Aus der Klinik und Poliklinik fir Dermatologie und Allergologie der
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen
Direktor: Prof. Dr. med. Dr. h.c. T. Ruzicka

Einfluss verschiedener Lactobacillus-Zellwandbestandteile und eines

Exopolysaccharides auf die VVaginalkandidose

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultat der

Ludwig-Maximilians-Universitat zu Miinchen

vorgelegt von
Alke Hoppert
aus Augsburg

2014



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat
der Universitat Minchen

Berichterstatter: Frau PD Dr. med. C. Borelli

Mitberichterstatter: Priv. Doz. Dr. Tobias WeilRenbacher

Prof. Dr. Frank Ebel

Dekan: Herr Prof. Dr. Dr.h.c. Maximilian Reiser,
FACR, FRCR

Tag der mindlichen Prifung: 13.02.2014



Inhaltsverzeichnis 1

INHALTSVERZEICHNIS
V0] = 1VLY ] = L 4
2. EINLEITUNG ....oiiiiii ittt 5
2.1  Die menschliche Vaginalschleimhaut .............ccccoooiiiiiiinicic i 5
2.2  Candida albicans und vaginale INfEKLION ...........cccooviiiiiiiiiiiee e 5
2.2.1 Candida @lDICANS .........oiieiieie et nre s 5
2.2.2VaginalKanditdOSe ..........ciiiiiieieie et bbb 6
2.2.3 Behandlung der VaginalkandidOoSe ...........ccooueeiieneie i 7
2.3 Abwehrmechanismen des KOIPEIS ......coiiiiiiieiee e 8
2.3.1 Angeborene und erworbene ImmunabWeNT ... 8
2.3.2 Abwehr von SchleimhautinfeKtionen...........coeveiiiiie i 9
PR TR A Y (0] (| 1= P PRRPRP 9
2.4  Zytokinexpression bei Candida-INfektionen ...........cccccevveiiiic i, 11
S R - Tox (0] o T- od 1 1 T o OSSP 12
2.5.1 Lactobacillus rhamnosus GG .......ccccviieiieiiiieneese e 13
2.5.2 LIPOtEICNONSAUIEN .......viitiecieeie ettt re e e sae e sre e e 14
2.5.3 S LAY Br . e e e e aara s 15
2.5.4 EXOPOIYSACCRAITAR ... 15
P2 T4 -] I 0 [T g N g o T | SRS 16
3. MATERIAL UND METHODEN.......cccttiiiiiteiitieeesiieeesieeeesaeeessneneesnneessnnneeeanes 18
3.1 Das Vaginalschleimhautmodell...............ccooiiiiiiiiii e, 18
3.2 Herstellung und Praparation der Testsubstanzen ...........ccccccovvveieiiieiic e, 18
3.2.1 Einstellung der Keimdichte und Abtotung der Lactobacillen...............ccccoceeeveennn. 19
3.2.2 Herstellung der Lactobacillus-Zellwandfraktionen ...........ccccccoooeviveveiienineiincinennnn 19
3.2.3 Lipoteichonsdure-freie LactobaCillen ... 23

3.2.4 Lipoteichonsdure von StaphylOCOCCUS QUIBUS .........ccvveiieeiieeiiieiieesieesieesiee e e 23



Inhaltsverzeichnis 2

3.2.5 Exopolysaccharid von Lactobacillus sanfrancisCensis..........ccvvevveveiiveseesnsnennnns 23
3.3 Synchronisation der Candida albicans-Stamme ............ccccceeveeiiiiiccic e 24
3.4 Versuchsaufbau: Infektion und Inkubation des Schleimhautmodells.................... 25
3.5 LIChEMIKIOSKOPIE ...eeiiiiiecic ettt sreenne e 25
3.5.1 Fixierung und Einbettung der Schleimhautproben ...........ccccocceiviiieveiiccecce e, 25
3.5.2 Lichtmikroskopische AUTDEIeItUNG .........cccooeiiiiiiiiiieecce e 26
3.6 Reverse-Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion...........cccccooeveniiiiiiiiinnienen, 27
3.6.1 RNA-EXIFAKLION ....cviiiieiieieieesie sttt 27
3.6.2 Photometrische Messung der RNA-KONzentration............cccoceveeieeveiieseene e 28
3.6.3 DINASE-VEITAU .....eevierieiiieiieeiesiee sttt sttt steeseesneesteeneesneesseenaeaneenreas 28
3.6.4 RT-REAKIION......eiiiieii ettt sttt ste e sneesreeneeneennees 28
3.6.5 Polymerase Kettenreaktion (PCR) ........cccciveiiiiieiic e 29
3.6.6 Identifizierung der PCR-Produkte durch die Gelelektrophorese..........c.ccccevvivenenn 40
3.7 AUSWErtUNgSMETNOTIK ......c.eoiiiiiiei e 40
3.8  Lactatdenydrogenase-TeST........ccccoiiriiiiiiieieierie st 42
3.9 N 71 ] 3 43
A, ERGEBNISSE ....ceiiitttieitiieeatiteesiteteaaiteeeassbe e e sbbe e e abbe e s ssbeeesssbeeeaanbeeesnbneeeanneeaeas 44
4.1  Morphologische Beurteilung der Gewebeproben...........coceoeieiiieniniienceeee, 44
4.1.1 Morphologie des nicht infizierten RHVE ...........c.coo o 44
4.1.2 Morphologie des RHVE nach Infektion mit C. albicans Wildtyp SC5314............ 45
4.1.3 Morphologie der vorinkubierten, infizierten RHVE ..........ccccoooiiiiiiiicen, 47
4.1.4 Morphologie der infizierten, behandelten RHVE ..., 56
4.2  Quantitative RT-PCR ANAIYSE.......ccciiiiiieiie ettt 65
4.2.1 Zytokin-mRNA-Expression des Vaginalkandidosemodells.............c.cccooviiiiiennn. 65
4.2.2. Zytokin-mRNA-Expression der vorinkubierten VVaginalkandidosemodelle .......... 67
4.2.3 Zytokin-mRNA Expression der behandelten Vaginalkandidosemodelle............... 76
4.3 LDH-TESE ittt bbbt 82

4.3.1 LDH-Konzentration der mit C. albicans infizierten VVaginalepithelproben ............ 82



Inhaltsverzeichnis 3

4.3.2 LDH-Konzentration der vorinkubierten, infizierten VVaginalepithelproben ............ 83

4.3.3 LDH-Konzentration der infizierten, behandelten Vaginalepithelproben................. 84
ST B 51 UK 3] [ ] PSR P R PR 86
6. ZUSAMMENFASSUNG .....ccuvviiiittireiiriessiteessteeesssseessssseessnssesssssssssssssssssseessnnes 97
T AANHANG oottt e e e e e e e e n e e a e e e nres 99
8. ABBILDUNGSVERZEICHNIS .....uvtiiiiiiesiiieessiieeesiieesstaesssseesssnnenssnsseesssneenns 106
9. TABELLENVERZEICHNIS ....cciititeiitiieesitieeesiteeeesseeessnteeessssesessseeessnsessssnsneeans 112
10. LITERATURVERZEICHNIS .....vvtiiiiieeiitieeesitieeesieeeesntneeesneeeesnnaeeessnnssnnsneesnnes 113
11, DANKSAGUNG ..ovvieiiiieeittie ittt e ssitee e stte e s staae s snss e s s ssbaa e s nsbeeessaeessnbaeessnsaeesnes 126

12, ABKURZUNGSVERZEICHNIS . .uu ittt e tiee e e tee e et tee e e teaeeeeaesesaesssnessesnessssnnssssnns 127



Vorwort 4

1. VORWORT

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit Ansédtzen zur Pravention und Intervention der
Vaginalkandidose, welche insbesondere in ihrer rezidivierenden Form ein epidemiologisch
bedeutsames Krankheitsbild darstellt und fir die betroffenen Frauen mit einem hohen
Leidensdruck einhergehen kann. Die Therapie mit Antimykotika weist z. T. erhebliche
Nebenwirkungen und zudem keine nachhaltige = Wirkung auf.  Praventive
Behandlungskonzepte sind bisher nicht etabliert.

Vaginale Infektionen stehen h&aufig im Zusammenhang mit einer verminderten Besiedelung
der Vaginalschleimhaut durch Lactobacillen. Daher wurde in zahlreichen Studien die
Wirkung der Lactobacillen auf die Vaginalkandidose untersucht, wobei sich sowohl
praventive als auch therapeutische Effekte zeigten. Es gibt mehrere Studien, die eine
Adhésionsfahigkeit verschiedener Lactobacillus-Stamme an Vaginalepithelzellen gezeigt
haben. Hierbei konnte beobachtet werden, dass Lactobacillen vom Stamm rhamnosus den
Hefepilz Candida albicans vom Epithel verdrangten und dessen Wachstum verhinderten.

Um Erkenntnisse (ber die fir die protektive Wirkung entscheidenden Bestandteile der
Lactobacillen und deren Wirkmechanismen zu gewinnen, wurde in dieser Arbeit untersucht,
wie sich einzelne Lactobacillus-Bestandteile, sowohl unspezifische Komponenten als auch

spezifische Bestandteile und Substanzen, auf den Verlauf der VVaginalkandidose auswirken.
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2. EINLEITUNG
2.1 Die menschliche Vaginalschleimhaut

Die Vaginalschleimhaut besteht aus einem mehrschichtigen, unverhornten und driisenfreien
Plattenepithel, welches zyklusphasenabhéngig differenziert ist. Es gliedert sich von innen
nach auflen in 3 Schichten: das Stratum basale, das durch Zellteilung die oberen Schichten
erneuert, das Stratum spinosum, welches mechanisch stabilisierend wirkt und das Stratum
superficiale, welches abgeflachte, lebende Zellen enthélt. Die beiden inneren Schichten
werden zusammenfassend auch als Stratum germinativum bezeichnet (1).

Die Vaginalschleimhaut wird unter dem Einfluss von Ostrogenen verdickt. In der
Proliferationsphase kommt es proportional zum Ostrogeneinfluss zu einem Epithelaufbau. In
der Zyklusmitte ist die Schleimhaut am starksten entfaltet, zum Zeitpunkt der Menstruation
am flachsten. In gleicher Weise wird der Glycogengehalt beeinflusst: die dstrogenabhéngige
Einlagerung von Glycogen in die Epithelzellen ist zum Zeitpunkt der Ovulation am hochsten.
In der Sekretionsphase werden vermehrt Zellen der obersten Schichten abgeschilfert, wobei
nach Aufbrechen der Zellmembran Glycogen freigesetzt wird. Dieses wird von Lactobacillen
zu Milchsdure verstoffwechselt, wodurch ein saures Scheidenmilieu mit einem pH von
3,6 - 4,5 entsteht, welches einer Ansiedlung anderer Bakterien entgegenwirkt (2). Die
Vaginalschleimhaut gesunder Frauen wird hauptsachlich von Lactobacillen besiedelt (3). Die
Einwanderung von Leukozyten ist zyklusabh&ngig und findet nach der Ovulation statt (4).

2.2 Candida albicans und vaginale Infektion

2.2.1 Candida albicans

Candida albicans (lateinisch candidus: gldnzend, weil3; albicare: weill sein/werden;
Abkurzung: C. albicans) wird im DHS-System nach Rieth zu den Hefepilzen gezéhlt (5). Er
besitzt als diploider Organismus ein Genom mit einer Grélie von 2 x 16 Megabasenpaaren,
welches auf 2 x 8 Chromosomen verteilt ist. C. albicans kommt in vier morphologisch
verschiedenen Wachstumsformen vor: als Blastospore, Hyphe, Pseudohyphe und
Chlamydospore. In welcher Erscheinungsform er auftritt, ist stark vom N&hrmedium

abhangig. In infizierten Geweben findet man meistens Blastosporen, die auch als Hefezellen
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bezeichnet werden, oder Hyphen bzw. Pseudohyphen (6). Die Hefezelle ist rundlich-oval,
5-7 um breit und 6-10 um lang. Sie vermehrt sich durch Sprossung: Nach einem
Langenwachstum teilt sich der Kern und ein Septum bildet sich, die beiden Blastosporen
trennen sich voneinander. Hyphen sind verzweigte, durch Septen unterteilte tubulére
Strukturen, die aus vielen Zellen bestehen. Ein Myzel ist ein Geflecht aus Hyphen. Die
Bildung von echten Hyphen ist ein Hinweis auf die nicht mehr saprotrophe, sondern invasive
Besiedelungsform im Rahmen einer manifesten Infektion. Einzelne Myzelfaden kdénnen
bereits mit bloBem Auge im Untersuchungsmaterial erkannt werden. Pseudohyphen dhneln
bei Betrachtung im Lichtmikroskop stark den Hyphen. Im Gegensatz zu diesen bestehen sie
jedoch aus nicht septierten Einzelzellen, die durch Sprossung entstanden sind und sich nicht
voneinander getrennt haben. Eine weitere Erscheinungsform sind Chlamydosporen. Diese
dickwandigen, kugelférmigen Zellen haben einen Durchmesser von circa 9 um und werden
von Pseudohyphen oder Hyphen gebildet. Als Dauersporen wachsen sie im nahrstoffarmen
Milieu mit geringem Glucoseangebot. Sie sind ein wichtiges Unterscheidungsmerkmal von
C. albicans zu anderen Hefen.

2.2.2 Vaginalkandidose

Es gibt circa 150 Arten der Gattung Candida, wobei nur wenige humanpathogen sind. In etwa
90-95 % der Félle wird die Vaginalkandidose durch C. albicans verursacht, in 2-5 % durch
Candida glabrata und daneben durch ungefdhr 10 weitere Arten, z. B. Candida krusei,
Candida tropicalis, Candida guilliermondii, Candida parapsilosis, Candida kefyr (7).

C. albicans ist ein saprotropher Keim, der als opportunistischer Krankheitserreger (8) unter
dem Einfluss préadisponierender Faktoren wie zum Beispiel Schwangerschaft, Diabetes
mellitus oder Antibiotikaeinnahme zur Entwicklung einer manifesten Infektion fihren kann
(9; 10). In der Schwangerschaft, vor allem im dritten Trimenon, erhoht sich die Inzidenz einer
vulvovaginalen Kandidose bis auf das doppelte (11). Der hohe Ostrogenspiegel und der damit
einhergehende Anstieg des Glycogengehaltes in den Epithelzellen schaffen giinstige
Bedingungen fiir den Hefepilz, welcher selbst Ostrogenrezeptoren besitzt. In in vitro-
Experimenten wirkten Ostrogene beschleunigend auf das Wachstum von C. albicans (12). Je
nach Alter, Geschlecht, Zahnstatus und Gesundheit sind 20-90 % der untersuchten Menschen

intestinal von Candida-Arten besiedelt (13), ohne dass Krankheitssymptome auftreten. Die
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vaginale Kolonisation weist bei gesunden, pramenopausalen, nicht schwangeren Frauen eine
Héaufigkeit von etwa 10-20 % (14).

Die Pathogenese der Erkrankung wird kontrovers diskutiert. Eine gestorte Balance zwischen
Mikroorganismen des vaginalen Milieus scheint jedoch eine wichtige Rolle zu spielen. Im
Allgemeinen wird davon ausgegangen, dass am Anfang der Candida-Infektion die Adharenz
des Pilzes an das Epithel steht. Es kommt dann zur Multiplikation mit Filamentation und
Hyphenbildung. Bei der Anheftung kdnnten adhdsive Polysaccharide eine wichtige Rolle
spielen. Im Folgenden produziert Candida Enzyme wie Phospholipasen und Proteinasen. Es
kommt zur Gewebeschédigung, zur Penetration und Ausldsung einer Entziindungsreaktion
(15).

Die vulvovaginale Kandidose tritt meist im geschlechtsreifen Alter auf. Circa 75 % aller
Frauen erkranken mindestens einmal in ihrem Leben an einer vulvovaginalen Kandidose (16),
wobei 40-45 % der Frauen wiederholt und 5 % chronisch betroffen sind (17). Die manifeste
Infektion &uRert sich durch ein Odem und Erythem im Bereich der Vulva, sowie weiflliche,
abwischbare Auflagerungen im Vaginalbereich und einem weillen, wéssrigen bis ,,cottage-
cheese“-artigen Ausfluss. Als Symptome treten Juckreiz und Brennen auf. Der vaginale
pH-Wert ist in der Regel unverandert (18; 19).

2.2.3 Behandlung der Vaginalkandidose

Die Vaginalkandidose kann lokal oder systemisch behandelt werden. Fir die lokale Therapie
werden Polyene (Nystatin oder Amphoterin B), Imidazole und Ciclopiroxolamin-Vaginalia
(in Form von Cremes oder Zapfchen) und fir die orale Therapie Triazole verwendet. Die
Behandlungsergebnisse sind bei allen Praparaten nahezu gleich. Wegen der besseren
Compliance werden bei der akuten Kandidose oft orale Triazole bevorzugt (20). Die
Heilungsquote einer akuten C. albicans-Vaginitis betragt bei einer lokalen Therapie mit

Polyen- oder Azolantimykotika nach 4-6 Wochen etwa 75-80 %.
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2.3 Abwehrmechanismen des Korpers

2.3.1 Angeborene und erworbene Immunabwehr

Zum Aufgabenbereich des Immunsystems gehort sowohl die Abwehr von Krankheitserregern
als auch der Erhalt der Struktur korpereigener Gewebe durch die Eliminierung alternder,
entarteter oder infizierter Zellen und die Stimulation der Wundheilung. Man unterscheidet die
angeborene von der erworbenen Immunitét (21). Beide Systeme ergdnzen sich und arbeiten
sowohl mit humoralen als auch mit zellularen Komponenten.

