklopft werden, um mogliche Wasserreste vollstandig zu entfernen.
Da bei diesem Testansatz zur Bestimmung von candidaspezifischem IgE ohne
Standardreihe gearbeitet wurde, konnten im Anschluss ohne vorherige Erstellung
einer Standardreihe 100 pl Patientenproben in die Mikroklvetten pipettiert und im
weiteren flr zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert werden. Nach flinfmaligem,
wie bereits beschriebenem Waschvorgang, wurden 100 pl von HRP-Konjugat
hinzugegeben und fur weitere zwei Stunden, ebenfalls bei Raumtemperatur,

inkubiert. Nach einem weiteren funfmaligen Waschgang konnten zum Erzielen einer
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Farbreaktion 100 ul von TMB/Peroxid-Substrat (Colorburst ™ Blue 1) hinzugegeben
werden;

nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten (nicht im Dunklen!) wurden 100 pl einer
Stopldsung (0.5N schweflige Saure) hinzupipettiert und schliellich die optische

Dichte bei einer Wellenlange von 450nm photometrisch gemessen.

3.5.4. Auswertung

Wie bereits oben erwahnt wurde bei diesem Elisa keine Standardreihe verwendet
und damit entfiel auch eine Auswertung zur Errechnung der vorhandenen
Konzentrationen. Daher konnten hier keine Aussagen in Bezug auf genaue
Konzentrationsangaben im Vaginalsekret gemacht werden.

Als Ergebnis dienten direkt die photometrisch gemessenen optischen Dichten und
wurden auf ein von der Firma ALerCHEK vorgegebenes Schema bezogen, nachdem

je nach Hohe der OD wie folgt eingeteilt wurde:

oD Gruppe
0.0 - 0.250 = Negativ
0.251 - 0.350 = Klasse |
0.451 -0.550 = Klasse Il
>0.550 = Klasse IV

Diesem Schema entsprechend konnten die Proben anhand ihrer OD einer Gruppe

zugeordnet werden.
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4. Ergebnisse

4.1. Candidanachweis

41.1. Kultur

Um eine vaginale Infektion mit Candida nachzuweisen, wurde aus dem
Vaginalabstrich sowohl von den symptomatischen Patientinnen mit CRVVC als auch
von der Kontrollgruppe eine Pilzkultur auf Sabouraud-Agar angelegt (Absatz 2.3.2).
Im Falle einer positiven Kultur wurde zur weiteren Spezifizierung der Candidagattung
Pilzmaterial von der Sabouraud-Agarplatte auf eine Chromagarplatte Uberimpft.
Durch die entsprechende Farbreaktion (siehe 2.3.2.) konnte zwischen einer Infektion
mit Candida albicans, der am haufigsten nachgewiesenen Candidaspezies bei
Patientinnen mit CRVVC, und Candida glabrata, Candida krusei und Candida
tropicalis unterschieden werden.

In Tabelle 1 wird gezeigt, dass nur bei 31 (29,8%) der insgesamt 104 Patientinnen
mit Symptomen eine CRVVC Candida letztendlich kulturell nachzuweisen war, wobei
Candida albicans bei 25 und Candida glabrata bei 6 Patientinnen gefunden wurde.
Dies zeigt, dass die klinische Diagnose einer CRVVC bei der Mehrheit der
Patientinnen retrospektiv als unzutreffend zu bezeichnen ist. Zumindest war eine
Infektion mit Candida zum Beschwerde- und Untersuchungszeitpunkt nicht alleinige
Ursache fir die Symptomatik der Patientinnen. Eine alleinige Behandlung dieser
Patientinnen mit einer antimykotischen Medikation wirde daher nicht den
gewunschten Erfolg erzielen.

In der asymptomatischen Kontrollgruppe waren 4,9% der Patientinnen kultur-positiv.
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Candida-Kultur und Spezifizierung

Candida positiv No. (%) Candida negativ No. (%)
CRVVC-Patientinen 31 (29,8) 73 (70,2)
N =104
C.albicans 25 (24,0)
C.glabrata 6 (5,8)
Kontrollgruppe 2 (4,9%) 39 (95,1)
N =41
C.albicans 2 (4,9%)
Tabelle 1.  Kultureller Nachweis von Candida und Candidaspezifizierung mittels Chromagar bei

Patientinnen mit CRVVC und Kontrollgruppe

Tabelle 1 zeigt ebenfalls, dass auch in der Kontrollgruppe bei zwei Patientinnen eine
Pilzbesiedelung nachzuweisen war, diese jedoch keine Beschwerden verursachte.
Es liegt in diesem Fall eine asymptomatische vaginale Candida-Kolonisation vor.
Eine vaginale Pilzbesiedelung ohne Auftreten eines Beschwerdebildes wurde bereits
in friheren Studien beobachtet und ist von daher als nicht ungewohnlich zu

betrachten.

41.2. PCR

Bei allen Patientinnen, sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der symptomatischen
Patientengruppe, wurde neben dem Anlegen einer Kultur zusatzlich eine PCR (siehe
Abschnitt  2.5.) durchgefuhrt. Hierbei war es wichtig, eine PCR-Methode
auszuwahlen, mit Hilfe derer eine gezielte Candidaspezifizierung durch Verwendung
der Restriktionsendonuklease vorgenommen werden konnte. Dies ist dahingehend
von Bedeutung, dass sich sowohl Krankheitsbild als auch Therapiemoglichkeiten je
nach Candida Spezies unterscheiden. So zeigt sich z.B. Candida glabrata im

Vergleich zu Candida albicans imidazolresistenter [65].
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Bei jeder PCR waren in einer Spur der DNA-Langenstandard, in zwei Spuren zwei
positive Kontrollen und in einer weiteren Spur schlieBlich noch eine negative
Kontrolle zu sehen.

Die negative Kontrolle diente vorwiegend zum Nachweis einer moglichen
Kontamination der Patientenproben durch eine der positiven Kontrollen.

Abbildung 8 zeigt ein Beispiel fur ein PCR-Ergebnis.

Spuren: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Abb.8: Beispiel fiir ein PCR-Ergenbis mit einer Candida albicans- und einer Candida

glabrata-positiven Patientenprobe

Spur 1: DNA-Langenstandard

Spur 2: Positive Kontrolle fir Candida albicans

Spur 3: Positive Kontrolle fur Candida glabrata

Spur 4: Candida albicans-positive Patientenprobe
Spuren 5-10: Negative Patientenproben

Spur 11: Fur Candida glabrata positive Patientenprobe
Spur 12: Negative Kontrollprobe

47



Im PCR-Test waren 42.3% der CRVVC-Patientinnen Candida positiv. Bei 57.7% der
Patientinnen verlief die PCR negativ. In der Kontrollgruppe wiesen allerdings auch
7.3% einen PCR - positiven Befund auf (Tabelle 2).

Candida-PCR

PCR - positiv No. (%) PCR - negativ No. (%)
CRVVC-Patientinen 44 (42,3) 60 (57,7)
N =104
C.albicans 38 (36,5)
C.glabrata 6 (5,8)
Kontrollgruppe 3(7,3) 38 (92,7)
N =41
C. albicans 2(4,9)
C. krusei 1(2,4)
Tabelle 2: Candidanachweis mittels PCR bei Patientinnen mit CRVVC und Kontrollgruppe
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Der Vergleich der PCR mit der kulturellen Anztichtung zeigt, dass mit Hilfe der PCR
bei 13 symptomatischen Patientinnen Candida nachgewiesen werden konnte, wobei
die entsprechenden Vaginalabstriche in der zuvor vorgenommenen Kkulturellen
Anzichtung kein Pilzwachstum zeigten. Es war also bei 29,5% der PCR-positiven
Patientinnen kein Pilznachweis mittels kultureller Anztchtung zu erbringen. Somit
lasst sich sagen, dass das Anlegen von Kulturen bei ca. 1/3 der Patientinnen
diagnostisch keine Klarung bringt. Dies kann durch eine zu geringe Keimzahl erklart
werden, so dass es in der Kultur zu keinem Wachstum kommt. Fir die PCR
hingegen sind weitaus geringere Mengen ausreichend, um eine positives
Candidaergebnis zu erhalten, da es sich bei dieser Methode um einen DNA-
Nachweis handelt. Somit ist die Sensitivitat der PCR weitaus hoher als die der Kultur
(Tabelle 3).