Die angeborene Immunitat ist fur die frihe Abwehr von Krankheitserregern verantwortlich.,
Sie ist phylogenetisch alter und zur unmittelbaren Immunantwort in der Lage, da sie auf
direktem Wege aktiviert wird. Sie ist unspezifisch, das heif3t sie unterscheidet nicht zwischen
unterschiedlichen Pathogenen, sondern erkennt fiir Krankheitserreger typische Strukturen,
sogenannte Pathogen-assoziierte molekulare Muster (engl. Pathogen-associated molecular
patterns, PAMPs). Dadurch kann es korperfremde und korpereigene Strukturen grob
unterscheiden (22). Die unspezifische Immunitét wird vor allem durch genetische Faktoren
bestimmt. Deshalb bestehen in der Resistenz gegeniiber pathogenen Mikroorganismen
zwischen Individuen des gleichen Stammes relativ wenige Unterschiede, mehr jedoch
zwischen den verschiedenen Spezies und Stammen (23). Im Gegensatz zur erworbenen
Immunitét entwickelt die angeborene Immunitét kein erregerspezifisches Gedachtnis. Sie ist
bei evolutiondr niederen Lebewesen der alleinige Abwehrmechanismus. Nur Vertebraten
verfiigen {iber eine ,zweite Linie“ der Abwehr, die erworbene Immunitét, die auf
antigenspezifisch arbeitenden Immunzellen basiert (24). Das erworbene Immunsystem kann
nicht-l6sliche Antigene (z. B. Bakterien, Pilze) nicht erkennen und setzt daher eine
,Prozessierung™ dieser Antigene durch das unspezifische System voraus. Im Idealfall sollte
die Immunabwehr das eindringende Pathogen eliminieren, das Wirtsgewebe aber dabei nicht
beschéadigen. Durch entziindliche Reaktionen wird das Wirtsgewebe im Rahmen der Abwehr
jedoch oftmals beschadigt bzw zerstort. Grund hierfir ist, dass die gegen den eindringenden
Erreger gerichteten Abwehrstoffe, zum Beispiel Proteasen, Sauerstoffradikale oder Zytokine
wie der Tumornekrosefaktor-o. (TNF-o) nicht strukturspezifisch wirken und somit auch
Gewebe des Wirtes angreifen. Hierbei koénnen systemische und zum Teil todliche
Schadigungen auftreten, die durch eine unbalancierte Freisetzung von eigentlich
wirtsprotektiven Zytokinen, insbesondere Interleukin-1 (IL-1) und TNF-o zustande kommen
(Cytokine storm, Sepsis) (25; 26).
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2.3.2 Abwehr von Schleimhautinfektionen

Epitheliale Zellen besitzen neben ihrer jeweiligen organspezifischen Funktion und der Rolle
als mechanische Barriere zur Umgebung eine wichtige Bedeutung innerhalb des angeborenen
Immunsystems, da sie als erste Zellen des Koérpers in Kontakt mit pathogenen Keimen
kommen. Durch die Bindung unspezifischer, unterschiedlichen Mikroorganismen
gemeinsamer Antigene an sogenannte Mustererkennungsrezeptoren (Pattern recognition
receptors, PRR), insbesondere toll-like Rezeptoren, werden die Epithelzellen stimuliert,
Zytokine zu sezernieren. Mustererkennende Rezeptoren kdnnen nicht erkennen, ob es sich um
potentiell pathogene oder symbiontische Mikroorganismen handelt. Die genauen
Mechanismen, die ermdglichen, dass ein Wirtsorganismus nicht-pathogene Mikroorganismen
toleriert, sind bisher noch nicht geklart (25). Die nach Kontakt der PAMPs mit den
Epithelzellen ausgeschutteten Zytokine wirken sowohl auf benachbarte Zellen als auch auf
Zellen des Immunsystems. Weitere Zellen, die zur angeborenen Immunitét beitragen, sind
Phagozyten (neutrophile Granulozyten und Monozyten/Makrophagen), Natirliche
Killerzellen und Dendritische Zellen. Die Interaktion dieser Zellen mit dem Pathogen, z. B.
Candida, hat vor allem zwei Wirkungen: erstens eine direkte antimikrobielle Aktivitat und
zweitens eine regulatorische Aktivitat, welche durch die Synthese von Zytokinen die
Chemotaxis, Proliferation und Differenzierung von Zellen des angeborenen und adaptiven
Immunsystems unterstitzt. Spezifische, von Zellen der angeborenen Immunabwehr gebildete
Zytokine fihren zu qualitativ unterschiedlichen adaptiven T-Helfer (Th)-Zellantworten (ThO,
Thl, Th2). Die von pathogenspezifischen differenzierten Th-Zellen produzierten Zytokine
mobilisieren und aktivieren Effektorzellen und helfen pathogenspezifischen Plasmazellen bei

der Bildung opsonierender, protektiver Antikdrper.

2.3.3 Zytokine

Zytokine sind induzierbare, wasserlosliche, heterogene Proteinmediatoren mit einem
Molekulargewicht von ~15-30 kDa, die in Zielzellen oder den sie produzierenden Zellen
spezifische, Uber Rezeptoren vermittelte Wirkungen ausuben. Der Wirkungsbereich der
Zytokine umfasst sowohl die Regulation der Hamatopoese als auch die Kontrolle tber
Vorgange, die der Entwicklung und Regeneration von Gewebe dienen. Andere Zytokine

wirken vor allem auf den Funktionszustand reifer Zellen, indem sie Immun- und
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Entzindungsreaktionen vermitteln und zur Abwehr von pathogenen Keimen und maligner
Entartung beitragen. Die meisten Zytokine diffundieren nach ihrer Sekretion in die néhere
Umgebung und beeinflussen die Funktionen der sie sezernierenden Zellen (autokriner Effekt)
oder benachbarter Zellen (parakriner Effekt). Ahnlich wie die Hormone binden Zytokine in
sehr niedriger Konzentration mit hoher Affinitit an spezifische Rezeptoren der Zielzellen.
Bestimmte Zytokine werden durch zahlreiche verschiedene Zelltypen produziert. Ein
bestimmtes Zytokin kann auf viele unterschiedliche Zelltypen einwirken (pleiotroper Effekt).
Zytokine induzieren oder inhibieren die Synthese und Sekretion anderer Zytokine, sodass
komplexe Wechselwirkungen entstehen. Verschiedene Zytokine kdnnen hierbei auch gleiche
Effekte induzieren.

Die Synthese und Sekretion von Zytokinen ist ein vorubergehendes, in der Regel nur kurze
Zeit dauerndes Ereignis. Im nicht-kodierenden 3'-Ende der Zytokin-mRNA findet sich bei
vielen ein gemeinsames Muster (AUUU), das zur Instabilitdt der RNA beitragt und somit zu
einer kurzen Halbwertszeit fuhrt. Die Zellen reagieren auf die Einwirkung von Zytokinen mit
der Bildung von mRNA und der Synthese von Proteinen. Dieser VVorgang dauert Stunden
(23). Im Weiteren werden Zytokine beschrieben, die in der vorliegenden Arbeit untersucht
wurden (23; 26):

Interleukin-1 (IL-1)

Die biologischen Aktivitaten von Interleukin-1 (IL-1) werden durch zwei Formen, IL-1a und
IL-1B, vermittelt. Diese stimmen zwar in ihrer Aminosduresequenz nur zu 26 % Uberein,
binden jedoch an die gleichen Rezeptoren und entfalten deshalb identische biologische
Wirkungen. IL-1 wird vorwiegend von Makrophagen und Monozyten, aber auch von T-, B-
und NK-Zellen, Granulozyten, Epithelzellen, Fibroblasten und Endothelzellen sezerniert. Die
Produktion von IL-1 kann durch bakterielle Endotoxine, Pilze und andere Zytokine (TNF-a)
stimuliert werden. IL-1 ist, ahnlich wie TNF-a ein wichtiger Mediator der unspezifischen
Entziindung und wirkt somit proinflammatorisch. Es aktiviert T-Zellen, steigert die
Proliferation von B-Zellen und die zytotoxische Aktivitat von NK-Zellen und wirkt als starker

Chemoattraktant fur Leukozyten. IL-1 bewirkt die Freisetzung von IL-6 und IL-8.

Interleukin-8 (IL-8)
Interleukin-8 (IL-8) ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 8 kDa. Es ist ein
Mediator einer akuten Entziindung, ein starkes Chemoattraktant fiir neutrophile und basophile

Granulozyten sowie T-Zellen und bewirkt deren Aktivierung und Adhésion.
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Granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF )

GM-CSF wird von aktivierten T-Zellen, Makrophagen, Endothelzellen, Fibroblasten,
Epithelzellen u.a. sezerniert. Es stimuliert Wachstum und Differenzierung von Myeloblasten,
Monoblasten und anderen hamatopoetischen Vorlauferzellen, aktiviert entsprechende reife

Formen und hat chemotaktische Wirkung auf Neutrophile und andere Zellen.

Tumornekrosefaktor-a (TNF-a)

In niedriger Konzentration wirkt TNF-a. im 6rtlich umschriebenen Bereich als parakriner und
autokriner Regulator von Leukozyten und Endothelzellen und tradgt zur gegen
Mikroorganismen gerichteten Entziindung bei. TNF-a aktiviert zudem Neutrophile und
begiinstigt deren Adhésion an das Endothel und ihr Eindringen ins Gewebe. Uber seine
Einwirkung auf das Gefallendothel kann es Schocksymptome und hdmorrhagische Nekrosen
gewisser Tumoren induzieren. Die Toxizitat von Eosinophilen und Makrophagen gegenuber

Parasiten wird durch TNF-a verstarkt.

2.4 Zytokinexpression bei Candida-Infektionen

Die Vaginalschleimhaut stellt eine wichtige Quelle pro-inflammatorisch wirksamer Zytokine
dar (27; 28). Wahrend des initialen Kontaktes zwischen dem Pathogen und dem Wirt
(Keratinozyten) bei lokalen Kandidosen kommt es zur Freisetzung von Zytokinen, welche flr
die Anziehung und Migration von Effektor-Zellen (Leukozyten) in das epitheliale Gewebe
wichtig sind (29).

Mehrere Studien Uber systemische Kandidosen haben gezeigt, dass die Manifestation
systemischer Infektionen vom dominanten Zytokin-Profil abhéngt. Eine durch Zytokine
stimulierte Thl-Zell-Reaktion fiihrt zu Resistenz und zu einer protektiven Immunitat,
wéhrend eine Th2-Antwort mit erhohter Anfélligkeit assoziiert ist (30).

Auch bei Infektion oraler und vaginaler Schleimhdute bei verschiedenen Maus- und
Rattenmodellen wurde eine erhthte Expression von Chemokinen und die Induktion einer
protektiven Thl-Zytokin-Antwort durch C. albicans gezeigt (31; 32; 33; 34; 35; 36; 37).
Bezlglich der einzelnen Zytokine konnte gezeigt werden, dass bei oraler Kandidose IL-1a
und IL-8 exprimiert werden (38). Desweiteren konnten nach Kontakt von Keratinozyten mit
C. albicans in in vitro-Versuchen signifikant hohere Level von IL-1a, TGF-a und bFGF

gemessen werden (39). Die C. albicans-Infektion einer rekonstituierten humanen Haut
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induzierte die de novo-Expression der proinflammatorischen Zytokine IL-8 und GM-CSF
(40).

Die Hohe des Anstieges der Zytokin-mRNA-Produktion ist von der Virulenz des Erregers
abhangig. An einem in vitro-Modell der oralen Kandidose konnte gezeigt werden, dass der
hochvirulente C. albicans-Stamm, verglichen mit weniger virulenten Candida-Stammen, zum
starksten Anstieg der mRNA von IL-8 und GM-CSF fihrte (27). Desweiteren konnte,
stimuliert durch die experimentelle C. albicans-Infektion, eine vermehrte Transkription von
IL-1o, IL-18 und TNF-a nachgewiesen werden. Dies ist in vivo mit einer protektiven Thl-
Zytokinantwort sowie mit Chemotaxis und Aktivierung von Makrophagen, Neutrophilen und
Lymphozyten verbunden (41; 42; 30).

2.5 Lactobacillen

Lactobacillen werden zu den sog. Probiotoka gezahlt. Nach der Definition von Salminen et
al., 1998, sind dies mikrobielle Zellzubereitungen oder Bestandteile von mikrobiellen Zellen,
die positive Effekte auf Gesundheit und Wohlbefinden des Wirtes haben (43). Lactobacillen
sind Teil der normalen oralen, intestinalen und urogenitalen Mikroflora. Sie leben bevorzugt
im sauren Milieu, zu dem sie ihrerseits durch die Produktion von Milchséure und anderen
Sauren beitragen (44). In vielen Nahrungsmitteln sind Lactobacillen enthalten, zum Beispiel
in Milch, Kése, Joghurt und anderen Milcherzeugnissen, in Rohwurst oder in Brot- und
Backwaren.

Es gibt viele Studien Uber und ein breites medizinisches Anwendungsspektrum von
Lactobacillen. Sie finden Verwendung in der Therapie der Lactoseintoleranz (45; 46; 47), der
durch Rotaviren induzierten Diarrhoe (48), der Antibiotika assoziierten Clostridium difficile-
Colitis (49) und zeigen therapeutischen und préventiven Effekt bei durch Antibiotika
ausgelosten Diarrhoen (50; 51) oder durch Strahlentherapie hervorgerufenen intestinalen
Nebenwirkungen (48). AuBerdem konnten in Studien positive Effekte bei der Therapie (52;
53) und Pravention (54; 55) atopischer Erkrankungen nachgewiesen werden.

Die vaginale Flora pramenopausaler Frauen besteht hauptséchlich aus Lactobacillen (3; 56).
Nachdem sich ein Zusammenhang zwischen vaginalen Infektionen und einer Reduktion des
Lactobacillenanteils auf der Vaginalschleimhaut zeigte (57; 58; 59), konnten in weiteren
Studien sowohl préaventive (60; 61; 62; 63; 64; 65; 66) als auch therapeutische (67; 68; 69)
Wirkungen der Lactobacillen auf die vaginale Kandidose nachgewiesen werden. Zur
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Erklarung dieser protektiven Wirkung werden verschiedene Mechanismen der Lactobacillen
diskutiert. Zum Beispiel konnte das Anheften und somit Blockieren von (spezifischen)
Rezeptoren an der Epitheloberflache (67; 68; 69; 70; 71; 72; 73; 74; 75; 64; 76; 77), das
Aufrechterhalten eines niedrigen pH in der Vagina, der das Wachstum von pathogenen
Keimen verhindert (70; 71; 72), die Produktion antimikrobieller Substanzen wie Milchsaure,
Wasserstoffperoxid und Bakteriozinen (73; 74; 75; 76; 70; 77) oder die Produktion eines
Biofilms, der die Adhéasion von pathogenen Keimen verhindert (78; 79), eine Rolle spielen.
Ein weiterer Mechanismus, mit welchem Lactobacillen das Epithel schiitzen, ist die Fahigkeit
bestimmter Lactobacillen, Aggregate untereinander und mit C. albicans zu bilden (80).

Es gibt mehrere Studien, die eine Adhé&sionsfahigkeit verschiedener Lactobacillus-Stdmme an
Vaginalepithelzellen gezeigt haben (81; 82; 83; 84; 56). Hierbei konnte beobachtet werden,
dass Lactobacillen vom Stamm rhamnosus den Hefepilz C. albicans vom Epithel verdrangten
(85) und dessen Wachstum verhinderten (67). Die molekularen Mechanismen, durch welche
sich Lactobacillen an Epithelzellen anheften, sind noch unbekannt. In mehreren Studien
wurde vermutet, dass die Lactobacillus-Adhérenz durch Proteine vermittelt wird (86; 87; 88),
wéhrend in anderen eine Rolle von Lipoteichonsduren (89), Kohlenhydraten und
Glycoproteinen (90; 91; 84) angenommen wurde. Die Rezeptoren der Vaginalepithelzellen fur

Lactobacillen scheinen Glycolipide zu sein (84).

2.5.1 Lactobacillus rhamnosus GG

Lactobacillus GG gehort zur Gruppe der Milchséurebakterien und ist unter den Lactobacillen
der Art rhamnosus zugeteilt. Lactobacillus GG (LGG) wurde von den amerikanischen
Universitatsprofessoren Sherwood L. Gorbach und Barry R. Goldin der Boston School of
Medicine Mitte der 1980er Jahre entdeckt (92; 93) und in der amerikanischen
Stammsammlung hinterlegt (ATCC 53103). Es ist ein grampositives und katalasenegatives,
stdbchenformiges Bakterium und waéchst in einem Temperaturbereich zwischen 15 °C und
45 °C, optimal bei 37 °C, und in einem pH-Bereich von 4,0 bis 7,0. Es gilt als das am besten
untersuchte probiotische Milchs&urebakterium (94; 95).

Wie fast alle Bakterien besitzt es eine Zellwand, die ihm die &ufere Gestalt verleiht. Als
grampositives Bakterium besitzt es ein 20-28 nm dickes Peptidoglycan-Gerist, das als
Hauptstruktrurkomponente die Zelle umgibt. Dieses Peptidoglycan-Makromolekul, das auch

Murein (,,Mauerwerk®) genannt wird, ist aus vielen langen Glycanketten (Zuckerpolymeren),
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die durch Oligopeptide kovalent vernetzt sind, aufgebaut. Die Zellwand besteht aus mehreren
Lagen dieser Mureinnetze und ist sehr stabil. Bei grampositiven Bakterien macht die
Zellwand bis zu einem Drittel der Bakterienmasse aus, bei den gramnegativen Bakterien
hingegen betrégt der Anteil nur zehn Prozent.

Grampositive Bakterien synthetisieren anionische Polymere, die kovalent an das
Peptidoglykan gebunden sind oder mit einem Lipidanker an der AuRenseite der
Zytoplasmamembran verankert sind. Diese Polymere bilden einen wichtigen Bestandteil des
bakteriellen Exoskeletts und lassen sich aufgrund ihrer molekularen Diversitat in
Wandteichonsauren (wall teichoic acid, WTA) und Lipoteichonsauren (lipoteichoic acid,
LTA) einteilen. Die Abbildung 1 zeigt den schematischen Aufbau der grampositiven

Zellwand.
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Abbildung 1: Schematischer Aufbau der grampositiven Zellwand. Die Zellwand ist relativ
dick, besteht aus vielen Lagen von Mureinnetzen und ist durchsetzt mit Lipoteichonséuren,

die quer durch die Peptidoglycan-Schichten verlaufen.

2.5.2 Lipoteichonsauren

Lipoteichonséuren (LTA) sind amphiphile, negativ geladene Glycolipide, die in den meisten
grampositiven Bakterien gefunden werden konnen. Den Hauptbestandteil des Molekdils bildet
eine hydrophile, lineare, 1,3-verknipfte Polyglycerolphosphat-Kette, die sich durchschnittlich
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aus 16-40 Glycerolphosphatmolekiilen zusammensetzt. Bei Staphylococcus aureus sind die
Glycerolphosphat-Einheiten zusatzlich noch mit D-Alanin substituiert. Die Kette ist kovalent
uber einen Phosphodiester mit dem hydrophoben, kleineren Teil des Molekils verknupft,
einem Glycolipid, welches die Lipoteichonsdure in der Zytoplasmamembran verankert.
Lipoteichonséuren ragen durch Poren der Mureinschicht aus der Bakterienzellwand heraus.
Sie scheinen wichtige Funktionen in der Physiologie der Zellwand auszuiben. Sie sollen die
Aktivitaten von Autolysinen (96; 97), die Bindung von Kationen, die fir Enzymfunktionen
erforderlich sind (98; 99; 100; 101) und die elektromechanischen Eigenschaften der Zellwand
(102) beeinflussen. Sie sind wichtig fir die Adhdrenz der Bakterien und kdnnen die
Aktivierung des Komplementsystems im menschlichen Immunsystem bewirken, das eine
Entzlindungsreaktion hervorruft (103). Die Struktur der Lipoteichonsdure, insbesondere des

Glycolipids, kann bei den verschiedenen Bakteriengattungen variieren.

2.5.3 S-Layer

Der S-Layer (surface-layer) stellt in der Regel den duBersten Zellwand-Bestandteil dar und
kann je nach Organismus unterschiedliche Funktionen, z. B. Formgebung, Schutz erfullen. Er
wird aus Proteinen gebildet, welche Schichten mit einem symmetrisch angeordneten Gitter
formen und sowohl untereinander als auch an andere Zellwandkomponenten nichtkovalent
gebunden sind. Man nimmt an, dass die Bindungsstarke der einzelnen Monomere
untereinander groRer ist, als die Bindung an die darunter liegende Zellwandkomponente. In
Experimenten mit isolierten Hullprotein-Monomeren wurde nachgewiesen, dass S-Layer
neben der Zelloberflache auch an anderen Oberflachen, an Phasengrenzen oder spontan in

Suspensionen rekristallisieren kénnen (104).

2.5.4 Exopolysaccharide

Interaktionen  zwischen Bakterien und menschlichen Wirtszellen werden durch
Oberflachenstrukturen der Zelle vermittelt, insbesondere Proteine und Polysaccharide.
Extrazellulare  Polysaccharide von Bakterien koénnen an Zellmembran-  bzw.
Zellwandkomponenten angehangt sein, wie z.B. Lipopolysaccharide (LPS) und

Lipoteichonsduren. Sie konnen aber auch eine Kapsel um die Zellen formen, wie die
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Kapselpolysaccharide (CPS) oder aber freigesetzt werden wie die Exopolysaccharide (EPS)
(105). Polysaccharide stellen eine heterogene Gruppe von Polymeren dar, deren funktionelle
Eigenschaften durch ihre strukturellen Charakteristika bestimmt werden. Diese konnen sich
im Molekulargewicht, im Saccharidverbindungstyp, im Grad der Verzweigung und in der
chemischen Zusammensetzung unterscheiden (106). Entsprechend ihrer Zusammensetzung
kénnen Exopolysaccharide in Homo- und Heteropolysaccharide eingeteilt werden.

Die Fahigkeit der Exopolysaccharid-Produktion ist weit verbreitet unter Bakterien und
weniger verbreitet unter Hefen (107). Die meisten lebensmitteltauglichen Mikroorganismen,
so auch Lactobacillen, sind in der Lage, Exopolysaccharide zu bilden (108; 109; 110).
Exopolysaccharide scheinen nicht als Nahrungsreserve zu dienen, da die meisten
Exopolysaccharid-produzierenden Bakterien nicht in der Lage sind, das Exopolysaccharid,
welches sie produzieren, zu degradieren (111).

Von Pflanzen gebildete Polysaccharide finden bereits eine breite Anwendung in der Industrie.
Hier werden sie u.a. als Verdickungsmittel, Stabilisator und Geliermittel verwendet. Einige
von Lactobacillen produzierte Exopolysaccharide bieten potentielle gesundheitsfordernde
Eigenschaften, wie zum Beispiel Cholesterol-senkende Aktivitaten (112) und anti-ulcerdse-
Effekte (113). Sie sollen prébiotische (114) und gegen Tumoren gerichtete Wirkungen haben
(115; 116) sowie immunomodulatorisch wirken (117). Das Exopolysaccharid von
Lactobacillus rhamnosus RW-9595M stimuliert Interleukin 6, Tumornekrosefaktor und
Interleukin 12 bei immunkompetenten Zellen des Menschen und der Maus (118).

Das in dieser Arbeit verwendete Exopolysaccharid wird durch den Stamm Lactobacillus
sanfranciscensis TMW 1.392 aus Saccharose produziert. Es besteht zu mehr als 95% aus
Fructose (Polyfructan) und ist vom Levantyp (-2,6 Fructan). Der o0.g. Stamm ist an der
Fermentation von Sauerteig beteiligt, und flir das gebildete Fructan konnte in in vitro-
Untersuchungen eine prabiotische Eigenschaft nachgewiesen werden. Dabei konnte gezeigt
werden, dal das Levan von L. sanfranciscensis das Wachstum von Bifidobakterien
préaferentiell fordert (119; 120).

2.6 Ziel der Arbeit

In vielen Studien konnte bereits ein protektiver Effekt von lebenden Lactobacillen beziglich
einer vaginalen Candida-Infektion gezeigt werden. Jedoch wurde bisher nicht nachgewiesen,

welche Komponenten der Bakterien oder welche Mechanismen zu diesem Effekt beitragen.
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Da sowohl die Zellwand der Lactobacillen als &uf3ere Hulle der Bakterien als auch von
Lactobacillen produzierte Faktoren in erster Linie mit dem Epithel und dem Hefepilz in
Kontakt kommen, ist es Ziel dieser Arbeit, die Auswirkung von Lactobacillus-Bestandteilen,
insbesondere der Zellwand, sowie von Exopolysaccharid auf die Vaginalkandidose zu
beurteilen. Hierzu werden die zellularen Veranderungen histologisch und biochemisch sowie
die immunologische Reaktion des Epithels molekularbiologisch untersucht. Durch die
Ergebnisse sollen Erkenntnisse zur Wirkungsweise der Lactobacillen bei diesem
Krankheitsbild gewonnen werden sowie Ansatzpunkte fur eine klinische Anwendung

einzelner Lactobacillus-Substanzen bei der VVaginalkandidose identifiziert werden.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Das Vaginalschleimhautmodell

Als Modell fiir die Vaginalschleimhaut wurde ein rekonstituiertes humanes Epithel der Firma
Skinethic (Nizza, Frankreich) verwendet. Dieses ist in Ultrastruktur und Funktionalitdt dem
menschlichen Epithel in vivo &quivalent. Die Zellen entstammen der Zelllinie A431, die aus
einem humanen Epidermoidkarzinom der Vulva gewonnen wurde. Sie werden auf einem
0,5 cm? grolRen Polycarbonatfilter, der als Dermisersatz dient, funf Tage lang in einem
chemisch definierten Medium angeziichtet und bilden ein mehrschichtiges, unverhorntes
Epithel.

In den hier durchgefiihrten Versuchen betrug die Dicke des Epithels am 6. Tag 41 um
(Versuchsreihe 1), 85 um (Versuchsreihe 2) bzw. 80 um (Versuchsreihe 3). Die Viabilitat lag
im MTT-Test bei OD=0,897 (Versuchsreihe 1), OD=1,017 (Versuchsreihe 2) bzw. OD=0,938
(Versuchsreihe 3). Die 0,5 cm? groRen Vaginalschleimhautmodelle befanden sich jeweils in
einem Plastikinsert und waren in Agarose-Nahrlosung eingebettet. Aus dieser wurden die
Inserts herausgenommen und in 1,0 ml chemisch definiertes, antimykotika- und serumfreies
MCDB 153 Spezialmedium (Clonetics, San Diego, USA) gestellt. Nach Zugabe der zu
testenden Substanzen bzw. der Kontrollsubstanz wurde das rekonstituierte humane
Vaginalepithel (RHVE)-Modell bei 37 °C, 5% CO, und 100 % Luftfeuchtigkeit in einem

Brutschrank (Heraeus, Hanau, D) inkubiert.

3.2 Herstellung und Praparation der Testsubstanzen

Es wurden acht verschiedene Substanzen in ihrer Wirkung auf die experimentelle Candida-
Infektion des Vaginalepithels getestet: Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) in abgettteter
Form (hitzeinaktiviert), einzelne Zellwandbestandteile (Zellwandfragmente,
Lipoteichonséure,  Peptidoglycan,  Peptidoglycan/Lipoteichonsdure),  s&urebehandelte
(Lipoteichonséure-freie) Lactobacillus rhamnosus GG, Lipoteichonsdure von Staphylococcus
aureus und ein Exopolysaccharid, das ein Syntheseprodukt von Lactobacillus
sanfranciscensis LTH2590 (TMW1.392) ist. Als Negativkontrolle wurde PBS
(phosphate-buffered saline, Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, USA) verwendet.
Die Herkunft und Herstellung der Testsubstanzen wird im Folgenden beschrieben.
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3.2.1 Einstellung der Keimdichte und Abtétung der Lactobacillen

Als probiotischer Keim wurde Lactobacillus rhamnosus GG verwendet. Dieser wird als
Nahrungserganzungsmittel in Kapselform von der Firma InfectoPharm Arzneimittel und
Consilium GmbH, Heppenheim, D vertrieben. Laut Hersteller enthélt eine Kapsel mindestens
5 x 10° gefriergetrocknete lebensfahige Lactobacillen. Der Inhalt einer Kapsel wurde in
1.000 pul Raumtemperatur-warmes PBS gegeben und eingerdihrt.

Um eine definierte Keimdichte zu erreichen, wurde ein Tribungsvergleich unter Verwendung
des Trlbungsstandards nach McFarland (121) durchgefihrt. Eine gewisse Konzentration von
Bakterien in einer Suspension bewirkt eine bestimmte Triibung, die in einem Densitometer
(Eppendorf, Hamburg, D) gemessen werden kann. Die LGG-Suspension wurde in einem
Glasrohrchen durch Zugabe von PBS unter Vergleich der Triubung auf den
McFarland Tribungsstandard 0,5 eingestellt. Dies entspricht einer Lactobacillen-
Konzentration von 1,5 x 10 Keimen/ml.

AnschlieRend wurde die Lactobacillen-Suspension 15 Minuten bei 90 °C im Thermomixer
comfort (Eppendorf, Hamburg, D) inkubiert und die Milchsaurebakterien somit abgetotet.

Um die Inaktivierung der Lactobacillen zu tberpriifen, wurde ein Teil dieser Suspension auf
eine MRS-Agar-Platte aufgetragen. Nach Kultivierung konnte kein Wachstum der Bakterien

nachgewiesen werden.

3.2.2 Herstellung der Zellwandfraktionen von Lactobacillus rhamnosus GG

Das Vorgehen zur Herstellung der Lactobacillus-Zellwandfraktionen erfolgte in Anlehnung
an das von Chan et al, 1985 beschriebene Procedere (89).

Zur Anzichtung und Aufreinigung der Lactobacillen wurde eine Kapsel Lactobacillus GG in
20ml MRS Broth (Difco, Sparks, Maryland, USA) gel6st und {ber Nacht im
Schittelinkubator bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe von 6 Liter MRS Broth wurde die
Zellsuspension 24 Stunden bei 37 °C erneut inkubiert. Anschlielend wurde diese siebenmal
mit PBS gewaschen: Hierzu wurde die Suspension jeweils zentrifugiert (1. Zentrifugieren:
Beckman J-6 centrifuge (Beckmann, Munchen, D): 3.000 rpm, 20 min, 22 °C;
2. Zentrifugieren: Hermle Z 383K (Hermle, Wehingen, D): 3.000 rpm, 15 min, 22 °C;
3.-7. Zentrifugieren: Hermle Z 513K, 5.000 rpm, 15 min, 22 °C ), der Uberstand verworfen

und der Bodensatz wiederum in PBS geldst. Der zuletzt gewonnene Bodensatz wurde ein
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weiteres Mal in PBS geldst und in gleichen Mengen auf vier GefaRRe verteilt, um mittels der
unten beschriebenen Verfahren die Fraktionen Zellwandfragmente von LGG, Peptidoglycan
und Lipoteichonsdure von LGG, Peptidoglycan von LGG sowie aus dem vierten Teil

Lipoteichonséure von LGG und saurebehandelte Lactobacillen zu gewinnen.

3.2.2.1 Zellwandfragmente

Zur Herstellung der aus Zellwandfragmenten von Lactobacillus rhamnosus GG bestehenden
Fraktion wurden die aufgereinigten Lactobacillen in 10 Ultraschallzyklen (UP 200S
Ultraschallprozessor, Dr. Hielscher GmbH, Teltow, D) von jeweils 30 Sekunden Dauer
behandelt und zwischen den Zyklen mit Eis gekuhlt, anschliefend bei 23 °C mit 7.000 x g fur
10 min zentrifugiert (Hermle Z 382K). Der Uberstand wurde verworfen und der Bodensatz in
einer Losung von 10 ml [20 mM Tris (pH 7,4)-8 mM MgCl,], 10 mg RNAse A (Sigma,
Steinheim, D) und 1,5 pl Desoxyribonuclease | (Sigma) suspendiert. Dieser Ansatz wurde bei
37 °C fur drei Stunden inkubiert, dann dreimal mit PBS gewaschen: hierzu wurde jeweils die
Suspension zentrifugiert (Zentrifuge: Hermle Z 383K: 12.000 x g, 10 min, 23 °C), der
Uberstand verworfen und der Bodensatz wiederum in PBS gel6st. Nach dem dritten
Zentrifugieren wurde der Bodensatz in 5 ml PBS resuspendiert und als Zellwandfragmente
enthaltende Fraktion bei -20 °C aufbewahrt.

Die Behandlung der Lactobacillen-Suspension mit Ultraschall dient dem Zellaufschluss. Die
DNAse I, die aus dem Pancreas der Kuh stammt, schneidet doppelstrdngige oder
einzelstrangige DNA zu einer Mischung von Mono- und Oligonucleotiden, mit 5°- oder
3'-OH-Enden. Diese katalytische Aktivitat ist von divalenten lonen abhéngig. In Anwesenheit
von Mg " hydrolysiert die DNAse | jeden Strang zufallig und unabhangig.

Ribonuclease A ist eine Endoribonuclease, die einzelstraingige RNA am 3'-Ende von
Pyrimidin-Resten schneidet. Sie degradiert die RNA in 3 -phosphorylierte Mono- und
Oligonucleotide. Mit Hilfe der DNAse | und RNAse A und dem anschliefenden Waschen mit
PBS soll sowohl DNA als auch RNA aus der Probe eliminiert werden.