Candidanachweis: PCR im Vergleich zur kulturellen Anziichtung

CRVVC-Patientinnen Candida-positiv No. (%)

N =104

Kultur 31 (29,8)

PCR 44 (42,3)

Tabelle 3. Vergleich der beiden diagnostischen Methoden PCR und Kultur
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4.2. Auswertung des ELISA

4.21. Ergebnisse der Bestimmung von IL-4, IL-5 und IL-13

Die Scheide ist ein immunkompetentes Organ, welches durch Produktion von
Zytokinen mit Hilfe von T-Helferzellen lokal auf Infektionen reagiert.

In dieser Arbeit war der Zusammenhang zwischen einer klinisch erscheinenden
chronisch rezidivierenden Vulvovaginalcandidose und der Expression von Zytokinen,
die von Th2-Zellen produziert werden, zu klaren. Wir untersuchten, ob bei
Patientinnen mit rezidivierenden Beschwerden die Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13
vermehrt produziert werden und damit die Beschwerden unter anderem mit einer
verminderten CMI in Zusammenhang stehen kdnnten. Im Vordergrund steht hier das
Zytokin IL — 4, da es durch eine Downregulation von IFN-gamma durch Th1-Zellen
zu einer direkten Hemmung der CMI fuahrt. Es wird daher auch als anti-
inflammatorisches Zytokin bezeichnet. IL-5 und IL-13 spielen zusammen mit einer
Vielzahl von Immunmodulatoren bei allergischen und entzindlichen Prozessen eine
Rolle.

Bei der statistische Auswertung der Messergebnisse der Zytokinbestimmungen
wurde als verteilungsunabhangiger Test der Mann-Whitney-U-Test verwendet. Im
Falle von Interleukin-4 ergab sich eine signifikante Erhdhung bei Patientinnen mit
dem Kklinischen Bild einer CRVVC im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Gruppe der
symptomatischen Patientinnen wies fur Interleukin-4 einen Medianwert von 54.5
pg/ml auf, wahrend der Medianwert der Kontrollgruppe nur bei 24.0 pg/ml lag. Bei
den Werten von Interleukin-5 und Interleukin-13 konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen diesen beiden Gruppen festgestellt werden

(Tabelle 4).
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Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13

CRVVC-Patientinnen
N =104
Median pg/ml (Spanne)

Kontrollgruppe p-Wert
N =41
Median pg/ml (Spanne)

Interleukin-4 54,5 pg/ml (4,0-448,0)

Interleukin-5 13,0 pg/ml (0,0-398,0)

Interleukin-13 0,0 pg/ml (0,0-129,0)

24,0 pg/ml (2,0-66,0)  <0.0001

16,0 pg/ml (0,0-76,0)  0.48

10,0 pg/ml (0,0-125,0)  0.34

Tabelle 4.  Vergleich der Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 im Vaginalsekret zwischen CRVVC-

Patientinnen und Kontrollgruppe mittels Elisa. Berechnung der statistischen

Signifikanz mittels Mann-Whitney-U-Test

4.2.2. Ergebnisse der Bestimmung von Prostaglandin E;, Gesamt-IgE

und candidaspezifischem IgE

Bei der Auswertung der Elisa-Messergebnisse von PgE;, Gesamt-IgE und Anti-
Candida-IgE im Vaginalsekret, zeigten
symptomatischen Patientinnen als auch die fir die Kontrollgruppe errechneten
Mediane eine signifikante Erhohung fir PgE; und Candida-IgE. Die Werte des

Gesamt-IgE hingegen wiesen im Vergleich zu diesen beiden Gruppen keine

statistische Signifikanz auf (Tabelle 5).
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Prostaglandin E,, Gesamt-IgE und candidaspezifisches-IgE

CRVVC-Patientinnen Kontrollgruppe p-Wert
N =104 N =41
Median (Spanne) Median (Spanne)
PgE. 897,0 pg/ml (0.0-52.000) 336.0 pg/ml (28,0-51,000) <0.0001
Gesamt-IgE 0.0 pg/ml (0,0-57,0) 1.0 pg/ml (0.0-17.0) 0.95

Candida-Igg  0.042 OD (0,006-1,119) 0.034 OD (0,009-0,104) 0.02

Tabelle 5.  Vergleich von PgE,, Gesamt-IgE und Anti-Candida-IgE im Vaginalsekret von CRVVC-

Patientinnen und Kontrollgruppe mittels Elisa. Berechnung der statistischen
Signifikanz mittels Mann-Whitney-U-Test

Frauen, die zum Zeitpunkt der gynakologischen Untersuchung symptomatisch waren
und die klinische Diagnose einer CRVVC aufwiesen, zeigten im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant erhdhte Konzentrationen an Interleukin-4, Prostaglandin E»
und candidaspezifischem-IgE im Vaginalsekret (Tabelle 6). Diese Ergebnisse bei den
symptomatischen Patientinnen sprechen sowohl fir eine Verminderung der lokalen
zellvermittelten Immunitat, als auch - in Hinblick auf die erhdhten Werte von PgE;
und candidaspezifischem IgE - auf ein lokales allergisches Geschehen .

Die Suppression der zellvermittelten Immunitat kann einerseits durch eine
Pilzinfektion ausgeldst worden sein, andererseits wiederum eine erneute Infektion mit

Candida oder das Bestehen einer bereits vorhandenen Infektion fordern.
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4.2.3. Immunmodulatoren im Uberblick

CRVVC-Patientinnen Kontrollgruppe p-Wert

N = 104 N = 41

Median Median
Interleukin-4 54,5 pg/ml 24,0 pg/ml <0.0001
Interleukin-5 13,0 pg/mi 16,0 pg/mi 0.48
Interleukin-13 0,0 pg/ml 10,0 pg/mi 0.34
PgE; 897,0 pg/ml 336.0 pg/ml <0.0001
Gesamt-IgE 0.0 pg/ml 1.0 pg/ml 0.95
Candida-IgE 0.042 OD 0.034 OD 0.02

Tabelle 6.  Vergleich der, mittels Elisa bestimmten Immunmodulatoren von CRVVC-Patientinen
und Kontrollgruppe. Berechnung der statistischen Signifikanz mittels Mann-Whitney-
U-Test.

Interleukin-4, PgE> und Candida-IgE sind aufgrund ihrer signifikant erhohten Werte

zur Veranschaulichung hervorgehoben.

Damit die Streuung der Messergebnisse besser verifiziert und eingeschatzt werden
kann, werden in Tabelle 7 nochmals Median, Mittelwert, Standardabweichung sowie
der p-Wert (Signifikanz) tabellarisch in der Gruppe der symptomatischen
Patientinnen im Vergleich zur Kontrollgruppe dargestellt. Die bildliche Darstellung der

jeweiligen Haufigkeitsverteilungen wird in den Grafiken 1-12 verdeutlicht.
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Die Gruppe der symptomatischen CRVVC-Patientinnen wird mit N=704 angegeben,

die asymptomatische Kontrollgruppe mit N=41.

Immunmodulatoren im Uberblick

Median Mittelwert Standardabweichung p-Wert

Interleukin-4

N=104 54,5 71,2 65,00

N= 41 24.0 26,2 16,78 <0.0001
Interleukin-5

N=104 13,0 32,3 62,04

N= 41 16,0 17,8 12,91 0.48
Interleukin-13

N=104 0,0 68,1 203,46

N= 41 10,0 27,7 35,26 0.34
PgE;

N=104 897 3397 8376

N= 41 336,0 17354 7913 <0.0001
Gesamt-IgE

N=104 0,0 4,3 9,44

N= 41 1,0 2,0 3,16 0.95
Candida-IgE

N=104 0,042 0,071 0,13

N= 41 0,034 0,038 0,02 0.02

Tabelle 7.  Median, Mittelwert und Standardabweichung sowie p-Wert (Signifikanz) in der Gruppe

der symptomatischen Patientinnen, im Vergleich zur Gruppe der asymptomatischen
Kontrollgruppe. Berechnung der statistischen Signifikanz mittels Mann-Whitney-U-
Test

Die Median- und Mittelwerte wurden fur IL-4, IL-5, IL-13, PgE,, Gesamt-IgE als
Konzentration in pg/ml gemessen, im Falle des candidaspezifischen IgE wurde die

optische Dichte (OD) gemessen.



Haufigkeitsverteilung von IL-4 im Vergleich: Kontrollgruppe zur CRVVC-

Patientengruppe.
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Histogramm: Interleukin 4 — CRVVC-Patientengruppe
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Haufigkeitsverteilung von IL-5 im Vergleich: Kontrollgruppe zur CRVVC-

Patientengruppe.
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Grafik 3: Histogramm: Interleukin 5 — Kontrollgruppe
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Grafik 4:  Histogramm: Interleukin 5 — CRVVC-Patientengruppe
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Haufigkeitsverteilung von IL-13 im Vergleich: Kontrollgruppe zur CRVVC-
Patientengruppe.
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Grafik 5: Histogramm: Interleukin 13 — Kontrollgruppe
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Grafik 6:  Histogramm: Interleukin 13 — CRVVC-Patientengruppe
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Haufigkeitsverteilung von PgE, im Vergleich: Kontrollgruppe zur CRVVC-
Patientengruppe.
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Grafik 7: Histogramm: Prostaglandin E, — Kontrollgruppe
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Grafik 8:  Histogramm: Prostaglandin E, — CRVVC-Patientengruppe
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Haufigkeitsverteilung von Gesamt-IgE im Vergleich: Kontrollgruppe zur CRVVC-
Patientengruppe.

Gesamt-IgE
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Grafik 9: Histogramm: Gesamt-IgE — Kontrollgruppe
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Grafik 10:  Histogramm: Gesamt-IgE — CRVVC-Patientengruppe
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Haufigkeitsverteilung von candidaspezifischem IgE im Vergleich: Kontrollgruppe zur
CRVVC-Patientengruppe.
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Grafik 11: Histogramm: Candida-IgE — Kontrollgruppe
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Grafik 12:  Histogramm: Candida-IgE — CRVVC-Patientengruppe
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424, PCR und ELISA - Ergebnisse im Vergleich

Wir untersuchten innerhalb der Gruppe der Frauen, bei denen klinisch eine CRVVC
diagnostiziert wurde, ob in Hinblick auf die Konzentration der Immunmodulatoren (IL-
4, IL-5, IL-13, PgE,, Gesamt-IgE und candidaspezifisches IgE) im Vaginalsekret
Unterschiede zwischen zwischen PCR-positiven und PCR-negativen Patientinnen
festzustellen waren.

Hierbei zeigte sich, dass die Konzentrationen der von uns untersuchten
Immunmodulatoren in der Gruppe der auf Candida getesteten PCR-positiven
Patientinnen im Vergleich zu den Patientinnen, die Candida-PCR-negativ waren
geringgradig erhoht waren. Diese Erhdhung der jeweils errechneten Mediane war
statistisch jedoch nicht signifikant (Tabelle 8).

Dies soll durch Grafik 13-15 zusatzlich veranschaulicht werden.

PCR

PCR-Positive Patientinnen PCR-negative Patientinnen

N = 44 N =60

Median (Spanne in pg/ml) Median (Spanne in pg/ml)
Interleukin-4 62,0 pg/ml (4,0-448,0) 52,0 pg/ml (4,0-265,0)
Interleukin-5 15,5 pg/ml (0,0-398,0) 8,5 pg/ml (0,0-152,0)
Interleukin-13 0,0 pg/ml (0,0-1056,0) 0,0 pg/ml (0,0-1292,0)
Prostaglandin E;  994,0 pg/ml (0,0-40.000) 868,0 pg/ml (0,0-52.000)
Gesamt-IgE 1,5 pg/ml (0,0-53,0) 0,0 pg/ml (0,0-57,0)
Candida-IgE 0,047 OD (0,019-1,199 OD) 0,041 OD (0,006-0,526)
Tabelle 8. Vergleich der Immunmediatoren bei Candida-PCR-positiven und Candida-PCR-

negativen symptomatischen Patientinnen



Interleukin-4

120
100+
80
60+
40
20

Konzentration (pg/ml)

PCR-positiv PCR-negativ

Grafik 13: Vergleich von IL-4 bei PCR-positiven und PCR-negativen symptomatischen Patientinnen
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Grafik 15: Vergleich von Candida-IgE bei PCR-positiven und PCR-negativen symptomatischen

Patientinnen
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Des Weiteren verglichen wir das Verhalten der Immunmodulatoren sowohl aus der
Gruppe der PCR-positiven, als auch PCR-negativen symptomatischen Patientinnen

mit der Kontrollgruppe (Tabelle 9 und Tabelle 10).

PCR-positive symptomatische Patientinnen im Vergleich zur Kontrollgruppe

Positive Patientinnen Kontrollgruppe p-Wert

n=44 n =41

Median Median
Interleukin-4 62,0 pg/ml 24,0 pg/ml <0.0001
Interleukin-5 15,5 pg/mi 16,0 pg/mi 0.95
Interleukin-13 0,0 pg/ml 10,0 pg/mi 0.083
PgE; 994,0 pg/ml 336,0 pg/ml <0.0001
Gesamt-IgE 1,5 pg/ml 1,0 pg/ml 0.56
Candida-IgE 0,047 OD 0,034 OD 0.01

Tabelle 9.  Vergleich der PCR-positiven symptomatischen Patientinnen mit der Kontrollgruppe

(Die signifikanten Ergebnisse sind hervorgehoben).

Berechnung der statistischen Signifikanz mittels Mann-Whitney-U-Test

Das candidaspezifische-IgE ist in der Gruppe der PCR-positiven symptomatischen
Patientinnen im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhoht (p=0.01), jedoch nicht
so deutlich wie Interleukin-4 und Prostaglandin E;, die einen p-Wert von <0.0001

aufweisen.
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PCR-negative symptomatische Patientinnen im Vergleich zur Kontrollgruppe

Negative Patientinnen Kontrollgruppe p-Wert

n =60 n =41

Median Median
Interleukin-4 52,0 pg/ml 24,0 pg/ml <.0001
Interleukin-5 8,5 pg/ml 16,0 pg/mi 0.28
Interleukin-13 0,0 pg/ml 10,0 pg/mi 0.83
PgE; 868,0 pg/ml 336,0 pg/ml <0.0001
Gesamt-IgE 0,0 pg/ml 1,0 pg/ml 0.56
Candida-IgE 0,041 OD 0,034 OD 0.09
Tabelle 10. Vergleich der Immunmodulatoren bei Candida-PCR-negativen symptomatischen

Patientinnen mit der Kontrollgruppe (Die signifikanten Ergebnisse sind
hervorgehoben). Berechnung der statistischen Signifikanz mittels Mann-Whitney-U-
Test

Diejenigen Patientinnen, die symptomatisch waren, bei denen jedoch keine

Candidainfektion nachgewiesen werden konnte, zeigten im Vergleich zur

Kontrollgruppe signifikant erhdhte Werte fur Interleukin-4 und Prostaglandin E,.
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Das candidaspezifische IgE zeigte ebenfalls erhdhte Werte im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Mit einem p-Wert von 0.09523 kann diese Erhdhung jedoch nicht
mehr als signifikant bezeichnet werden.