Die nach diesen Behandlungsschritten gewonnene Suspension enthélt sowohl Fragmente der
Zellmembran als auch sémtliche Komponenten der Zellwand wie Peptidoglycan,
Lipoteichonséure, Wandteichonséure sowie zellmembran- und zellwandassoziierte Proteine
(S-Layer).
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3.2.2.2 Peptidoglycan und Lipoteichonsaure

Um als Testsubstanz eine aus Peptidoglycan und Lipoteichonsdure bestehende Fraktion von
Lactobacillus rhamnosus GG zu erhalten, wurde zunéchst in gleicher Weise verfahren wie bei
der Herstellung der Zellwandfragmente. Im Anschluss an diese Schritte wurde der so
gewonnene Bodensatz in 20 ml PBS mit 1% SDS (sodium dodecyl sulfate, Merck,
Darmstadt, D) fiir 4 Stunden bei 100 °C erhitzt, dreimal mit PBS gewaschen (Verfahren wie
oben beschrieben, verwendete Zentrifuge: Hermle Z 383K, 12.000 x g, 10 min, 22 °C) und
dialysiert. Hierzu wurde ein dinnwandiger Schlauch (Visking® dialysis tubing 20/32,
Durchmesser 16 mm, MWCO (molecular weight cut off) 12.000-14.000, Porendurchmesser
25A, Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, D) aus in Wasser gequollener Zellulose, der
tags zuvor abgekocht wurde, verwendet. Ein Ende des Schlauches wurde verknotet, der
Schlauch mit der bearbeiteten Lactobacillen-Suspension beflllt und anschlieBend auch das
andere Schlauchende verknotet. Der so verschlossene Schlauch wurde in 1 Liter 1 %iges
bovines Serum Albumin (BSA), gel6st in destilliertem Wasser, gelegt. Nach 18 Stunden unter
stdndigen Rihren eines Magnetrihrers in der Kihlkammer bei 4 °C wurde der Schlauch
herausgenommen, der Inhalt abgefillt, mit PBS gewaschen, in 5 ml PBS resuspendiert und als
Peptidoglycan und Lipoteichonséure von Lactobacillus rhamnosus GG enthaltende Fraktion
bei -20 °C aufbewahrt.

Das Natriumdodecylsulfat (SDS), welches durch Veresterung von Schwefelsdure mit
Dodekanol entsteht, ist ein Molektl mit einem lipophilen Schwanz und hydrophilen Kopf. Es
lagert sich an Proteine an und unterbricht nicht-kovalente Bindungen, wodurch die Proteine
ihre native Form (Konformation) verlieren. Die Anionen von SDS binden an die
(Haupt) Peptidkette mit einem Verhaltnis von einem SDS Anion pro zwei Aminosaure-Reste.
Dies verleiht dem Protein eine negative Ladung, die proportional zu der Masse des Proteins
ist (ungeféhr 1,4 SDS pro Gramm Protein) und die signifikant groRer als seine Originalladung
ist. Die elektrostatische AbstoRung, die durch die Bindung des SDS erzeugt wird, fuhrt dazu,
dass sich die Proteine entfalten. Durch das Erhitzen der Proben werden die Proteine ebenfalls
denaturiert, sodass sie sich entfalten.

Die Dialyse ist ein Prozess, bei dem Substanzen in Ldsung durch ihr unterschiedliches
Molekulargewicht getrennt werden. Die Dialyseschlduche sind semipermeable Membranen,
die eine Gel-dhnliche Struktur haben. Die treibende Kraft ist der Konzentrationsunterschied
zwischen den zwei Losungen an den beiden Seiten der Membran. Die in dem Schlauch

enthaltenen Molekiile mit einer molaren Masse unter der des Porendurchmessers der
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Membran des Schlauches diffundierten somit durch seine Wand und verteilten sich in dem
Gesamtvolumen. Da das Volumen der Losung aulRerhalb des Schlauches erheblich groRRer war
als das in dem Schlauch, wurde die Konzentration der urspringlich vorhandenen kleineren
Molekdile auf ein vernachléassigbares MaR reduziert. BSA hat ein Molekulargewicht von circa
66.000 g/mol und kann deshalb nicht die Membran des Dialyseschlauches permeieren. SDS
hingegen mit einem Molekulargewicht von 288 g/mol diffundiert durch die Membran, lagert
sich an das BSA an und wird somit aus dem Inneren des Schlauches entfernt. Durch die
Behandlung mit SDS konnten die S-Layer-Proteine der Lactobacillen-Zellwand entfernt
werden. Peptidoglycane und Lipoteichonséuren hingegen konnten den Dialyseschlauch nicht

verlassen und sind daher Hauptbestandteil dieser Fraktion.

3.2.2.3 Peptidoglycan

Zur Gewinnung der aus Peptidoglycanen bestehenden Fraktion aus Lactobacillus
rhamnosus GG wurde zundchst wiederum wie zur Herstellung der Fraktion aus
Zellwandfragmenten von Lactobacillus rhamnosus GG vorgegangen. Der so gewonnene
Bodensatz wurde mit SDS behandelt, wie fir die Gewinnung der aus Peptidoglycan und
Lipoteichonséure bestehenden Fraktion von Lactobacillus rhamnosus GG beschrieben, und
anschlieBend mit 10 ml 0,1 N H,SO,4 30 min inkubiert. Nach Neutralisation mit NaOH wurde
die Suspension zentrifugiert (Hermle Z 383K, 12.000 x g, 10 min, 22 °C), zweimal mit
destilliertem Wasser gewaschen (Verfahren wie bei Waschen mit PBS, s.0., Zentrifuge:
Hermle Z 383K, 12.000 x g, 10 min, 22 °C) und 72 Stunden in 41 destilliertem Wasser
dialysiert (Visking® dialysis tubing 20/32, Durchmesser 16 mm, MWCO (molecular weight
cut off) 12.000-14.000, Porendurchmesser 25 A, Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
D). Zuletzt wurde das Dialysat zentrifugiert (Hermle Z 383K, 12.000 x g, 10 min, 22 °C) und
der Bodensatz in 5 ml PBS gel0st.

Durch die Behandlung mit Schwefelsdure wurden die sdurelabilen Komponenten der
Suspension entfernt, wie zum Beispiel Lipoteichonsdure, so dass Peptidoglycane als

Bestandteil dieser Fraktion Ubrig blieben.
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3.2.2.4 Lipoteichonsaure

Um Lipoteichonsdaure (LTA) aus Lactobacillus rhamnosus GG zu isolieren, wurden 8,4 g der
wie oben beschrieben gewonnenen Lactobacillen-Suspension (siehe 3.2.2) eine Stunde lang in
24 g 100 %igem Phenol gekocht. AnschlieRend wurde die Suspension zentrifugiert, zweimal
in PBS gewaschen, in PBS suspendiert und Gber Nacht unter Ruhren bei 4 °C gegen Wasser
dialysiert. Zum Schluss wurde das Dialyse-Produkt zentrifugiert und der Bodensatz in 5 ml

PBS aufgenommen.

3.2.3 Lipoteichonsaure-freie Lactobacillen

Zur Praparation Lipoteichonsdure-freier Lactobacillen wurden 4,7 g der aufgereinigten
Lactobacillen-Suspension mit 15 ml 0,1 N H,SO, 3 min inkubiert und anschliefend mit
NaOH neutralisiert, zentrifugiert und dreimal mit destilliertem Wasser gewaschen (Verfahren
s.0., Zentrifuge: Hermle Z 383K, 8.000 x g, 10 min, 22 °C). Danach wurde der Bodensatz in
5ml PBS resuspendiert. Durch die Behandlung mit Séure wurden die sdurelabilen
Komponenten der Lactobacillen, unter anderem Lipoteichonsdure, aus der Bakterienwand
entfernt.

3.2.4 Lipoteichonsaure von Staphylococcus aureus

Zum Vergleich der Wirkung von Lipoteichonsauren verschiedener Herkunft wurde neben der
Lipoteichonsdure von Lactobacillus rhamnosus GG die von Staphhylococcus aureus als
weitere Testsubstanz verwendet. Sie wurde von der Firma Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
bezogen und in einer Konzentration von 50 pug/ml, die durch Zugabe von PBS eingestellt

wurde, eingesetzt.

3.2.5 Exopolysaccharid von Lactobacillus sanfranciscensis

Das verwendete Exopolysaccharid (EPS) wird von Lactobacillus sanfranciscensis LTH2590

(TMW1.392) aus Saccharose synthetisiert. Der Lactobacillus-Stamm spaltet durch das Enzym
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Levansucrase die Saccharose, wobei er die freiwerdende Glucose als Energiequelle nutzt und
uber den Pentose-Phosphat-Weg abbaut, wahrend er die Fructose zu einem Exopolysaccharid
polymerisiert. Dieses ist ein Homopolymer vom Levantyp (3-2,6 Fructan) und hat nach
Dialyse ein Molekulargewicht von >2 x 106 Dalton. Das Exopolysaccharid wurde als
Trockensubstanz (Uberlassen von Korakli, M., TU Minchen) (122) in PBS suspendiert und
auf eine Konzentration von 10 g/l eingestellt.

3.3 Synchronisation der C. albicans-Stamme

Fur die Infektion des RHVE-Modells wurde der C. albicans-Stamm SC5314 verwendet. Zur
Synchronisation wurde der eingefrorene Stamm aufgetaut und mit einer Platinimpfdse auf
Kimmig-Agar-Platten (Merck, Darmstadt, D) ausgestrichen und fiir 24 Stunden bei 37 °C in
einem Inkubator (Heraeus, Hanau, D) angeziichtet. Von den gewachsenen Kolonien wurde
eine dicke Ose abgenommen und in 5ml steriler, 0,9 % Natriumchlorid (NaCl)-Lésung
suspendiert, gevortext (Gerat: Snijders, Tilburg, Niederlande) und anschliefend 10 Minuten
bei 1500 U/min zentrifugiert (Sigma 3-18 K). Der Uberstand wurde abgekippt und der
Waschvorgang mit jeweils 10 ml 0,9 % NaCl-Losung zweimal wiederholt. Im Folgenden
wurde der Bodensatz in 5 ml NaCl-Ldsung resuspendiert und mit Hilfe einer Neubauer-
Zéhlkammer die Zellzahl ermittelt. Nach entsprechender Verdinnung mit NaCl wurden
2x10° Zellen/ml in autoklaviertes YPD-Medium (Yeast-Extract-Peptone-Dextrose,
Hefeextract-Pepton-Glukose, Difco, Detroit, USA) eingesat und 24 Stunden bei 37 °C und
150 U/min im Schuttelinkubator (Innova 4230, New Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA)
inkubiert. Am folgenden Tag wurde eine erneute Zellzdhlung durchgefiihrt, die C. albicans-
Suspension wurde auf 4 x 10°Zellen/ml mit NaCl-Lésung verdinnt, in YPD-Medium
eingesat und wiederum bei 37 °C und 150 U/min fur 24 Stunden im Schittelinkubator
inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Suspension zentrifugiert, der Uberstand verworfen und
dreimal mit jeweils 10 ml PBS gewaschen. Daraufhin wurde die Zellzahl bestimmt und mit
PBS auf 4 x 10" Zellen/ml verdinnt. Zur Infektion des RHVEs wurden hiervon je 50 pl

verwendet.
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3.4 Versuchsaufbau: Infektion und Inkubation des Schleimhautmodells

Die einzelnen RHVEs wurden mit je 50 pl einer Suspension, welche jeweils eine der
folgenden Fraktionen enthielt, inkubiert: Zelllwandfragmente, Peptidoglycan und
Lipoteichonséure, Peptidoglycan, Exopolysaccharid, Lipoteichonsédure von Lactobacillus
rhamnosus GG, Lipoteichonséure von Staphylococcus aureus, hitzeinaktivierte Lactobacillen,
Lipoteichonséure-freie Lactobacillen und als neutrale Kontrollsubstanz PBS. Nach
12 Stunden Inkubation wurde jede Schleimhautprobe mit 50 ul C. albicans-Suspension
infiziert. Nach weiteren 12 Stunden wurde das Epithel einschliellich  der
Polycarbonattragerschicht mit Hilfe eines Skalpells aus dem Plastikinsert geldst und halbiert.
Der eine Teil wurde in Karnovsky-Ldsung fixiert und fur die histologische Untersuchung
aufbereitet, der andere Teil wurde schockgefroren und bei -80 °C bis zur Weiterverarbeitung
mittels Reverser Transkiptase-Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR) aufbewahrt. Der
Uberstand wurde abpipettiert und fiir die Laktatdehydrogenase (LDH)- Bestimmung
verwendet.

Der oben beschriebene Versuchsablauf wurde auch in umgekehrter Reihenfolge durchgefihrt:
die RHVEs wurden zu Versuchsbeginn mit dem C. albicans Wildtyp SC5314 infiziert und
12 Stunden inkubiert, im Anschluss daran mit den jeweiligen Testsubstanzen bzw. zur
Kontrolle mit PBS behandelt und weitere 12 Stunden inkubiert.

Zur Kontrolle wurde bei jedem Versuchsdurchgang eine Schleimhautprobe 24 Stunden nur
mit der neutralen Substanz PBS inkubiert.

Die beschriebene Versuchsanordnung wurde in gleicher Weise dreimal durchgefihrt.

3.5 Lichtmikroskopie

3.5.1 Fixierung und Einbettung der Schleimhautproben

Fur die histologischen Untersuchungen wurden die Proben fur fiinf Stunden bei 4 °C in eine
nach Karnovsky modifizierte Losung gelegt. Diese setzt sich aus 2,5 %iger Glutaraldehyd-
(Serva, Heidelberg, D) und 2,0 %iger Formaldehyd-L6dsung (Merck) in 0,1 M Phosphatpuffer
(Merck) zusammen. Der pH-Wert der Losung betrégt 7,3. Nach Ablauf der funf Stunden
wurde die Loésung bei Raumtemperatur abpipettiert. Daraufhin wurden die Schleimh&ute
dreimal gewaschen, indem jeweils 0,1 M Phosphatpuffer zugegeben und nach 15 min wieder

abpipettiert wurde. Anschlieend wurden die Proben 60 Minuten bei Raumtemperatur mit
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1% Osmiumtetroxid (OsO4, Serva)-Losung in 0,1 M Phosphatpuffer nachfixiert und zweimal
mit 0,1 M Phosphatpuffer gewaschen. Danach wurden die Epithelien flr jeweils 15 Minuten
in Losungen steigender Alkoholkonzentrationen (30, 50, 70, 90, 100 %) (Apotheke der
Innenstadtkliniken der LMU, Minchen, D) gelegt, was zur Entwésserung der Schleimhaut
fiihrte. Zur Einbettung wurde die Glycidethereinbettung nach Luft (123) angewendet: Hierzu
wurde eine aus zwei Komponenten bestehende Kunstharzlésung hergestellt, wobei sich die
eine Komponente aus 100 ml Glycidether (Serva) und 89 ml Methylnadicanhydrid (Serva),
die andere aus 62 ml Glycidether (Serva) und 100 ml Dodecanylbernsteinsaureanhydrid
(Serva) zusammensetzte. Die Komponenten wurden im Verhéltnis 3:2 gemischt und mit
1,5 % p-Dimethylaminomethylphenol (Serva) als Polymerisationsbeschleuniger versetzt. Es
folgten drei Schritte, in denen die Epithelien jeweils in Mischungen aus Kunstharz und
Ethanol (1. Schritt: Verhéltnis 1:1 fur 1 Stunde, 2. Schritt: Verhaltnis 2:1 fiir 2 Stunden) bzw.
in reines Kunstharz (fur 3 Stunden) gegeben wurden. Hierauf wurde die reine
Kunstharzlosung erneuert und die Proben dber Nacht bei 4 °C gekihlt. Am folgenden Tag
erfolgte die Entfernung des Restalkohols aus den Proben, indem sie eine Stunde lang auf
37 °C erwarmt wurden. Danach wurden die Schleimhéute unter dem Lichtmikroskop (Zeiss,
Oberkochen, D) mit einer Rasierklinge zerteilt und in Einbettungsformen, die mit flussiger
Kunstharzldsung gefullt worden waren, gelegt. Zur Aushértung des Kunstharzes wurden diese
7 Tage bei 60 °C in einen Inkubator (Heraeus) gestellt.