Im jeweiligen Vergleich mit der Kontrollgruppe verdeutlichen Tabelle 9 und Tabelle
10 somit, dass innerhalb der Gruppe der symptomatischen Patientinnen das
candidaspezifische IgE bei Candida-Besiedelung signifikant erhoht war, bei
Patientinnen ohne Candidainfektion keine Signifikanz mehr vorlag. Der Vergleich der
symptomatischen Patientinnen mit der asymptomatischen Kontrollgruppe wird in
Grafik 16-18 nochmals verdeutlicht.
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Grafik 16: Vergleich von IL-4 bei symptomatischen Patientinnen und Kontrollgruppe
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Grafik 17: Vergleich von PgE, bei symptomatischen Patientinnen und Kontrollgruppe
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Grafik 18: Vergleich von Candida-IgE bei symptomatischen Patientinnen und Kontrollgruppe
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Aufgrund dieser Ergebnisse entstehen nicht nur neue therapeutische, sondern auch
diagnostische Ansatze, indem bei Patientinnen mit bisher klinisch nicht
verifizierbaren  Beschwerden Interleukin-4, Prostaglandin E; und auch
candidaspezifisches IgE bestimmt wird. Im Falle erhéhter Prostaglandin-Werte kann
somit ein allergisches Geschehen als Ursache der Beschwerden in Betracht gezogen
werden, im Falle erhohter IL-4-Werte eine verminderte zellvermittelte Immunitat. Ein
Zusammenspiel beider Faktoren ist ebenfalls moglich und muss je nach Ergebnis der
Elisa-Messungen bedacht werden.

Die erhohten Werte der gemessenen optischen Dichte des candidaspezifischen IgEs
waren in der Gruppe der PCR-positiv getesteten symptomatischen Patientinnen
signifikant, im Falle der PCR-negativen symptomatischen Patientinnen im Vergleich
zur Kontrollgruppe ebenfalls erhoht. Diese Erhdhung war statistisch jedoch nicht
signifikant.

In Zusammenhang mit erhohten PgE,-Werten kann unserer Meinung nach jedoch die
Bestimmung von candidaspezifischem IgE trotzdem hilfreich und in Richtung eines

maglichen allergischen Geschehens richtungweisend sein.
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4.2.5. Immunmodulatoren und Candidaspezies im Vergleich

Tabelle 11 zeigt das Verhaltnis von Candida Spezies und Immunmodulatoren im
Vaginalsekret bei Frauen mit der klinischen Diagnose einer CRVVC.

Hierbei war keiner der Unterschiede statistisch signifikant. Die in der Gruppe der
Patientinnen mit Candida glabrata-Infektion errechneten Mediane scheinen im
Vergleich zu den Patientinnen ohne Candida-Nachweis erniedrigt zu sein; aufgrund
der geringen Fallzahl von sechs Patientinnen im Vergleich zu 73 Candida-negativen

Patientinnen ist in diesem Falle jedoch keine verwertbare Aussage zu treffen.

Candidakultur mittels Chromagar

C.albicans C.glabrata kein Candida

N =25 N=6 N=73

Median Median Median
Interleukin-4 62,0 pg/ml 29,0 pg/ml 55,0 pg/ml
Interleukin-5 21,0 pg/ml 39,0 pg/ml 7,0 pg/ml
Interleukin-13 0,0 pg/ml 12,0 pg/mi 0,0 pg/ml
Prostaglandin E;  1238,0 pg/mi 459,0 pg/ml 868,0 pg/ml
Gesamt-IgE 1,0 pg/ml 0,5 pg/ml 0,0 pg/ml
Candida-IgE 0,050 OD 0,035 OD 0,042 OD
Tabelle 11. Vergleich von Immunmodulatoren und Candidaspezies
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5. Diskussion

Wir untersuchten in unserer Studie insgesamt 104 Patientinnen mit dem Klinischen
Bild einer chronisch rezidivierenden Vulvovaginal-Candidose. Die Patientinnen
klagten Uber Brennen, Juckreiz, Fluor und Kohabitationsbeschwerden.

Um eine Candida-Besiedelung des Genitaltraktes nachzuweisen, legten wir Kulturen
auf Sabouraud-Agar an; im Falle eines Pilzwachstums erfolgte die
Candidaspezifizierung durch Uberimpfung von Kulturen auf eine Chromagarplatte.
Chromagar ist ein selektives chromogenes Medium, welches zur Identifikation und
Spezifizierung einer Candidainfektion sinnvoll ist, da aufgrund der unterschiedlichen
Farbreaktion der jeweiligen Candidagattung eine Spezifizierung des Pilzes mdglich
ist [29,43,52]. Dies ist von Bedeutung, da Stamme wie Candida glabrata und
Candida krusei eine oft andere klinische Symptomatik verursachen, als dies durch
Infektionen mit Candida albicans der Fall ist. Infektionen mit Candida glabrata
verlaufen nicht selten ausgesprochen symptomarm mit nur leichtem Brennen und
Jucken, wobei es selten zu einer Candidose kommt. Therapeutisch gesehen
erweisen sich jedoch Candida glabrata und Candida krusei oft als &aulerst
hartnackig, da diese Stamme nicht selten Fluconazolresistenzen aufweisen und
somit auf eine Ubliche antimykotische Therapie wenig ansprechen [61,63,65,70].
Zusatzlich zu der kulturellen Anzichtung wurde zum Nachweis einer Candida-
Infektion die Methode der Polymerase-Ketten Reaktion (PCR) angewandt.

Unsere Ergebnisse zeigten, dass bei lediglich 29,8% der symptomatischen
Patientinnen eine Candidainfektion kulturell nachzuweisen war. Mit Hilfe der PCR
gelang jedoch in 42,3% der Falle der Nachweis einer Candidainfektion. Ohne die
Nachweismethode der PCR, welche sich als das deutlich sensitivere Verfahren
zeigte, ware damit bei insgesamt 13 Patientinnen eine Candidainfektion unentdeckt
geblieben. Giraldo et. al. [27] kamen ebenfalls zu dem Ergebnis, dass die PCR als
sensitiveres Nachweisverfahren im Vergleich zur kulturellen Anzichtung angesehen
werden kann. Diesbezuglich gibt es jedoch kontroverse Meinungen und Studien.
Mardh et al [43] veroffentlichten 2003 Ergebnisse, die der PCR, im Vergleich zum
kulturellen Nachweis, keinen Vorteil in Bezug auf die Sensitivitat zusprachen:
demnach waren 43,8% von 73 Frauen sowohl Kultur- als auch PCR-positiv, 17.8%

waren nur PCR-positiv, 20,5% nur Kultur-positiv, in der PCR jedoch negativ.
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Diese Ergebnisse konnen durch unsere Untersuchungen jedoch nicht bestatigt
werden, zumal bei keiner der untersuchten Proben, die in der Kultur ein
Candidawachstum zeigten, die anschliefend durchgefihrte PCR negativ war.

Wie im vorangegangenen Abschnitt bereits erwahnt, zeigten unsere Ergebnisse bei
lediglich 29,8% (Kultur) bzw. 42,3% (PCR) der symptomatischen Patientinnen eine
Candidainfektion; somit war in Hinblick auf die Diagnosestellung mittels PCR bei
57.5%, in Bezug auf den kulturellen Nachweis sogar bei 70,2% der Patientinnen
keine Infektion mit Candida nachzuweisen.

An dieser Stelle muss auch auf die moéglichen Differentialdiagnosen, die neben einer
Candidainfektion ebenfalls in Frage kommen, hingewiesen werden. Erkrankungen
wie Bakterielle Vaginose, Herpes genitalis, Trichomonadeninfektion,
Chlamydieninfektion oder Lichen ruber planus koénnen &hnliche Beschwerden
verursachen [18,45,64] und milssen daher in Betracht gezogen und auch
ausgeschlossen werden.

Die Frage nach der Ursache fur die Beschwerden und die daraus resultierende Wahl
einer geeigneten Therapie steht bei diesen Patientinnen im Vordergrund. Noch
bedeutender als das Therapieren der Beschwerden scheint das Erkennen lhrer
Ursache, so dass nicht eine symptombezogene, sondern vielmehr mit einer, am
Ursprung der Erkrankung ansetzenden Therapie den Patienten geholfen werden
kann.

,Psychosomatische Vulvovaginitis* — so lautete die Uberschrift eines Artikels von
Dodson et al [16] im Januar 1978. Patientinnen, bei denen die vaginalen
Beschwerden nicht mit den physisch zu erhebenden Befunden Ubereinstimmten,
wurden demnach mit der Diagnose ,Psychosomatische Vulvovaginitis“ abgetan.
Diese Patientinnen suchten zahlreiche Arzte auf, sprachen auf die meisten
Medikamente nicht an und zeigten — so Dodson- eine emotionale Labilitat. In vielen
dieser Falle wurde im Folgenden eine psychiatrische Therapie angesetzt.

Aber auch heutzutage, 2003, werden nicht selten Patientinnen, bei denen aufgrund
fehlenden Keimnachweises die Diagnose der CRVVC nicht gestellt wird, an
psychosomatische Abteilungen Uberwiesen.

Da ein Pilznachweis, abhangig von der Nachweismethode, bei Patientinnen mit den
Beschwerden einer chronisch-rezidivierender Vulvovaginal-Candidose nur in etwa
1/3 der Falle gelingt - diese Aussage wird durch vorangegangene Studien ebenfalls

bestatigt [61,71] - ist die weitere Erforschung maoglicher atiologischer Ursachen der
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Beschwerden unbedingt notwendig, um die angegebene Symptomatik verifizieren zu
konnen. Dies war das Ziel unserer Studie.

Die Beschwerden und der Krankheitsverlauf der Patienten kdnnen durch zahlreiche
Faktoren, seien es Veranderungen der lokalen Immunitat, Allergien aber auch
menstruationsabhangige Hormonschwankungen, Diabetes mellitus, Antibiotika-
Einnahme und vieles mehr beeinflusst werden. Die CRVVC ist eine atiologisch
multifaktorielle Erkrankung.

Es ist davon auszugehen, dass die Ursache der Beschwerden und im Speziellen des
rezidivierenden Auftretens dieser Beschwerden unter anderem in einem erworbenem
Defekt der lokalen Immunabwehr der Scheide zu finden ist. Wir untersuchten die
Patientinnen der Kontrollgruppe, als auch die symptomatischen Frauen auf IL-4, IL-5,
IL-13, Gesamt - IgE und candidaspezifisches IgE. In Bezug auf IL-5, IL-13 und
Gesamt — IgE konnten wir im Vergleich zur Kontrollgruppe keine signifikanten
Unterschiede feststellen.

In verschieden Studien wurde gezeigt, dass das Zytokin IL-13 viele biologische
Funktionen mit IL-4 teilt und eine wichtige immunregulatorische Rolle im
Verteidigungsmechanismus gegen Candidainfektionen spielt [10,38,78] indem IL-13
und IL-4 als Th2-Zytokine die candidastatische Funktion der Makrophagen erhoht [9].
Auch Saito et al [60] zeigten, dass chronische Entzindungen mit der Prasenz von
Th2 — Zytokinen, im speziellen von IL-4 und IL-13, vergesellschaftet sind. Ein
Zusammenhang von IgE-Produktion und IL-13 wurde von Comoy et al [7]
beschrieben. Demnach wird die IgE-Produktion durch die Zytokine IL-4 und IL-13
stimuliert und durch IFN-gamma inhibiert. Kimura et al [39] hingegen kommen zu
dem Ergebnis, dass hohe IL-4—Spiegel in geringerem Male als eine reduzierte IFN-
gamma Sekretion fur eine gegen Candida gerichtete IgE-Synthese verantwortlich ist.
Patella et al [53] beschrieben hingegen eine IgE-induzierte IL-4 und IL-13-Sekretion,
welche im Weiteren zu einer Histaminfreisetzung aus Basophilen fuhrt. Diese engen
Zusammenhange von Interleukin-4, Interleukin -13 und IgE konnen durch unsere
Studie jedoch nicht bestatigt werden. Fir das Interleukin-13 waren weder im
Vergleich zur Kontrollgruppe, noch im Vergleich der Candida-PCR-negativen zur
Candida-PCR-positiven  Gruppe symptomatischer Patientinnen  signifikante

Unterschiede festzustellen waren (siehe Tabellen 8,9,10).
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Interleukin-5 ist als Schlisselzytokin in Bezug auf die Lebensspanne von
Eosinophilen anzusehen, da es die Bildung und Differenzierung von Eosinophilen
fordert [69,80]. Ricer et al [56] fanden bei Patientinnen mit rezidivierenden
Beschwerden ohne Nachweis einer Infektion eine erhdhte Anzahl an Eosinophilen;
eine lokale intravaginale allergische Reaktion als Ursache der Beschwerden schien
den Autoren daher wahrscheinlich.

Wir konnten jedoch aufgrund unserer Untersuchungen keinen Zusammenhang
zwischen den Beschwerden und signifikant veranderten Interleukin-5-Werten im
Vergleich zur Kontrollgruppe feststellen. Die Auswertung der Messergebnisse des
von uns untersuchten Gesamt-lgEs im Vaginalsekret zeigte ebenfalls keine
Signifikanzen, weder im Vergleich zur Kontrollgruppe, noch im Vergleich von PCR-
positiven und PCR-negativen symptomatischen Patientinnen (siehe Tabelle 8,9,10).
Unsere Ergebnisse zeigten jedoch eine, im Vergleich zur Kontrollgruppe, signifikante
Erhéhung (p< .0001) des Interleukin-4, das ein anti-inflammatorisches Zytokin der
Immunantwort vom Th2-Typ darstellt [34,60,77]. Ebenso zeigten sich flr
Prostaglandin E, (p<.0001) und candidaspezifisches IgE (p<0.02) eine signifikante
Konzentrationserhbhung im Vaginalsekret symptomatischer Patientinnen im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Diese Beobachtungen kdnnen folgendermalien
interpretiert werden:

Bei der Patientengruppe mit den Symptomen einer rezidivierenden vulvovaginalen
Candidose liegt eine lokale vaginale Immunsuppression vor, welche den Boden flr
die Beschwerden bereitet. Bei denjenigen Frauen, bei denen eine
Candidakolonisierung nachzuweisen war, fuhrte diese Immunsuppression zu einer
Proliferation von Candida in der Scheide. Die Candidainfektion kann daher zum
einen als sekundare Konsequenz der Immunsuppression, zum anderen als Ursache
der bei der Anamnese angegebenen Beschwerden angesehen werden.