3.5.2 Lichtmikroskopische Aufbereitung

Nachdem die Kunstharzblocke ausgehéartet waren, wurden sie getrimmt (Ultracut, Reichert,
Wien, Osterreich). Im Folgenden wurden mit einem Ultramikrotom (Ultracut, Reichert)
Semidinnschnitte von 1 um Dicke hergestellt und diese mit einer Mischung (Verhaltnis 1:4)
aus 1% Pyronin G-Lo6sung (Merck) und 1% Toluidinblau (Merck), gepuffert mit
1% Dinatriumtetraborat, fur 5 Minuten bei 60 °C auf einer Heizplatte (Medax, Minchen, D)
gefarbt. Die gefarbten Schnitte wurden bei 60 °C getrocknet und bei 400facher VergroRRerung

lichtmikroskopisch (Zeiss, Oberkochen, D) ausgewertet.
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3.6 Reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion

3.6.1 RNA-Extraktion

Die RNA-Extraktion wird in funf Schritten durchgefiihrt: Homogenisation, Phasentrennung,
RNA-Prézipitation, Waschen der RNA und Losen der RNA. Fir den ersten Schritt
(Homogenisation) wurde zu den bei -80 °C schockgefrorenen Proben je 1 ml peqGOLD
RNAPure (PegLab, Erlangen, Deutschland) hinzugegeben, welches Phenol und
Guanidinisothiozyanat in einphasiger Losung enthalt. Daraufhin wurden die Proben jeweils
zwei Minuten mit dem Ultraturrax (IKA T25, Staufen, D) behandelt, um die Zellen
aufzuschlieBen und eine homogene Suspension zu erhalten. Um die Dissoziation der
Nukleotidkomplexe zu gewahrleisten, wurden die Proben anschlieRend fir funf Minuten bei
Raumtemperatur stehengelassen. Als nachster Schritt folgte die Phasentrennung. Hierzu
wurden die Proben mit 200 pl Chlorophorm versetzt, 30 Sekunden lang mit Hilfe des Vortex
durchmischt und zehn Minuten lang bei Raumtemperatur stehengelassen. Daran schloss sich
eine funfminutige Zentrifugation (Zentrifuge: Biofuge Fresco, Heraeus, Hanau, Deutschland)
bei 12.000 U/min an, die zur Trennung der Proben in drei Phasen flihrte: eine untere gelbe
Phenol-Chloroform-Phase, eine obere, farblose wassrige Phase und eine dazwischenliegende
Interphase. Wahrend die DNA und die Proteine sich in den unteren beiden Phasen befinden,
reichert sich die RNA in der obersten Phase an. Zur RNA-Prazipitation wurde die obere Phase
in ein neues Roéhrchen pipettiert und mit 0,5 ml Isopropanol (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D)
versetzt. Das Gemisch wurde 15 Minuten bei Raumtemperatur stehengelassen und
anschlieBend fir zehn Minuten bei 12.000 x g in der Kihlzentrifuge (Biofuge Fresco) bei
4 °C zentrifugiert. Dadurch wurde die RNA ausgefallt und am Boden des Roéhrchens sichtbar.
Der Uberstand wurde vorsichtig mit einer Pipette abgezogen und verworfen. Es folgte das
Waschen der RNA. Hierflr wurde 1 ml 75 %iges Ethanol zum RNA-Pellet gegeben und zehn
Minuten bei 12.000 U/min und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
abpipettiert und der Waschvorgang wiederholt. Um die RNA zu l6sen, wurde das RNA-Pellet
leicht getrocknet (Thermomixer comfort, Eppendorf, Hamburg, D), und mit 1 pl RNAse OUT
Ribonuklease Inhibitor (Invitrogen, Karlsruhe, D) und 8 pl Diethylpyrocarbonat (DEPC) -
Wasser (Sigma) versetzt. Dadurch wurde die enzymatische Zersetzung der RNA durch
RNAsen verhindert. Die RNA-Proben wurden bei -80 °C gelagert.
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3.6.2 Photometrische Messung der RNA-Konzentration

Die RNA-Konzentration der Proben wurde mit Hilfe eines Photometers (Biophotometer,
Eppendorf, D) bestimmt. Hierzu wurde zunéchst ein Nullabgleich gegen 1 pl Lésung von
RNAse Inhibitor in DEPC-Wasser, die dem Verhaltnis der Proben entspricht, verdinnt mit
99 ul DEPC-Wasser, durchgefiihrt. Im Anschluss daran wurde jeweils 1 pl RNA-Probe mit
99 ul DEPC-Wasser verdlnnt, in eine Kunststoffkuvette (Uvette, Eppendorf, D) gegeben und
die Proben bei 260 nm und 280 nm vermessen. Somit erhielt man die RNA-Konzentration der
jeweiligen Probe und konnte so den Verdinnungsfaktor berechnen, um 1 pug RNA fiir die
Reverse Transkriptase (RT)-Reaktion zu erhalten. An dem Verhéltnis der Absorption bei
260 nm und 280 nm lasst sich erkennen, ob die RNA mit Proteinen, Guanidinisothiocyanat
oder Phenol kontaminiert ist, was zu einer Stérung der RT-Reaktion fiihren kdnnte.
Optimalerweise sollte das Verhéltnis zwischen 1,7 und 2,0 liegen, anderenfalls sollte sich ein

weiterer Waschschritt mit Ethanol anschlief3en.

3.6.3 DNAse-Verdau

Fur den DNAse-Verdau und die anschlieRende RT-Reaktion wird 1 pg RNA eingesetzt. Diese
wird mit 1 pl 10 x Reaction Buffer (Invitrogen) und 1 pl DNAse | Amplification Grade
(Invitrogen) versetzt und mit DEPC-Wasser auf 10 pl aufpipettiert. Die Mischung wurde
15min  bei Raumtemperatur ~ inkubiert. ~ AnschlieRend  wurde 1 pl 25 mM
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) hinzugegeben, um Uberschissige Metallionen zu
binden. Es folgte eine zehnmindtige Erhitzung bei 65 °C (Thermocycler, Biometra,
Gattingen, D) um die DNAse | zu inaktivieren. Im Anschluss daran wurden die Proben auf
4 °C (Thermocycler) gekinhilt.

3.6.4 RT-Reaktion

Die RT-Reaktion dient der Umschreibung der mRNA in cDNA und wurde unter Verwendung
des 1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) (Roche, Mannheim, D) durchgefihrt.
Nach dem DNAse-Verdau wurden die Proben jeweils mit 1 pl Oligo-p(dT) Primer und

1 ul H,O versetzt. Nach 5 min, in denen sich der Primer an die mRNA anlagern konnte,
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wurden folgende Komponenten hinzugefiigt: 4 pl Transcriptor RT Reaction Buffer (5x),
0,5 ul Protector RNAse Inhibitor (40 U/ul), 2 ul Deoxynucleotide Mix (10 mM) und 0,5 pl
Transcriptor Reverse Transcriptase. Diese Mischung wurde Kkurz gevortext und
abzentrifugiert. Daraufhin wurden folgende Inkubationsschritte in einem Thermocycler
(Biometra) durchgefiihrt: 30 Minuten bei 55 °C, um die mRNA in cDNA umzuschreiben und
5 Minuten bei 85 °C, um die Reaktion zu beenden. Zuletzt wurden die Proben auf 4 °C
abgekdihlt. Die 20 pl cDNA-L6sung wurden mit 180 ul DEPC-Wasser verdinnt, sodass fur
die PCR insgesamt 200 pl cDNA-L6sung zur Verfligung standen

3.6.5 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

3.6.5.1 Prinzip der PCR

Die Methodik der PCR wurde 1985 von Kary Mullis entwickelt und ermdglicht den Nachweis
selbst sehr kleiner Mengen an DNA. Sie verlauft in drei Schritten, die zyklisch wiederholt
werden: Denaturierung, Hybridisierung und DNA-Synthese. Im ersten Schritt wird die Ziel-
DNA (template) durch Erhitzen auf 94-100 °C denaturiert und somit in DNA-Einzelstrange
aufgetrennt (Abb+ildung 2). Bei der Hybridisierung lagern sich die zugegebenen Primer an
die komplementaren Enden der einzelstrangigen template-DNA an. Dies geschieht bei
45-65 °C, der Annealing (Anlagerungs)-Temperatur (Abbildung 3). Bei der DNA-Synthese
verlangert die hitzestabile Tag-DNA-Polymerase in Gegenwart von
Desoxyribonucleosidtriphosphaten (ANTPS) bei einer Temperatur von 72 °C, von dem Primer
ausgehend, den komplementéren zweiten DNA-Strang entlang der templates (Abbildung 4).
Dieser dreischrittige Zyklus wird ungefahr 30-60 mal wiederholt, wobei jedes Mal eine
Verdoppelung der durch das Primer-Paar definierten Ziel-Sequenzen stattfindet. Nach Ablauf
von n Zyklen erhalt man somit maximal 2" doppelstrangige Kopien der template-DNA.
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Abbildung 2: Denaturierung: Der DNA-Doppelstrang trennt sich bei Temperaturen von
rund 94-100 °C in seine Einzelstrange auf (nach (124)).

template-DNA

Abbildung 3: Hybridisierung: Primer binden an jeden der beiden Einzelstrange an genau
den Stellen, an denen die Kopie der DNA beginnen soll (nach (124)).

template-DNA

Taq DNA- Primer 1

Polymerase

Primer 2

Abbildung 4: DNA-Synthese: Tag-Polymerasen verlangern den Primer mit den ebenfalls
zugesetzten DNA-Einzelbausteinen. So wird die einzelstrdéngige DNA wieder zum
Doppelstrang komplettiert (nach (124)).


http://www.roche.de/diagnostics/infektionsdiagnostik/zoom.htm?pcr_elonga_010_gr_jpg&sid=f6910ecc75d6941a8e5f1d51b5b857df
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3.6.5.2 Quantitative realtime-PCR mit dem LightCycler

Der LightCycler

Die quantitative realtime-PCR wurde mit dem Roche-LightCycler (LightCycler 1.0, Roche
Diagnostics, Mannheim, D) durchgeftihrt. Dieser besitzt eine Thermokammer, in welcher sich
ein software-gesteuerter rotierender Glaskapillarenhalter befindet. Die PCR und die
Fluoreszenzmessung finden in optisch klaren Borsilikat-Glaskapillaren statt, die durch Luft
abgekihlt beziehungsweise erhitzt werden. Durch die Verwendung von Luft, mit ihrer
geringen Wérmekapazitat als Warmetrager und dem groRen Oberflachen-Volumen-Verhaltnis
der Glaskapillaren ist eine schnelle Veranderung der Temperatur und somit Verkurzung der

Phasendauer maoglich.

Fluoreszenzoptische Bestimmung der DNA-Menge mit Hilfe des SYBR®-Green I-
Fluoreszenzfarbstoffes

Mit Hilfe der Echtzeit-PCR im LightCycler lasst sich die Genexpression quantitativ erfassen.
Die Amplifikation der DNA wird hierbei mit der quantitativen Bestimmung der template-
DNA-Menge durch fluoreszenzoptische Methoden kombiniert. Hierzu wird ein
Fluoreszenzfarbstoff (SYBR® Green, Invitrogen, Karlsruhe, D) verwendet, der durch eine
Blaulicht (470 nm) emittierende Diode angeregt wird (Abbildung 5). Der Farbstoff lagert sich
in die minor groove (kleine Furche) doppelstrangiger DNA ein. Durch diese Bindung wird die
emittierte Fluoreszenz bei gleicher Anregungsintensitat um das 800 bis 1000fache erhoht
(Abbildung 6). Wahrend der Elongation binden mehr und mehr Fluoreszenzfarbstoffmolekiile
an die neu-synthetisierte  DNA. Bei kontinuierlichem Reaktionsmonitoring ist ein
Fluoreszenz-Anstieg in Echtzeit zu beobachten, wobei die Intensitat der Fluoreszenz direkt
proportional zu der Menge an doppelstrangiger DNA ist (Abbildung 7). Unter Denaturierung
der DNA in der Phase der Erhitzung werden die Fluoreszenz-Molekiile freigesetzt und das
Fluoreszenz-Signal fallt.

Nach jedem Zyklus wird im LightCycler die emittierte Fluoreszenz gemessen und in Echtzeit
(realtime) in Form einer Kurve, welche die Intensitat der Fluoreszenz gegen die Zykluszahl

graphisch darstellt, aufgezeichnet.



Material und Methoden 32

Abbildung 5: Zu Beginn der Amplifikation beinhaltet der Reaktionsansatz die denaturierte
DNA, die Primer und  den Fluoreszenzfarbstoff. Die ungebundenen
Fluoreszenzfarbstoffmolekdile fluoreszieren schwach, wobei sie ein minimales Fluoreszenz-
Hintergrundssignal produzieren, welches wahrend der Computer-Analyse subtrahiert wird
(nach (125)).

Lichtemission

W

it
RSN N NN SN N N |

Abbildung 6: Nach dem Anlagern der Primer kénnen wenige Fluoreszenzfarbstoff-Molekule
an den Doppelstrangen anbinden. Das Binden an der DNA fiihrt zu einem deutlichen Anstieg
der Lichtemission der SYBR® Green-Molekiile (nach (125)).

Polymerase

Abbildung 7: Waéhrend der Elongation binden zunehmend mehr
Fluoreszenzfarbstoffmolekiile an die neu-synthetisierte DNA. Bei kontinuierlichem

Reaktionsmonitoring ist ein Fluoreszenz-Anstieg in Echtzeit zu beobachten (nach (125)).
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Die Messung und Darstellung der DNA-Menge im zeitlichen Verlauf: die
Amplifikationskurve
Die Anzahl der DNA-Molekiile nach einer bestimmten Anzahl von Zyklen wird durch

folgende Gleichung beschrieben:

N = Nox E"

N: Anzahl der DNA-Doppelstrénge bei einem bestimmten Zyklus
No:  Anfangszahl der DNA-Doppelstrange vor Beginn der PCR
E: Amplifikationseffizienz

n:  Zykluszahl

Bei graphischer Darstellung der Anzahl der DNA-Doppelstrénge bezogen auf die
Zykluszahl n ergibt sich eine Kurve mit einem sigmoiden Verlauf, welcher durch die sich
stdndig veréndernde Effizienz E bedingt ist. Dies ist Folge der sich verschiebenden
Konzentrationsverhéltnisse der Reaktionspartner.

Das Fluoreszenzsignal wird abhédngig von der Zahl der Ausgangskopien erst nach einer
bestimmten Zykluszahl messbar, die umso kleiner ist, je mehr template-DNA sich im
Reaktionsansatz befunden hat. Grund hierfur ist, dass das Signal unterhalb der Sensitivitét des
Fluorimeters liegt.

In der initialen lag-Phase sind relativ zu viele Reaktionsreagenzien wie Polymerase und
Nukleotide, aber relativ zu wenig Substrat, ndmlich Matrizen-DNA, vorhanden.

Im Laufe der Zyklen nimmt die Anzahl der Matrizen-DNA zu, sodass ein ausgewogenes
Verhdltnis von Substrat und Reaktionsreagenzien herrscht. Diese optimalen
Amplifikationsbedingungen herrschen jedoch nur fir kurze Zeit, fir die Dauer von wenigen
Zyklen (log-Phase). Wahrenddessen kommt es zu einer exponentiellen Synthese von DNA.

Im Folgenden wird ein Sattigungspunkt erreicht, ndmlich wenn mehr Matrizen als Enzyme
vorhanden sind. Das exponentielle Wachstum geht in ein lineares Wachstum (ber.
Limitierender Faktor der Reaktion ist schlieBlich die Anzahl der vorhandenen Nukleotide. Die
Amplifikationskurve zeigt ein Plateau, da keine weiteren Kopien mehr angefertigt werden
koénnen (Plateauphase).

Im LightCycler wird fur jede Probe die Fluoreszenz, welche proportional zu der vorhandenen

template-DNA ist, gemessen und jeweils als eine Kurve graphisch gegen die Zykluszahl
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dargestellt. Die Kurve wird umso weiter nach links verschoben, je mehr template-DNA in der

Probe vorhanden war (Abbildung 8).

Abbildung 8: Graphische Darstellung der Kinetik der PCR: Die entstehende Kurven, die
Amplifikationskurven der einzelnen Proben, spiegeln die Kinetik der PCR mit jeweils
exponentiellem Wachstum und, nach einem linearen Verlauf, Ubergang in eine Plateauphase
wider. Die Kurven sind umso weiter nach links verschoben, je mehr template-DNA in der

jeweiligen Probe vorhanden war.

Schmelzkurve

Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green | lagert sich unspezifisch in doppelstrangiger DNA
ein. Deshalb wird nach abgelaufener PCR eine Schmelzkurvenanalyse durchfiihrt, anhand
derer die Fragmentldngen und dadurch die Spezifitat der gebildeten DNA-Doppelstrange

bestimmt werden kann. Bei einer Schmelzkurvenanalyse wird die DNA aufgeschmolzen.



http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Schmelzkurvenanalyse&action=edit&redlink=1
http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Schmelzkurvenanalyse&action=edit&redlink=1
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Hierzu wurden die Proben zunachst auf 65 °C (bzw bei IL-8: 70 °C) abgekihlt, um im
Anschluss mit 0,1 °C pro Sekunde bis auf 99 °C erhitzt zu werden. Dabei wurde gleichzeitig
kontinuierlich die Fluoreszenz gemessen.

Nach einem langsamen Abfall des Fluoreszenzsignals zu Beginn des Temperaturanstieges,
kommt es im Verlauf zu einem steilen Abfall auf nahezu Null. Grund hierfir ist, dass die
jeweiligen als DNA-Doppelstrang vorliegenden Produkte an einem fur sie charakteristischen
Schmelzpunkt zu zwei einzelstréngigen Molekilen denaturiert werden. Je langer und somit in
der Regel spezifischer ein DNA-Produkt ist, desto hoher ist seine Schmelztemperatur. Durch
das Schmelzen werden eingelagerte SYBR®-Green-Molekille freigesetzt, wodurch die
Fluoreszenz sinkt. Mit dieser Methode ist somit eine Unterscheidung zwischen unspezifischen
und spezifischen DNA-Produkten moglich (Abbildung 9).