IL-4 fUhrt zu einer Hemmung der Aktivitat von Th1-Zellen und damit zellvermittelten
Immunitat; es kommt zu einer Downregulierung von IFN-gamma und IL-2 [77].
Zahlreiche Untersuchungen und Studien belegen den Zusammenhang
rezidivierender Candidainfektionen mit Storungen der lokalen Th1-vermittelten
Immunitat und bestatigen unsere Ergebnisse, dass eine lokale Hemmung der
zellvermittelten Immunitat zu rezidivierenden Vulvovaginal-Candidosen fuhren kann
[1,17,46,73,79].
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Auch Fidel [21,23] verdeutlichte die wichtige Rolle der zellvermittelten Immunitat,
nicht jedoch ohne zu unterstreichen, dass der lokalen Immunitat eine wichtigere
Rolle zukommt, als der systemischen.

Ebenso kamen Saito et al [60] 2003 zu dem Ergebnis, dass chronische
Entzindungen mit einer erhdhten Prasenz von Th2-Zytokinen und damit von IL-4
vergesellschaftet sind.

Piccini et al [54] untersuchten die sowohl Th1- als auch Th2 Zellen vermittelte
Expression von Zytokinen im peripheren Blut von Patienten mit rezidivierender
vulvovaginaler Candidose. Hier konnten, im Gegensatz zu unseren Ergebnissen,
erhdhte IFN-gamma und erniedrigte IL-4-Werte bei Patientinnen mit RVC
nachgewiesen werden. Die Messungen wurden allerdings im peripheren Blut und
nicht im Vaginalsekret der Patientinnen durchgefuhrt. Die von Piccini et al ebenfalls
durchgefuhrten Untersuchungen im Vaginalsekret zeigten eine erhdhte IFN-gamma
Produktion bei RVC-Patientinnen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Eine erhdhte IL-4
Produktion konnte, im Gegensatz zu unseren Ergebnissen, nicht nachgewiesen
werden.

Es gibt aber auch Untersuchungen, die den Anstieg von Zytokinen und Prostaglandin
im Vaginalsekret auf Hormonschwankungen im Rahmen des Menstruationszyklus
und nicht auf die eigentliche Infektion mit Candida zurtckfuhren [22]. Im Rahmen
dieser Studie wurden gesunde Frauen ohne Anzeichen rezidivierender Beschwerden
in ihrer Krankengeschichte mit einem Antigen eines Candida-Hauttests inokuliert; die
Zytokinmessungen wurden vor- und nach Antigengabe durchgefiihrt. Es lies sich
kein Anhalt fur eine Immunstimulation oder ein allergisches Geschehen im Sinne von
Veranderungen der gemessenen Zytokine, Prostaglandin, IgE und Histamin finden
[22].

Betrachtet man diese Studie kritisch, so stellt sich die Frage, ob sich die lokalen
immunologischen Verhaltnisse in der Vagina von gesunden Frauen, mit denen seit
Jahren an rezidivierenden Pilzinfektionen leidenden Patienten vergleichen lassen.
Aulerdem musste die Frage nach der Virulenz des verwendeten Antigens
beantwortet werden und zusatzlich mit anderen vorkommenden Candidastammen
verglichen werden.

In einer Studie von Nikitin et al [51] wurde die adhasive Aktivitdt von Candida

albicans gegen vaginale Epithelzellen als hormonabhangig beschrieben, wobei zwei
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unterschiedliche Candida-albicans-Adhasine entdeckt wurden, die zum einen
polyphenyloxidase-sensitiv und zum anderen asparaginase-sensitiv waren.

Ein gewisser hormoneller Einfuld auf den Status der zellularen Immunitat ist jedoch
durchaus wahrscheinlich. So scheinen Frauen mit rezidivierenden Beschwerden, die
sich in der ,follikularen Menstruationsphase® befinden fir einen Ausbruch anfalliger
zu sein, als diejenigen, die sich in der ,lutealen Phase” befinden [8]. Clancy et al [6]
fanden eine hohere Rate an Pilzrezidiven im Zusammenhang mit hohen
Ostrogenspiegeln. So hangt das Auftreten von Candida bei postmenopausalen
Frauen, die jedoch in dieser Studie nicht mit eingeschlossen waren, eng mit der
Einnahme von Ostrogenen, welche wiederum die Glykogenproduktion anregen,
zusammen [13].

Trotz alledem kommt der zellvermittelten Immunitat und deren Stérung bei der
Ursache rezidivierender Beschwerden eine sehr bedeutende Rolle zu.

Die, im Vergleich zur Kontrollgruppe, von uns gemessene signifikante Erhéhung von
PgE> und candidaspezifischem IgE im Vaginalsekret bei Frauen mit der klinischen
Diagnose einer CRVVC kann als Konsequenz einer lokalen allergischen
Immunantwort interpretiert werden. Eine solche allergische Reaktion kann, wenn
nicht direkt ursachlich im Sinne einer Candidainfektion, zumindest eine Verlangerung
der Beschwerden und eine hohe Empfanglichkeit fur Re-Infektionen verursachen.
Prostaglandin E; blockiert die IL-2-Produktion und inhibiert somit die Aktivierung der
zellvermittelten Immunitat, wodurch wiederum rezidivierende Infektionen mit Candida
begunstigt werden [31,41,47,48,75,77]. PgE, fordert zusatzlich die Auskeimung des
Hefepilzes Candida durch Foérderung der Hyphenbildung [35,58]. Das in Kapitel 1
bereits beschriebene IFN-gamma hat in diesem Zusammenhang eine
antagonistische Funktion, da es die Pilzauskeimung hemmt. Dies geschieht
entweder auf direktem Weg oder indirekt tUber eine Hemmung der PgE,-Produktion
[35,76].

Als Ursache der Erh6hung des candidaspezifischen IgEs im Vaginalsekret sehen wir
eine allergische Reaktion auf Komponenten von Candida, welche als Allergene
wirken. Auch andere Allergene, die eine allergische Reaktion verursachen konnen,
sind denkbar. Daher kann auch bei Patientinnen mit niedrigen Konzentrationen an
candidaspezifischem IgE eine allergische Reaktion die Ursache der Beschwerden

sein. PgE,; und Candida-IgE mussen, speziell in Hinblick auf ein allergisches
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Geschehen, gemeinsam betrachtet werden, da in Bezug auf die Pathogenese ein
enger Zusammenhang zwischen diesen beiden Immunparametern besteht.

So kann es zum einen direkt durch eine Candidainfektion zu erhéhten Prostaglandin
Eo- Spiegeln kommen; andererseits kdnnen diese auch als Konsequenz einer
allergischen Immunantwort auftreten.

Auch Witkin et al [75] kommen in einer Studie zu dem Ergebnis, dass eine vaginale
allergische Immunantwort eine chronische Candidose pradisponieren kann, indem es
zu einer Induktion der PgE>-Synnthese kommt, die wiederum die zellvermittelte
Immunnantwort unterdrickt. Ebenso wurden in dieser Studie bei Patientinnen mit
chronischen Pilzbeschwerden erhdohte Werte von Prostaglandin E; und
candidaspezifischem IgE gefunden.

In einer weiteren Studie wurde nachgewiesen, dass Makrophagen als Antwort auf
eine Candidainfektion Prostaglandin produzieren, welches die
Lymphozytenproliferation als Reaktion des Organismus auf diese Infektion hemmt
[73,74].

Aulerdem konnte nachgewiesen werden, dass sowohl Candida, als auch Histamin
fur eine gesteigerte Prostaglandin-Produktion verantwortlich sind, da beide
synergistisch wirken. Ohne die Anwesenheit von Candida flhrte Histamin zu keiner
signifikanten Erhdhung der Prostaglandinproduktion [76].

Die Ursache fur das Auftreten von Rezidiven kann verschiedenste Ursachen haben,
wobei die lokale Immunitat der Scheide eine Schlisselrolle spielt.

Da Candida albicans ein haufiger Organismus im Intestinaltrakt ist, besitzen viele
klinisch unauffallige und gesunde Frauen eine nachweisbare candidaspezifisch-
angepasste Immunitat, der eine protektive Rolle zukommt [21].

Mardh et al [42] konnten 2003 zeigen, dass es bei Patientinnen mit einer Candida-
Kolonisierung des Genitaltraktes signifikant haufiger auch zu einer extragenitalen
Kolonisierung kommt; interessanterweise ist das Vorkommen von selteneren
Stammen als Candida albicans extragenital haufiger als dies im Genitalbereich der
Fall ist. Eine extragenitale Pilzbesiedlung stellt ein Reservoir flir Rekolonisierungen
des Genitale dar und kdénne daher zu Rezidiven fihren oder diese begunstigen.
Neben der zellvermittelten Immunitat spielen auch allergische Geschehen eine
wichtige Rolle bei Patientinnen mit Verdacht auf eine chronisch rezidivierende

Vulvovaginal-Candidose. So sprechen auch Rigg et al [57] von ,recurrent allergic
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vaginitis“ und konnten in lhrer Studie bei Frauen mit rezidivierender Candidose eine
lokale vaginale hypersensitive Reaktion auf Candida nachweisen.

Auch Ricer et al [56] untersuchten chronisch kranke Patientinnen mit rezidivierenden
vaginalen Beschwerden ohne Nachweis einer Infektion. Aufgrund einer hohen
Anzahl von eosinophilen Zellen wurde auch in dieser Studie eine lokale intravaginale
allergische Reaktion vermutet. Ricer et al [56] sprechen ebenso wie Rigg [57] et al
von dem klinischen Syndrom der ,allergischen vaginitis®, welches in weiteren Studien
beschrieben wird. So zeigten Moraes et al [49] durch ihre Literaturrecherche, dass
eine Vielzahl von Artikeln zu dem Thema ,allergische vaginitis“ zu finden sind, die
ebenfalls allergische Reaktionen des weiblichen Genitale beschreiben, wobei diese
Reaktionen durch verschiedenste Allergene verursacht werden konnen.
Demgegenuber stehen Aussagen von Clancy et al [6] wonach die chronisch
rezidivierende vulvovaginal-Candidose weniger eine IgE-vermittelte hypersensitive
Stoérung als vielmehr eine reine Stérung des Immunsystems der Mukosa aufgrund
einer Reduktion von Th1-Lymphozyten darstellt. Die Antwort der Frage ,Allergie oder
Immunstorung” fallt in dieser Studie zugunsten einer lokalen Immunstérung aus.

Wie oben beschrieben, zeigten unsere Ergebnisse eine Erhéhung von IL-4, PgE, und
candidaspezifischem IgE der symptomatischen Patientinnen mit Verdacht auf
CRVVC im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Subtypisierung der Patientengruppe in
PCR-positive und PCR-negative Patientinnen und der jeweilige Vergleich mit der
Kontrollgruppe zeigte, dass die symptomatischen Patientinnen, die PCR-negativ
waren, bei denen also kein Pilz nachzuweisen war, ebenso wie die PCR-positiven
Patientinnen, eine signifikante Erhohung von Interleukin-4 (p<.0001) und
Prostaglandin E; (p<.0001) aufwiesen (Tabelle 8 und 9).

Somit kénnte, unseren Ergebnissen nach, die Bestimmung sowohl von Interleukin-4
als auch von Prostaglandin E, bei Patientinnen, bei denen keine Pilzinfektion
nachzuweisen ist, zur Ursachenklarung der Beschwerden beitragen.

Auch Witkin et al [77] konnten zeigen, dass allergische Reaktionen auf Candida
albicans die Ursache von rezidivierenden Beschwerden sein koénnen. Als
verursachendes Allergen kommt neben Komponenten von Candida albicans auch
der Samen des Partners in Frage [3,77]. Ito et al [32] identifizierten die Candida
albicans Enolase als eines der wichtigsten Allergene, ebenso wie Ishiguro et al [31].
Diese Studien bezogen sich jedoch auf systemische Candidosen, so dass es fraglich

scheint, daraus Ruckschlisse auf vaginale Candidosen zu ziehen. In weitere Studien
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hingegen wurden Mannane — Homoglykane, die in der Zellwand von Hefezellen
vorkommen- als wichtigste Antigene zur Bindung candidaspezifischer Antikorper
identifiziert [36,68].

Wie oben beschrieben, schwacht eine vaginale Allergie die immunologische
Pilzabwehr indem die TH1-vermittelte Immunantwort geschwacht wird.

Die Antwort auf eine Infektion des weiblichen Genitaltraktes variiert unter den Frauen
weitaus mehr als erwartet. Da die Frauen weder genetisch identisch noch den
gleichen umweltbedingten Faktoren ausgesetzt sind, ist nicht davon auszugehen,

dass ein einzelner Organismus nur ein und dieselbe Immunreaktion hervorruft.

Des Weiteren unterscheiden sich Candidastamme in Hinblick auf ihre Virulenz durch
die Expression verschiedener Proteasen. So ist davon auszugehen, dass
rezidivierende Infektionen durch hoéher-virulente Subtypen verursacht werden, als
einmalige Infektionen [5,50]. So konnten auch Witkin et al [77] zeigen, dass nicht nur
genetische Veranlagung sondern auch Art und Quantitat einer Infektion, oder auch
Co-Infektionen mit anderen Erregern als Candida, Hypersensitivitatsreaktionen
verursachen oder beeinflussen kénnen und daher fur die Symptomatik der
Patientinnen mitverantwortlich sind.

Eine lokale Hypersensitivitat bzw. vaginale allergische Reaktion muss also bei
Patientinnen mit rezidivierenden Beschwerden und Verdacht auf eine CRVVC
sowohl diagnostisch als auch therapeutisch in Betracht gezogen werden. Es finden
sich sogar Studien [25,47], die Zusammenhange zwischen einer allergischen
Rhinitis, verursacht durch Hausstaubmilben, und einer bestehenden Vulvovaginitis,
sehen [25]. Da es sich hierbei nur um eine Fallstudie handelt, kann dies
vorubergehend als Einzelfall betrachtet werden, zumindest bis diese
Zusammenhange in grolier angelegten Studien belegt werden kdnnen. Dieser Fall
soll nur verdeutlichen, in welche Richtungen, speziell in Hinblick auf Allergie und
rezidivierende Vulvovaginitis geforscht wird und eventuell geforscht werden muss.
Aufgrund der Ergebnisse unserer Studie ergeben sich sowohl neue diagnostische als
auch therapeutische Aspekte. Da keine statistisch signifikanten
Konzentrationsunterschiede von Interleukin-4, PgE;, und candidaspezifischem IgE
zwischen Candida-PCR-positiven, als auch Candida-PCR-negativen
symptomatischen Patientinnen vorhanden waren (siehe Tabelle 8), konnten somit bei

Patientinnen mit den klinischen vaginalen Symptomen einer chronisch
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rezidivierenden vulvovaginalen Candidose, bei denen jedoch keine Candida-
Kolonisierung nachzuweisen ist, die vorhandenen Beschwerden mittels Bestimmung
von Interleukin-4, Prostaglandin E; und candidaspezifischem IgE verifiziert werden.