' ' ' \ ' \ | ' | ' | ik ' ' ' ' ' . ' '
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Abbildung 9: Schmelzkurven der dsDNA (hier des GM-CSF-Gens bzw H,0) verschiedener
im Versuchsaufbau untersuchter Schleimhautproben. Die Schmelzkurven der einzelnen
Proben sind in unterschiedlichen Farben dargestellt. Nach einem zunachst langsamen
kontinuierlichen Abfall des Fluoreszenzsignals zu Beginn des Temperaturanstieges, kommt es
im Verlauf zu einem steilen Abfall auf nahezu Null, wenn die spezifische Schmelztemperatur
der jeweiligen DNA-Produkte erreicht ist. Die Schmelzkurve von H,O zeigt einen friiheren
Abfall, da in dieser Probe unspezische DNA-Produkte mit entsprechend niedrigerer

Schmelztemperatur entstanden sind.
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Schmelzkurvenanalyse

Die LightCycler-Software rechnet das Fluoreszenz/Temperatur-Diagramm in ein Diagramm
um, welches die Fluoreszenzanderung pro Temperaturdnderung (entspricht der negativen
1. Ableitung der Schmelzkurve, mathematisch: -dF/dT) auf der y-Achse gegen die
Temperatur auf der x-Achse graphisch dargestellt. An den Wendepunkten der Schmelzkurven
ist der Fluoreszenzabfall am starksten, die Fluoreszenzstarke &ndert sich am meisten, das
heilt -dF/dT wird maximal. Dies entspricht dem Peak in der Schmelzkurvenanalyse. Bei
dieser Temperatur liegt der fur das PCR-Produkt charakteristische Schmelzpunkt. Bei
gleichartigen PCR-Produkten hat der Peak daher eine eher spitze Form, wohingegen er sich
bei Vorhandensein vieler verschiedener Nebenprodukte breitbasiger und niedriger darstellt.
Die Flache unterhalb des Peaks korreliert ungefahr mit der Menge an spezifischer DNA
(Abbildung 10).
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Abbildung 10: Schmelzkurvenanalyse der Amplifikate nach PCR mit SYBR® Green I. Es
zeigt sich bei 92 °C ein Gipfel, welcher der Schmelztemperatur des gewiinschten Amplifikats
entspricht, sowie bei 85 °C ein breitbasigerer Gipfel, der die Schmelztemperatur des aus

Wasser gebildeten Amplifikats anzeigt.
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Schwierigkeiten in den quantitativen Untersuchungen ergaben sich dadurch, dass SYBR®
Green | unspezifisch doppelstrangige DNA detektiert. Bei geringen cDNA-Konzentrationen
im PCR-Ansatz entstanden neben den gewunschten Amplifikaten vermehrt Primerdimere, in
welche sich der Farbstoff einlagerte. In der folgenden Schmelzkurvenanalyse ergab sich
dadurch ein zweiter Gipfel, welcher nicht die Schmelztemperatur des gesuchten Amplifikates
aufwies (Abbildung 11). Das Vorliegen von stérender doppelstrangiger DNA, die nicht der
Zielsequenz entsprach, machte eine quantitative Auswertung solcher Proben unmadglich. Bei
Einsatz von hdheren Konzentrationen eingesetzter cDNA verschwand der zweite

Schmelzkurvengipfel.

I
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Abbildung 11: Schmelzkurvenanalyse der Amplifikate nach PCR mit SYBR® Green |
(dargestellt in unterschiedlichen Farben) . Es zeigt sich bei 85 °C ein Gipfel, welcher der
Schmelztemperatur des gewinschten Amplifikats entspricht, sowie bei 79 °C bzw. 80 °C
jeweils ein weiterer, deutlich kleinerer Gipfel, der das Vorliegen von stérender
doppelstrangiger DNA zeigt, die nicht der Zielsequenz entspricht und eine exakte

Quantifizierung dieser flr die jeweiligen Proben unméglich macht.
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Durchfihrung der PCR

Zur Herstellung des Reaktionsansatzes fur die quantitative PCR wurde das FastStart DNA
Master”-"*-Kit der Firma Roche verwendet.

Die Zusammensetzung des Versuchsansatzes wurde in Testdurchldufen variiert, bis optimale
Schmelzkurvenanalysen ohne Darstellung von Nebenprodukten erreicht wurden. Der so
experimentell festgestellte optimale Versuchsansatz fiir je eine Probe enthielt je 1 pl H,0,
1pl 20 pM Primer-Paar (Forward, Reverse), 2 pl SYBR®-Green-Reaktionsmix (enthalt
SYBR®-Green, FastStart Tag-Polymerase, Poly-dNTP-Mix, Reaktionspuffer und
1 mM MgCl,) und 6 pl des zu untersuchenden cDNA-Templates.

Eine Glaskapillare pro Lauf enthielt als Negativkontrolle DEPC-Wasser anstatt der template-
DNA. Nachdem die Proben kurz anzentrifugiert worden waren, um das Reaktionsgemisch in
die Spitze der Glaskapillaren zu platzieren, wurden sie in den Probenkranz des LightCyclers
eingesetzt.

Die verwendeten Primer waren bereits im Vorfeld in unserem Labor etabliert worden. Die
Synthese erfolgte durch TIB Molbiol (Berlin, D).

Folgende Primer-Sequenzen wurden verwendet:

GAPDH: 5’-GCA CCACCAACTGCTTAGCACC
3’-GTC TGA GTG TGG CAG GGA CTC

GM-CSF: 5’-GTG GCC TGC AGC ATCTCT GCAC
3’-CCT GGA CTG GCT CCC AGC AGTC

TNF-a: 5’-GGG ACC TCT CTC TAATCAGCC CTC TGG
3’- GAC GGC GAT GCG GCT GAT GG

IL-1o: 5’-CAC TCC ATG AAG GCT GCA TGG
3’-ACCCAG TAGTCTTGC TTT GTG G

IL-1B: 5’-CGATCA CTG AACTGC ACG CTC CG
3’-GGT GAA GTC AGT TAT ATCCTG GCC G

IL-8: 5’-GCAGCT CTG TGT GAA GGT GCA G

3’-GCA TCT GGC AAC CCT ACAACAG

Tabelle 1: Ubersicht tiber die verwendeten Primer
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Fur die verwendeten Primer ergaben sich unterschiedliche optimale Amplifikationszeiten und

Annealing-Temperaturen:

Primer Annealing-Temperatur Amplifikationszeit (sek)
(°C)
GAPDH 72 28
GM-CSF 72 19
TNF-a 72 12
IL-1a 68 10
IL-1B 72 26
IL-8 69 10

Tabelle 2: Amplifikationszeiten und Annealing-Temperaturen der einzelnen Primer
Das Cycle- und Schmelzprotokoll setzte sich folgendermafen zusammen:
1. Denaturierung
Temperatur (°C) Zeit (sek)

Denaturierung 95 600

2. Amplifikation (45 — 50 Zyklen)

Temperatur (°C) Zeit (sek)
Denaturierung 95 10
Annealing Primer-spezifisch (s.0.) Primer-spezifisch (s.0.)
Amplifikation Primer-spezifisch (s.0.) Primer-spezifisch (s.0.)
Fluoreszenzmessung Primer-spezifisch (s.0.) 1

3. Schmelzen

Temperatur (°C) Zeit (sek)
Abkihlung 65 (bzw. bei IL-8: 70) 10
Schmelzen 99 -

Wahrend der Erhitzung auf 99°C (0,1 °C / sek) erfolgte eine kontinuierliche Messung der

Fluoreszenz.
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3.6.6 Identifizierung der PCR-Produkte durch die Gelelektrophorese

Um neben der Schmelzkurvenanalyse mit einer weiteren Methode zu Uberprifen, ob in der
einzelnen Probe tatsachlich nur die cDNA des jeweils gewinschten Zielgens und nicht
verschiedene unerwiinschte Nebenprodukte amplifiziert wurden, wurde im Anschluss an die
Amplifikation bei Stichproben eine Gelelektrophorese durchgefiihrt. Hierbei erfolgte die
Auftrennung der PCR-Produkte entsprechend ihrer Langen im elektrischen Feld. Zur
Herstellung des 1%igen Agarosegels wurde 1 g Agarose (Invitrogen) in 100 g TAE-Puffer
(Tris-Acetat-EDTA; T9650Sigma) suspendiert und durch Erhitzen in der Mikrowelle
(Mikrowelle HMG 3103 Bosch Hausgeréate, Stuttgart) vollstandig gelost und anschlieBend in
Elektrophoresekammern (Elektrophoresegerdat E734 Consort, Turnhout, B) gegossen. Die
Proben wurden mit 1/10 Volumen des Farbstoffmarkers Blue Juice® (Invitrogen, Karlsruhe,
D) versetzt, und das Proben-Farbstoff-Gemisch wurde in die Taschen des Gels pipettiert und
nach Auftragen in die Geltaschen in 1 x TAE-Laufpuffer bei einer konstanten Spannung von
150 V uber 60 min hinweg aufgetrennt.

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel 20 min in einem Ethidiumbromidbad
(Endkonzentration 0,5 pg/ml in TAE-Puffer) geférbt und anschliefend unter UV-Licht bei
einer Wellenlange von 305 nm mit dem UV-Transilluminator (UV-Transilluminator TFX

20M Biometra, Gottingen) ausgewertet und fotografiert.

3.7 Auswertungsmethodik

Relative Quantifizierung

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der LightCycler DataAnalysis-Software von Roche,
Version 3.5, welche die Phase der logarithmischen Amplifikation der PCR ermittelt. Bei
Auswahl der Second Derivative Maximum-Methode berechnet die Software das Maximum
der zweiten Ableitung der Funktion, die die Fluoreszenz F in Abhé&ngigkeit von der
Zykluszahl n beschreibt (mathematisch (dF/dn)/dn). Das Maximum der zweiten Ableitung
stellt den Wendepunkt des Graphen der Funktion dar und wird als Crossing point (Cp)
bezeichnet. Er gibt die Anzahl der Zyklen an, nach der die logarithmische Phase der
Amplifikation beginnt und ist ein indirektes Mal3 dafur, wie hoch die template-DNA-
Konzentration in der Probe ist. Je mehr cDNA in dem Reaktionsansatz vorhanden ist, desto

fruher erreicht die Reaktion diese Phase und desto kleiner ist der Cp-Wert.
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Bei der hier angewendeten relativen Quantifizierung wird die Genexpression eines Zielgens
(target-Gen) auf ein Referenzgen bezogen. Hierfiir wird ein sogenanntes housekeeping gene
verwendet, welches nicht reguliert und somit stabil exprimiert wird. Housekeeping-Gene
kodieren fir Proteine, die fiir den Grundstoffwechsel von Zellen bendtigt werden, zum
Beispiel fur den Glucose-Stoffwechsel. In der vorliegenden Arbeit wurde GAPDH verwendet.
Das relative Verhaltnis von Ziel- und Referenzgen-DNA wird fiir jede Probe und eine
Bezugsprobe (calibrator), die in jeden LightCycler-Lauf aufgenommen wird, bestimmt.
Damit werden die Variationen korrigiert, die durch Unterschiede in der Qualitat und Quantitat
der Nukleinsduren verursacht werden. Als Bezugsprobe wurde eine 24 Stunden mit PBS

inkubierte Schleimhaut verwendet.

Die Berechnung der relativen DNA-Menge eines jeden Ziel- oder Referenzgens erfolgt gemal
der allgemeinen PCR-Gleichung (N=No x E") und basiert auf den Crossing points der

jeweiligen Probe und der Effizienz der PCR Reaktion.

NT = NTO X ETCpT

Ng = Ngo X EgPR

Nt: Relative DNA-Menge eines jeden Zielgens (target gene)
Nto:  Anfangszahl der DNA-Doppelstrange des Zielgens vor Beginn der PCR
E+: Amplifikationseffizienz des Zielgens

CpT: Crossing point des Zielgens

NRg: Relative DNA-Menge eines jeden Referenzgens (reference gene)
Nro:  Anfangszahl der DNA-Doppelstrange des Referenzgens vor Beginn der PCR
Er: Amplifikationseffizienz des Referenzgens

CpR: Crossing point des Referenzgens

Um das auf die Bezugsprobe vereinheitlichte relative Verhaltnis (normalized ratio) zu
berechnen, wird die relative Menge von Ziel- zu Referenzgen-DNA jeder Probe (Nts)Nr(s))
durch das Verhaltnis der Ziel- zu Referenzgen-DNA der Bezugsprobe (Nt(c)/Nr(c)) geteilt.
Hierdurch werden die verschiedenen Sensitivitaten bei der Detektion des Ziel- und Referenz-
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Amplikons korrigiert, die durch unterschiedliches Annealing der Proben verursacht werden.
Nach Umformen (siehe Anhang) ergibt sich folgende Gleichung:
Normalized ratio =
= (No/NRos)) / (Noey/Nro(c)) =
= (ETCPT(C)/ERCPR(C))/(ETCPT(S)/ERCDR(S)) =

= (ETCPT(C)/ERCDR(C)) X (ERCPR(S)/ETCPT(S)) =
= ETCPT(C)-CPT(S) X ERCPR(S)-CDR(C)

Nt:  Anzahl der Zielmolekile am Crossing point

Ng: Anzahl der Referenzmolekile am Crossing point

CpT: Zykluszahl bei Erreichen der Detektionsschwelle des Zielgens = Crossing point des
Zielgens (target gene)

CpR: Crossing point des Housekeepinggens (reference gene)

C: Bezugsprobe (calibrator)

S: jeweilige Probe (sample)

Er: Amplifikationseffizienz des Zielgens

Er: Amplifikationseffizienz des Housekeepinggens

Die optimale Amplifikationseffizienz bei der Polymerasekettenreaktion liegt bei 2, was die
Replikation aller vorhandener templates bedeuten wirde. Tatséchlich ist die Effizienz jedoch
niedriger. Die real-time PCR Effizienz (E) wurde fur die jeweiligen Primer aus den
Steigungen externer Standardkurven, welche aus unterschiedlichen DNA-Verdinnungsstufen
erstellt wurden, nach der Formel E=10"/5%%" pestimmt. Die Effizienzen betrugen fiir
GAPDH: 1,88, GM-CSF: 1,87, TNF-a: 1,93, IL-1a: 1,85, IL-1R: 1,92 und IL-8: 1,94).

3.8 Lactatdehydrogenase-Test

Die Lactatdehydrogenase ist ein Enzym, welches eine zentrale Funktion im anaeroben
Stoffwechsel hat. Sie katalysiert in Gegenwart des Coenzyms NAD+ die Oxidation von
Lactat, das bei der anaeroben Glycolyse gebildet wird. Hierbei entsteht Pyruvat, und der
Elektronencarrier NADH wird regeneriert. Das Enzym ist ein Tetramer, das aus zwei
verschiedenen Polypeptidketten aufgebaut ist. Durch die  verschiedenen

Kombinationsmdglichkeiten dieser Untereinheiten konnen funf verschiedene Isoenzyme
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entstehen, deren Verteilung flr die verschiedenen Organe charakteristisch ist. Kommt es zu
einer Schédigung der Zellen, wie zum Beispiel beim Herzinfarkt, so erhoht sich der LDH-
Spiegel im Serum. Werden die Zellen der Vaginalschleimhaut geschéadigt, so kommt es
ebenfalls zu einer Erhéhung der LDH-Konzentration im Erhaltungsmedium. Diese kann durch
Messung der NADH-Abnahme photometrisch bei 340 nm nach der Wroblewski-La Due-
Methode (126) indirekt bestimmt werden. Nach Beendigung der Inkubation der RHVE
wurden jeweils die LDH-Konzentrationen in den Erhaltungsmedien bestimmt.

3.9 Statistik

Alle Experimente wurden dreimal durchgefihrt. Zur statistischen Auswertung der Resultate
der realtime-PCR wurde die Software REST® 2009 (127) verwendet. Die Ergebnisse sind
graphisch in Form von Whisker-box-plots mit Darstellung des Medians, der Quartilen sowie
der Maximal- und Minimalwerte widergegeben. Als Referenzgen wurde GADPH verwendet,
die Normalisierung der relativen Quantifizierung erfolgte in Bezug auf die RHVE-Proben,
welche fir 24 Stunden mit PBS versetzt worden waren. Statistische Signifikanz der
Ergebnisse, welche hier durch p<0,05 definiert wird, ist jeweils durch das Symbol *

gekennzeichnet.
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4. ERGEBNISSE

4.1 Morphologische Beurteilung der Gewebeproben

Ziel der histologischen Untersuchungen des rekonstituierten humanen
Vaginalschleimhautepithels (RHVE) war die Beurteilung der morphologischen
Epithelveranderungen nach Infektion mit C. albicans und die evtl. Beeinflussung dieser
Verénderungen durch vorherige bzw. nachfolgende Inkubation mit verschieden modifizierten
Lactobacillus GG- Bestandteilen bzw. eines Lactobacillus-Produktes.

Die jeweiligen Versuche wurden drei Mal durchgefiihrt. Pro Epithelprobe wurden mehrere
histologische Schnitte hergestellt und lichtmikroskopisch aufbereitet. Zur besseren
Vergleichbarkeit werden im Folgenden die Bilder einer Versuchsreihe, deren Ergebnisse fir
die morphologischen Veranderungen in den Bildern aller drei Versuchsreihen repréasentativ

erschienen, dargestelit.

4.1.1 Morphologie des nicht infizierten RHVE

Zunachst wurden als Kontrollansatz die morphologischen Verénderungen des RHVE nach
24-stindiger Inkubation mit der neutralen Kontrollsubstanz Phosphate buffered saline (PBS)
betrachtet.

Nach 24-stiindiger Inkubation bei 37 °C, 5% CO, und 100 % Luftfeuchtigkeit in einem
Brutschrank mit PBS nahm die Dicke der Schleimhaut um 1-2 Keratinozytenzellschichten zu.
Die Schleimhaut blieb weitgehend unbeschadigt, insbesondere Odeme oder Nekrosen waren

kaum zu erkennen (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Histologisches Bild eines 24 Stunden mit PBS als Kontrollsubstanz

inkubierten, nicht infizierten, rekonstituierten  Vaginalepithels, bestehend aus
6-8 Zellschichten auf einer Polycarbonattragerschicht. Die Zellen sind weitgehend intakt, es

finden sich kaum Odeme oder Nekrosen. VergroRerung x 400.

4.1.2 Morphologie des RHVE nach Infektion mit C. albicans Wildtyp SC5314

Als Modell der Vaginalkandidose wurde das RHVE mit C. albicans Wildtyp SC5314
infiziert. Analog zu den im Folgenden untersuchten Testsubstanzen wurde das RHVE
zunéchst fur 12 Stunden mit PBS als neutraler Kontrollsubstanz inkubiert. AnschlieRend
erfolgte die Infektion mit C. albicans und eine weitere 12-stiindige Inkubation. Danach wurde
ein histologischer Schnitt gewonnen und dieser nach Farbung lichtmikroskopisch untersucht.

Im histologischen Bild wies das RHVE Gewebeschdden mit 6dematds geschwollenen und
nekrotischen Keratinozyten auf. Zellen l6sten sich aus dem Epithelverband ab. Es kam zur
Bildung von Vakuolen. Die interzelluldren Zwischenrdume waren vergrolert, es zeigte sich
eine Spongiosis der Schleimhaut. Pilzzellen lagerten sich an der Oberflache der Schleimhaut

an, einige drangen in die oberen Epithelschichten ein (Abbildung 13 ).
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Abbildung 13: Histologisches Bild eines 12 Stunden mit C. albicans Wildtyp SC5314
infizierten RHVE. Vakuolen, Odeme sowie Nekrosen in den oberen und teilweise in den
mittleren  Zellschichten, Adhdsion von Hefezellen an der Schleimhautoberfléche.
VergroRerung x 400.

Bei der 24 Stunden mit C. albicans inkubierten Schleimhaut wurde analog zu der Zugabe der
Testsubstanzen in den folgenden Versuchen nach 12 Stunden PBS als Neutralsubstanz
hinzugegeben. Unter lichtmikroskopischer Betrachtung zeigte sich, dass das Vaginalepithel
deutlich starker beschadigt war als bei 12stlindiger Einwirkzeit des Hefepilzes. Keratinozyten
Iosten sich aus dem Zellverband, Vakuolen, teilweise konfluierend, waren bis in mittlere
Zellschichten zu sehen. Desweiteren waren eine deutliche 6dematdse Schwellung sowie
Nekrosen der Schleimhautzellen zu beobachten. Zahlreiche Pilzzellen hafteten an der
Schleimhautoberflache an und drangen bis in die mittleren Epithelschichten ein.

Somit konnten die Hefepilzzellen in Abh&ngigkeit von der Infektionsdauer zunehmend tiefer
in das Epithel eindringen (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Histologisches Bild eines 24 Stunden mit C. albicans Wildtyp SC5314
infizierten RHVE. Starke Schadigung des Epithels, Nekrosen und Odeme mit Adhasion und

Eindringen von Hefepilzzellen bis in die mittleren Zellschichten. Vergroéf3erung x 400.

4.1.3 Morphologie der vorinkubierten, infizierten RHVE

Um die Auswirkungen einer Vorinkubation des RHVE mit den verschiedenen Lactobacillus-
Bestandteilen bzw. eines Lactobacillenproduktes auf die Epithelverdnderungen zu beurteilen,
wurde die Schleimhaut jeweils fur 12 Stunden mit diesen inkubiert, bevor eine 12-stlindige
zusétzliche Inkubation mit C. albicans erfolgte. AnschlieBend wurden die histologisch
aufbereiteten Epithelproben lichtmikroskopisch untersucht und die jeweiligen Verdnderungen
im Vergleich zu der 12 Stunden mit PBS als Kontrollsubstanz vorinkubierten und

anschlieBend mit C. albicans infizierten Schleimhaut beurteilt.

4.1.3.1 Vorinkubation mit hitzeinaktivierten Lactobacillus rhamnosus GG

Die Vorinkubation des Vaginalepithels mit hitzeinaktivierten Lactobacillus rhamnosus GG

vor Infektion durch C. albicans bewirkte im histologischen Bild eine etwas starkere

Schadigung als eine alleinige Infektion mit gleicher Einwirkdauer des Pilzes.
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Lichtmikroskopisch ist zu erkennen, dass die Anzahl der Zelllagen und somit auch die
Epitheldicke vermindert ist. Es finden sich grofiere Vakuolen, nekrotische und 6dematdse
Keratinozyten bis in die mittleren Epithelschichten. Die Basalzellschicht ist weitgehend intakt
(Abbildung 15).

Abbildung 15: Histologisches Bild eines 12 Stunden mit hitzeinaktivierten LGG
vorinkubierten und anschlieRend mit C. albicans Wildtyp SC5314 infizierten RHVE. Odeme,
Nekrosen und Vakuolen bis in mittlere und teilweise untere Zellschichten, Ablésung
oberflachlicher Epithelzellen, Abnahme der Epitheldicke, intakte Basalzellschicht.
VergroRerung x 400.

4.1.3.2 Vorinkubation mit Zellwandfragmenten von Lactobacillus rhamnosus GG

Vor Testung der spezifischen Zellwandkomponenten wurden die Effekte einer
Vorbehandlung des Vaginalkandidosemodells mit der durch Ultraschall fragmentierten
gesamten Zellwand von Lactobacillus rhamnosus GG untersucht. Diese Suspension enthalt
sowohl Fragmente der Zellmembran als auch sdmtliche Komponenten der Zellwand wie
Peptidoglycan,  Lipoteichonsdure, = Wandteichonsdure  sowie  zellmembran-  und

zellwandassoziierte Proteine (S-Layer).
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Im histologischen Bild erschien die Schleimhaut durch vergroRerte interzellulére
Zwischenrdume sowie konfluierende Vakuolen aufgelockert. Es fanden sich zahlreiche
0dematds vergroRRerte und nekrotische Keratinozyten. Die Zeichen der Schadigung waren bis
in tiefe Zellschichten erkennbar. Pilzzellen konnten nicht dargestellt werden (Abbildung 16).
Die Auspragung der Gewebsschadigung in diesem Ansatz geht tber das Ausmal} der nur mit
PBS als neutralen Kontrollsubstanz vorbehandelten und im Anschluss daran infizierten
Epithelprobe hinaus.

Abbildung 16: Histologisches Bild eines 12 Stunden mit ultraschallbehandelten
Lactobacillen (Zellwandfragmente von LGG) vorinkubierten und anschliefend mit
C. albicans Wildtyp SC5314 infizierten RHVE. VergroRerte interzellulare Zwischenrdume
und Vakuolen bis in die basale Zellschicht, dadurch aufgelockert wirkende Schleimhaut.

Zahlreiche Odeme und Nekrosen. VergroRerung x 400.

4.1.3.3 Vorinkubation mit Peptidoglycan von Lactobacillus rhamnosus GG

Die Vorinkubation der Schleimhaut mit Peptidoglycan, dem Hauptbestandteil der Zellwand

von Lactobacillus rhamnosus GG, reduzierte den Gewebeschaden im Vergleich zu der mit
PBS vorbehandelten, infizierten Epithelprobe.
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Bei der mikroskopischen Betrachtung zeigte sich eine auf die oberen Zellschichten
beschrénkte Epithelschaddigung. Hier stellten sich wenige Vakuolen dar, durch Herauslésung
von Zellen aus den oberen Zellschichten kam es zu einer Abnahme der Schleimhautdicke. Die

unteren Zelllagen hingegen waren weitgehend intakt (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Histologisches Bild eines 12 Stunden mit Peptidoglycan von LGG
vorinkubierten und anschlielend mit C. albicans Wildtyp SC5314 infizierten RHVE.
Begrenzung des Epithelschadens auf die oberen Zelllagen mit Vakuolen, Ablésung
oberflachlicher Keratinozyten und dadurch leichter Verminderung der Epitheldicke.

Weitgehend intaktes Epithel in den tieferen Zellschichten. VergréRerung x 400.

4.1.3.4 Vorinkubation mit Lipoteichonsaure von Lactobacillus GG

Als weiterer spezifischer Bestandteil der Bakterienzellwand wurde Lipoteichonséure, welche
durch Phenolbehandlung von Lactobacillus GG gewonnen wurde, in ihrer Wirkung auf eine
anschliel’end ausgeldste Vaginalkandidose untersucht.

Die Epithelschédigung war nach Vorinkubation mit diesem amphiphilen Glycolipid deutlich
starker ausgepragt als bei der mit PBS als Kontrollsubstanz vorbehandelten, infizierten
Schleimhaut. Unter dem Lichtmikroskop konnte eine massive Schadigung des Epithels

beobachtet werden. GroRRe, konfluierende Vakuolen waren bis in mittlere und tiefe



Ergebnisse 51

Zellschichten erkennbar. Es fanden sich zahlreiche 6demattse und nekrotische Keratinozyten
bis in die basale Zellschicht. Die Gewebestruktur war zum Teil aufgehoben. Insgesamt waren
nur wenige Pilzzellen sichtbar, einige waren bis in tiefere Lagen eingedrungen (Abbildung
18).
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Abbildung 18: Histologisches Bild eines 12 Stunden mit Lipoteichonsédure von LGG
vorinkubierten und anschliefend mit C. albicans Wildtyp SC5314 infizierten RHVE. Massive
Schadigung mit Odemen, Nekrosen und groRen, konfluierenden Vakuolen bis in tiefe

Zellschichten, dadurch teilweise Zerstorung der Gewebestruktur. VergréRerung x 400.

4.1.3.5 Vorinkubation mit Lipoteichonsaure von Staphylococcus aureus

Nachdem die Vorinkubation mit Lipoteichonsdure von Lactobacillen zu einer ausgepréagten
Gewebedestruktion geflhrt hatte, wurde zum Vergleich die Auswirkung einer VVorinkubation
mit Lipoteichonsdure von Staphylococcus aureus auf das Vaginalkandidosemodell untersucht.
Im histologischen Bild wirkt die Schleimhaut durch das Ablésen von Keratinozyten aus den
oberen Schichten ausgefranst. Einige Epithelzellen liegen frei im Bild. Zudem finden sich
durch alle Zellschichten hindurch viele Vakuolen und ddemattse sowie nekrotische Zellen.
Die Schleimhautdicke ist aber wegen der d6dematdsen Schwellung der noch vorhandenen

Zellen kaum verandert. Zahlreiche Pilzzellen konnten sich an die Schleimhautoberflache
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anlagern und einige auch eindringen (Abbildung 19). Im Vergleich zum mit Lipoteichonsdure

von Lactobacillus GG vorinkubierten Epithel ist die Schadigung etwas geringer ausgepréagt.

- - .

Abbildung 19: Histologisches Bild eines 12 Stunden mit Lipoteichonséure von
Staphylococcus aureus vorinkubierten und anschliefend mit C. albicans Wildtyp SC5314
infizierten RHVE. Odematés geschwollene Keratinozyten, Nekrosen sowie Vakuolen bis in
die Basalzellschicht. Ablosung zahlreicher oberflachlicher Keratinozyten. Anlagerung von
Pilzzellen an die Schleimhautoberflache, teilweise Eindringen in das Gewebe.

VergroRerung x 400.

4.1.3.6 Vorinkubation mit Lipoteichonsdure-freien Lactobacillus rhamnosus GG

Zur Untersuchung des Einflusses Lipoteichonsaure-freier Lactobacillen auf das
Vaginalkandidosemodell, wurde die Lipoteichonséure als sdurelabile Komponente durch
Behandlung der Lactobacillen mit Schwefelsdure aus der Zellwand entfernt und das RHVE
vor Infektion mit C. albicans mit den so modifizierten Lactobacillen vorinkubiert.

Nach Ablauf der insgesamt 24-stindigen Inkubationsdauer stellte sich unter dem
Lichtmikroskop eine ausgefranst wirkende Schleimhautoberflache dar. Keratinozyten hatten
sich aus dem Epithelverbund herausgelést und lagen frei im Bild. An die

Schleimhautoberflache hatten sich Pilzzellen angelagert, einige konnten auch in das Epithel
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eindringen. Das gesamte Gewebe wirkte durch die VVakuolen und vergroRerten interzelluléren
Rdaume aufgelockert (Spongiosis). Es fanden sich nekrotische und 6dematdse Zellen bis in die
Basalzellschicht (Abbildung 20). Die Schadigung war starker ausgepragt als bei
Vorinkubation mit PBS. Die sdurebehandelten Lactobacillen bewirkten in diesem

Versuchsaufbau somit eine zusatzliche Schadigung des Epithels.
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Abbildung 20: Histologisches Bild eines 12 Stunden mit s&urebehandelten (LTA-freien)
LGG vorinkubierten und anschlieBend fir weitere 12 Stunden mit C. albicans
Wildtyp SC5314 inkubierten RHVE. Ausgefranst wirkende Schleimhautoberflache durch
Herauslésung von Keratinozyten aus dem Epithelverbund. Spongiosis, Nekrosen und Odeme

in allen Zellschichten. VergroRerung x 400.

4.1.3.7 Vorinkubation mit Peptidoglycan und Lipoteichonsaure von Lactobacillus

rhamnosus GG

Wiéhrend die Vorbehandlung mit Peptidoglycan eine protektive Wirkung gegenuber einer
Vaginalkandidose gezeigt hatte, bewirkte die Vorinkubation der Schleimhaut mit einer
Suspension aus Lipoteichonsdure und Peptidoglykan, wie auch die Vorbehandlung mit

Lipoteichonséure alleine, eine massive Epithelschédigung.
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Dabei fanden sich ausgedehnte konfluierende Vakuolen bis in tiefe Zelllagen. Die meisten
Zellen waren 6dematds geschwollen oder nekrotisch mit aufgetriebenen Zellkernen. Dadurch
wirkte die Schleimhaut aufgelockert und in der Breite verdickt (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Histologisches Bild eines 12 Stunden mit Peptidoglycan und
Lipoteichonséure von LGG vorinkubierten und anschlieBend mit C. albicans Wildtyp SC5314
infizierten und erneut 12 Stunden inkubierten RHVE. Grol3e konfluierende Vakuolen, stark
6dematds geschwollene und nekrotische Keratinozyten bis in tiefe Zellschichten, welche das

Epithel aufgelockert und verdickt erscheinen lassen. VergréRerung x 400.

4.1.3.8 Vorinkubation mit Exopolysaccharid von Lactobacillus sanfranciscensis

Da neben Bestandteilen der Zellwand von Lactobacillen auch von diesen gebildete Produkte
mit dem Epithel bzw. bei einer Vaginalkandidose mit den C. albicans-Zellen in Kontakt
kommen, wurden die Effekte einer Vorinkubation des Vaginalkandidosemodells mit dem
Exopolysaccharid von Lactobacillus sanfranciscensis untersucht. Dieses ist ein von
Lactobacillus sanfranciscensis LTH2590 (TMW1.392) aus Sachharose synthetisiertes
Produkt, welches von den Bakterien sezerniert wird.

Bei der Betrachtung der histologisch aufgearbeiteten Schleimhautprobe unter dem
Lichtmikroskop zeigte sich, dass das Epithel nur geringgradig geschadigt war. Es fanden sich
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wenige Nekrosen oder Odeme der Keratinozyten. Die im Anschluss an die Vorinkubation
hinzugegebenen Hefepilzzellen konnten sich nicht an die Schleimhaut anheften, sodass sie bei
der Fixierung weggespiilt wurden (Abbildung 22).

Von allen getesteten Substanzen hat das Exopolysaccharid von Lactobacillus sanfranciscensis
am besten vor einer Schadigung des Epithels durch den C. albicans Wildtyp SC5314

geschiitzt.

Abbildung 22: Histologisches Bild eines 12 Stunden mit Exopolysaccharid von Lactobacillus
sanfranciscensis LTH2590 (TMW1.392) vorinkubierten und anschlieBend mit C. albicans
Wildtyp SC5314 infizierten RHVE. Weitgehend intaktes Epithel, keine Adhérenz von
Pilzzellen. Vergrofierung x 400.



Ergebnisse 56

4.1.4 Morphologie der infizierten, behandelten RHVE

Anhand des Schleimhautmodells wurde auch die Wirkung der verschiedenen Testsubstanzen
auf den Verlauf einer bereits bestehenden C. albicans-Infektion untersucht.