Wie bereits beschrieben, sprechen erhohte IL-4-Konzentrationen daher flr eine
lokale vaginale Immunsuppression, erhohte Werte von PgE; konnen als Konsequenz

einer allergischen Antwort interpretiert werden.

Bei Patientinnen mit Nachweis von candidaspezifischem IgE kdnnte eine allergische
Reaktion auf Candida-Komponenten die Ursache einer allergischen Antwort sein.
Diese Ergebnisse zeigen neue Moglichkeiten in der Therapie der chronisch
rezidivierenden vulvovaginalen Candidose auf. So konnte zum einen die Gabe von
Immunstimulanzien bei Patientinnen mit lokaler Immunsuppression Vorteile zeigen.
Zum anderen besteht bei Patientinnen, mit Verdacht auf eine allergische Antwort als
Ursache der Beschwerden, die Madoglichkeit mit Antihistaminika zu therapieren.
Liegen erhohte PgE,; — Werte vor, konnten auch Prostaglandin-Synthese-Inhibitoren
einen Benefit bringen. Diese neuen Therapieoptionen mussen jedoch erst durch
Vergleiche verschiedener Therapieansatze untersucht werden.

Zahlreiche verodffentlichte Studien belegen, dass die Zukunft der Therapie der
CRVVC nicht rein antimykotischer Natur sein wird, sondern dass ein Umdenken in
Richtung Kombinationstherapie geht. Hierbei werden sowohl immunmodulatorische
als auch antiallergische Therapieformen eine wichtige Rolle spielen
[3,6,19,55,57,59,77].

So konnten Cenci et al [4] zeigen, dass die Effektivitat einer antimykotischen
Therapie durch die zusatzliche Gabe eines Interleukin-4-Antagonisten deutlich
gesteigert werden kann, indem eine probate Th1-Antwort induziert wird. Auch
Versuche mit Hyposensibilisierung wurden bereits unternommen [59] und zeigten in
dieser Studie gute Ergebnisse; da in dieser Studie jedoch nur eine geringe Fallzahl
untersucht wurde, bleiben weitere Ergebnisse abzuwarten.

Eine weitere immunmodulatorische Therapiemdglichkeite kommt von Clancy et al [6],
wonach eine orale Immunisierung - welche die Produktion von antigenspezifischen
Th1-Zellen in der Peyer'schen Plaque anregt - als neue Therapieoption angesehen

werden kann.
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Liegt der Verdacht einer lokalen Hypersensitivitat vor kann eine Verbesserung durch
eine allergische Immuntherapie mit Candida-albicans Extrakt erzielt werden, so Rigg
et al [57].

Auch die Adenylyl - Cyclase und andere Regulatoren der cAMP Signalibertragung
konnten laut Rocha et al [58] einen Ansatzpunkt fir eine antimykotisch wirkende
Therapie darstellen, da die Adenylyl — Cyclase essentiell fur das Hyphenwachstum

ist.

Die Studiengruppe um Deva et al [15] aus Berlin kommen sogar zu dem Ergebnis,
dass Aspirin Uber eine Inhibition der 3(R) — hydroxyoxylipin — Formierung einen
Benefit bei der Behandlung von Patientinnen mit CRVVC darstellt.

Es finden sich zahlreiche Ansatze zur Verbesserung der Therapie von Patientinnen
mit CRVVC, die auf Ubliche antimykotische Therapien kaum noch Besserung zeigen.
Welche der Therapieoptionen in Zukunft eine gute Erganzungstherapie — oder sogar
Alternative - zu Antimykotika darstellt bleibt abzuwarten.

Unseren Daten zufolge sollten sowohl neue immunmodulatorische als auch anti -
allergische Therapieformen bei Patientinnen mit CRVVC in Betracht gezogen werden

und Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Das Krankheitsbild der chronisch rezidivierenden vulvovaginalen Candidose stellt
sowohl diagnostisch als auch therapeutisch nach wie vor eine Herausforderung fir
den behandelnden Arzt dar.

Wir untersuchten 104 Patientinnen, die klinisch Symptome wie Erythem, Pruritus,
Brennen und weilllichen Fluor aufwiesen und mbei mindestens vier Episoden pro
Jahr die Diagnose einer CRVVC gestellt wurde. Als Kontrollgruppe dienten 44
asymptomatische Patientinnen ohne anamnestische Pilzinfektion.

Zum Nachweis von Candida und der Spezifizierung des Pilzes aus gewonnenem
Vaginalsekret verwendeten wir sowohl die Methode der kulturellen Anzichtung als
die der PCR. Des Weiteren bestimmten wir mittels Elisa die Zytokine Interleukin-4,
Interleukin-5, Interleukin-13 wie auch ProstaglandinE,, candidaspezifisches IgE und
Gesamt-IgE aus dem Vaginalsekret.

In der Gruppe der symptomatischen Patientinnen konnte bei nur 42,3% eine
Pilzinfektion mittels PCR nachgewiesen werden, kulturell sogar nur bei 29,8% der
Frauen, so dass bei 57,7% keine Pilzinfektion zum Zeitpunkt der Probenentnahme
nachzuweisen war. Innerhalb der asymptomatischen und klinisch befundfreien
Kontrollgruppe wurden 3 Patientinnen mit Hilfe der PCR positiv auf Candida getestet.
Die Auswertung der Messergebnisse von IL-5, IL-13 und Gesamt-IgE zeigte im
Vergleich der symptomatischen Patientinnen mit der Kontrollgruppe keine
Zusammenhange. Signifikante Unterschiede hingegen bestanden in der
Konzentration von IL-4 (p<.0001), PgE, (p<.0001) und candidaspezifischem IgE (p
.02). Auch der Vergleich der symptomatischen Patientinnen, bei denen keine
Pilzinfektion nachzuweisen war, mit der Kontrollgruppe zeigte fur IL-4 (p< .0001) und
PgE, (p<.0001) signifikante Unterschiede; das candidaspezifische IgE war mit
p<0.09 grenzwertig signifikant. Der Nachweis von IL-4 bei symptomatischen
Patientinnen deutet auf eine lokale Immnsuppression als Ursache der Beschwerden
hin.

Erhohte PgE, — Werte, als auch der Nachweis von candidaspezifischem IgE,

sprechen flr ein allergisches Geschehen als Ursache der Symptomatik.
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Die Bestimmung von IL-4, PgE2 und candidaspezifischem IgE kdnnte somit, speziell
bei symptomatischen Patientinnen ohne Pilznachweis, der Verifizierung der
Beschwerden als auch der Anwendung neuer therapeutischer Moglichkeiten dienen.
So konnte zum einen die Gabe von Immunstimulanzien bei erhdhten IL-4-Werten, als
auch die Gabe von Antihistaminika und Prostaglandin-Synthese-Inhibitoren bei
erhohten PgE2-Konzentrationen und Nachweis von candidaspezifischem IgE neue
Therapieformen und damit Besserung der chronischen Beschwerden ermoglichen.
Das Ziel sollte eine Identifikation und Katalogisierung der Unterschiede in der
Empfanglichkeit eines jeden Patienten fur eine Infektion sein, so dass der Arzt in der
Lage ist, abseits der Ublichen Basistherapie eine speziell auf jede Patientin einzeln

fokussiertes Therapieschema zu erstellen.
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