Wurde auf eine mit C. albicans infizierte Schleimhaut nach 12 Stunden PBS als neutrale
Kontrollsubstanz hinzugegeben und das Epithel fur weitere 12 Stunden inkubiert, so waren
nach Ablauf von 24 Stunden die Pilzzellen bis in tiefe Zellschichten vorgedrungen und das
Gewebe bis in untere Zelllagen schwer geschédigt (vgl. 4.1.2, Abbildung 14). Um zu
Uberprifen, ob sich dieser Verlauf durch die Zugabe verschiedener Lactobacillus-Substanzen
beeinflussen lasst, wurde in den einzelnen Ansétzen das RHVE jeweils mit C. albicans
infiziert und 12 Stunden inkubiert. AnschlieBend wurde jeweils eine der zu testenden

Substanzen aufgetragen und die Schleimhaut fur weitere 12 Stunden inkubiert.

4.1.4.1 Behandlung mit hitzeinaktivierten Lactobacillus rhamnosus GG

Die Behandlung eines C. albicans-infizierten Epithels mit hitzeinaktivierten Lactobacillus
rhamnosus GG bewirkte eine starkere Gewebeschéddigung als die Zugabe der neutralen
Kontrollsubstanz PBS.

Nach histologischer Aufbereitung der Schleimhautprobe zeigte sich unter dem
Lichtmikroskop eine bis in die tiefen Zelllagen reichende Zerstérung des Epithels mit
6dematdsen und nekrotischen Keratinozyten sowie zahlreichen konfluierenden Vakuolen. Das
Epithel wirkte dadurch aufgelockert und war verdickt. Die Gewebestruktur war teilweise
aufgehoben, sodass im apikalen Gewebebereich nur noch eine amorphe Masse zu sehen war.
Zahlreiche Pilzzellen lagerten sich an die Schleimhaut an und drangen bis in die basale
Zellschicht vor (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Histologisches Bild eines 12 Stunden mit C. albicans infizierten und
anschlieBend fir 12 Stunden mit hitzeinaktivierten Lactobacillen behandelten RHVE. Starke
Epithelschadigung, die Schleimhaut wirkt aufgelockert und ist verdickt. Einige C. albicans-
Zelllen sind bis zur Polycarbonattragerschicht eingedrungen. VergroRerung x 400.

4.1.4.2 Behandlung mit Zellwandfragmenten von Lactobacillus rhamnosus GG

Die Behandlung des C. albicans-infizierten Epithels mit Zellwandfragmenten von LGG hatte
kaum Einfluss auf die von dem Hefepilz hervorgerufene Epithelschadigung. Das histologische
Bild entsprach in etwa dem der Epithelprobe nach 24-stindiger Einwirkung von C. albicans
unter Zugabe der neutralen Kontrollsubstanz PBS.

Unter dem Lichtmikroskop wies das Schleimhautepithel zahlreiche Vakuolen, welche bis in
die unteren Keratinozytenschichten reichten, auf. Das Epithel war in den oberen bis mittleren
Zellschichten zerstort. In den unteren Zelllagen waren Keratinozyten erkennbar, welche zum
Teil nekrotisch oder Odematts geschwollen waren. Lediglich die Basalzellschicht war
weitgehend intakt. Zahlreiche Hefepilzzellen konnten sich an das Epithel anheften und bis in

mittlere Zelllagen eindringen (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Histologisches Bild eines 12 Stunden mit C. albicans infizierten und
anschlieBend fir 12 Stunden mit Zellwandfragmenten von LGG behandelten RHVE.
Nekrosen und Vakuolen bis in die mittleren, zum Teil auch unteren Zellschichten. Die

Basalzellschicht ist weitgehend intakt. VergréRerung x 400.

4.1.4.3 Behandlung mit Peptidoglycan von Lactobacillus rhamnosus GG

Bei der mikroskopischen Betrachtung des C. albicans-infizierten, mit Peptidoglykan von
Lactobacillus rhamnosus GG behandelten RHVE zeigte sich eine ausgedehnte
Epitheldestruktion mit VVakuolenbildung. Einige Keratinozyten lagen frei im Bild. Die oberen
und mittleren Zellschichten waren weitgehend zerstort, in den unteren Zelllagen waren einige
Epithelzellen erhalten. Zahlreiche Hefepilzzellen hatten sich an die Schleinhaut angeheftet
und waren bis in die mittleren Epithelschichten eingedrungen (Abbildung 25). Im Vergleich
zu der Schleimhaut, welcher PBS zugegeben wurde, fiel bei der mit Peptidoglycan

behandelten Epithelprobe der histologische Schaden etwas starker aus.



Ergebnisse 59

Abbildung 25: Histologisches Bild eines 12 Stunden mit C. albicans Wildtyp SC5314
infizierten und anschlieBend fir 12 Stunden mit Peptidoglycan von LGG behandelten RHVE.
Anheften und Eindringen von C. albicans in das RHVE mit Zerstérung des Epithelgewebes
bis in die mittleren und teilweise unteren Zellschichten mit konfluierenden Vakuolen,

0dematdsen und nekrotischen Zellen. VergréRerung x 400.

4.1.4.4 Behandlung mit Lipoteichonsdure von Lactobacillus rhamnosus GG

Bei Behandlung des infizieten RHVE mit Lipoteichonsdure von Lactobacillus
rhamnosus GG war eine deutlich starker ausgeprégte Gewebeschadigung als bei der mit PBS
als neutraler Kontrollsubstanz behandelten, mit C. albicans infizierten Probe zu beobachten.

Das Epithel war in allen Zellschichten weitgehend zerstort, der Zellverbund war aufgehoben.
GroRe Epitheldefekte fanden sich bis in die basale Zellschicht. Zwischen nekrotischem,
strukturlosem Gewebe und grofRen Vakuolen waren nur noch einzelne Inseln mit 6demattsen
und nekrotischen Keratinozyten zu sehen. Zahlreiche Hefepilzzellen hatten sich an das

Epithel angeheftet und konnten bis zur Polycarbonattragerschicht vordringen. (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Histologisches Bild eines 12 Stunden mit C. albicans infizierten und
anschlieBend fir 12 Stunden mit Lipoteichonsdure von LGG behandelten RHVE. GrolRe
Epitheldefekte bis in die Basalzellschicht. Die Gewebestruktur ist aufgeldst, es sind nur noch
einzelne abgrenzbare Keratinozyten zu erkennen. C. albicans-Zellen konnten das gesamte

Epithel durchdringen. VergréRerung x 400.

4.1.4.5 Behandlung mit Lipoteichons&ure von Staphylococcus aureus

Nachdem die Behandlung des C. albicans-infizierten Epithels mit Lipoteichonsédure von
Lactobacillus rhamnosus GG zu einer ausgepragten Epithelschadigung gefiihrt hatte, wurde
zum Vergleich die Auswirkung einer Behandlung mit Lipoteichonsdure von Staphylococcus
aureus auf das Vaginalkandidosemodell untersucht. Nach 12-stindiger Inkubation mit
C. albicans wurde das Epithel 12 weitere Stunden mit Lipoteichonsdure von Staphylococcus
aureus inkubiert.

Im histologischen Bild zeigten sich auch hier grol3flachige Vakuolen, die bis in die basale
Zellschicht reichten. Der Gewebeverbund war zum grofiten Teil aufgeldst, die urspringliche
Struktur war nur noch an wenigen Stellen im unteren Schleimhautbereich vorhanden. Auch in
diesem waren die Zellen 6dematds geschwollen, mit aufgetriebenen Zellkernen und zum Teil
bereits nekrotisch. Zahlreiche Pilzzellen konnten sich an die Schleimhautoberflache anlagern
und bis in mittlere Epithelschichten eindringen (Abbildung 27). Die Schadigung ist &hnlich
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stark ausgepragt wie bei dem mit Lipoteichonsédure von Lactobacillus GG behandelten
Epithel.
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Abbildung 27: Histologisches Bild eines 12 Stunden mit C. albicans infizierten und
anschlieBend flr 12 Stunden mit Lipoteichonsdaure von Staphylococcus aureus behandelten
RHVE. GrolRflachig zerstortes Gewebe mit konfluierenden Vakuolen bis in die

Basalzellschicht. VergroRerung x 400.

4.1.4.6 Behandlung mit Lipoteichonsaure-freien Lactobacillus rhamnosus GG

Die Behandlung der experimentellen Vaginalkandidose mit saurebehandelten und somit
Lipoteichonséure-freien Lactobacillus rhamnosus GG bewirkte eine deutlich stérker
ausgepragte Schadigung als die Zugabe der neutralen Kontrollsubstanz PBS.

Unter dem Lichtmikroskop stellte sich eine nahezu vollig zerstorte Schleimhaut dar. Es
fanden sich nur noch einzelne abgrenzbare Zellen, der Epithelverbund war aufgeldst. Dabei
waren massenweise Pilzzellen zu sehen, welche tief in das Gewebe eingedrungen sind. Neben

groRen Vakuolen war hauptséachlich nekrotisches Zellmaterial zu erkennen (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Histologisches Bild eines 12 Stunden mit C. albicans infizierten und
anschlieBend fir 12 Stunden mit saurebehandelten (Lipoteichonsaure-freien) LGG inkubierten
RHVE. Weitgehende Gewebezerstdrung mit groRen Vakuolen und nekrotischem Zellmaterial
bis zu der basalen Zellschicht sowie massenweise Hefepilzzellen, die tief in die Schleimhaut

eingedrungen sind. VergrolRerung x 400.

4.1.4.7 Behandlung mit Peptidoglycan und Lipoteichonséure von Lactobacillus

rhamnosus GG

Es wurden die Effekte einer Behandlung der mit C. albicans infizierten Schleimhaut mit SDS-
extrahierten Zellwandfragmenten, d.h. Peptidoglycan und Lipoteichonsdure von Lactobacillus
rhamnosus GG in Bezug auf histologisch darstellbare Gewebsveranderungen untersucht.

Bei lichtmikroskopischer Betrachtung der Schleimhautprobe war eine massive Schadigung
des Epithels zu erkennen. Das RHVE war bis zur Polycarbonattragerschicht von
ausgedehnten Vakuolen durchsetzt. Neben grofRenteils nekrotischem Gewebe waren 6dematds
geschwollene Zellen mit aufgetriebenen Zellkernen sichtbar. Insgesamt wirkte die
Schleimhaut dadurch verdickt. Lediglich in der Basalzellschicht waren einige gut abgrenzbare
Keratinozyten zu erkennen. Zahlreiche Hefepilzzellen konnten sich an die Schleimhaut
angelagern, nur wenige schienen jedoch tiefer in das Gewebe eingedrungen zu sein
(Abbildung 29). Die Schédigung der Schleimhaut war in diesem Ansatz deutlich starker
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ausgepragt als bei der mit C. albicans infizierten Probe, bei welcher nach 12 Stunden PBS

hinzugegeben wurde.
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Abbildung 29: Histologisches Bild eines 12 Stunden mit C. albicans infizierten und
anschlieBend fir 12 Stunden mit Peptidoglycan und Lipoteichonséure von LGG behandelten
RHVE. Die Struktur des Gewebes ist groRflachig zerstort, das Epithel wirkt durch durch die

6dematdse Auflockerung und Spongiosis verdickt. Vergrofierung x 400.

4.1.4.8 Behandlung mit Exopolysaccharid von L. sanfranciscensis

Im Gegensatz zur VVorbehandlung mit Exopolysaccharid von Lactobacillus sanfranciscensis,
welche eine protektive Wirkung gegenuber der Vaginalkandidose gezeigt hatte, konnte die
Behandlung einer bereits bestehenden Candida-Infektion mit Exopolysaccharid den
Infektionsverlauf nicht positiv beeinflussen.

Nach histologischer Aufbereitung zeigte sich, dass das Epithel in den oberen und mittleren
Lagen weitgehend zerstort war. Hier fanden sich groRe Vakuolen und nekrotisches
Zellmaterial. In den unteren Zellschichten war die Gewebestruktur weitgehend erhalten,
wobei auch bei diesen Keratinozyten teilweise Zeichen der Zellschadigung zu erkennen
waren. Die Hefepilzzellen konnten sich zahlreich an die Schleimhautoberfldche anheften und

bis in obere, wenige auch bis in mittlere Zelllagen eindringen (Abbildung 30). Das Ausmal}
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der Gewebsschadigung war bei dem mit Exopolysaccharid behandelten RHVE vergleichbar
mit den Proben, zu welchen PBS gegeben wurde. Exopolysaccharid konnte somit die von
C. albicans hervorgerufene Gewebsdestruktion nicht aufhalten, hat jedoch auch keine

zusétzliche Epithelschadigung verursacht.

Abbildung 30: Histologisches Bild eines 12 Stunden mit C. albicans infizierten und
anschlieBend fir 12 Stunden mit Exopolysaccharid von Lactobacillus sanfranciscensis
behandelten RHVE. Grolle konfluierende Vakuolen, z. T. amorphe Masse in oberen und
mittleren Zellschichten. Weitgehend erhaltene Gewebestruktur im unteren Bereich.

VergroRerung x 400.
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4.2 Quantitative RT-PCR Analyse

Zur Charakterisierung der Immunreaktion in den einzelnen Gewebeproben wurde die
Expression der Thl-assoziierten und proinflammatorisch wirkenden Zytokine und Chemokine
GM-CSF, TNF-o, IL-la, IL-18 und IL-8 bestimmt. Hierzu wurde RNA aus den
Schleimhautproben isoliert und die relative mRNA-Menge mit Hilfe der Echtzeit Reverse
Transkriptase—Polymerasekettenreaktion (real-time RT-PCR) quantifiziert. Die
Genexpression des jeweiligen Zielgens wurde auf das ubiquitdr und homogen exprimierte,
nicht regulierte  Housekeeping-Gen GAPDH bezogen. AuBerdem wurden die
unterschiedlichen Effizienzen der Amplifikationen mit berticksichtigt.

Die Zytokin-mRNA-Expression wurde ins Verhéltnis zu den mRNA-Leveln von nicht
infizierten Schleimhautproben, die 24 Stunden nur mit PBS inkubiert wurden, gesetzt
(Leerwert-Kontrollen).

Alle Versuche wurden insgesamt drei Mal durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind graphisch in
Form von Whisker-box-plots mit Darstellung des Medians, der Quartilen sowie der Maximal-
und Minimalwerte widergegeben. Aufgrund der Bildung von stoérenden Nebenprodukten in
der PCR konnte in einer der 24 Stunden mit PBS inkubierten Proben die TNF-a-Expression,
in einer der mit hitzeinaktivierten LGG vorinkubierten RHVE die GM-CSF- und IL-1R-
Expression sowie in einer der mit Zellwandfragmenten behandelten Proben die TNF-o. und
IL-1a- Expression nicht bestimmt und somit nicht bertcksichtigt werden.

4.2.1 Zytokin-mRNA-Expression des Vaginalkandidosemodells

Um die immunmodulatorische Reaktion der Keratinozyten auf die Infektion mit C. albicans
zu charakterisieren, wurde nach 12- und nach 24-stiindiger Inkubation des Epithels mit dem
C. albicans Wildtyp SC5314 die relative mRNA-Expression der proinflammatorischen
Zytokine GM-CSF, TNF-o, IL-1a, IL-1R bzw. IL-8, bezogen auf die Leerwert-Kontrolle
(24 Stunden PBS), bestimmt.

Parallel zu der Infektion der Schleimhaut, welche insgesamt 24 Stunden mit C. albicans
inkubiert wurde, wurde das RHVE, auf welches der Hefepilz nur 12 Stunden einwirken sollte,
zun&chst 12 Stunden mit PBS inkubiert und erst im Anschluss daran mit C. albicans infiziert

und fir weitere 12 Stunden inkubiert.
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Mittels real-time PCR konnte eine Erhdhung der mMRNA-Level aller untersuchten Zytokine im
Vergleich zu der nicht infizierten, 24 Stunden mit PBS inkubierten Schleimhaut gemessen
werden. Je langer die Infektion bestand, desto mehr mRNA der jeweiligen Gene wurde
gebildet. Am stérksten zugenommen hat die mRNA-Bildung von IL-8 und insbesondere
GM-CSF (Abbildung 31).

C. albicans 12h und 24h

5192
4.096
2045
1.024

212

125

Relative Expression

IGM-CSFI | TN'F-aI | O-la | I o-18 | | -8 |
Abbildung 31: Relative mMRNA-Expression von GM-CSF, TNF-a, IL-1 a, IL-18 und IL-8
nach 12-stiindiger (jeweils linker Balken einer Farbe) bzw 24-stundiger Inkubation (jeweils
rechtsseitiger Balken) mit dem C. albicans Wildtyp SC5314. Die mRNA-Expression aller
Zytokine steigt abhangig von der Infektionsdauer an. Dieser Anstieg ist besonders ausgepragt
bei GM-CSF und IL-8.
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4.2.2. Zytokin-mRNA-Expression der vorinkubierten Vaginalkandidosemodelle

Um den Einfluss einer Vorbehandlung der Epithelien mit den verschiedenen Testsubstanzen
auf die durch C. albicans hervorgerufene Immunantwort zu beurteilen, wurden die relativen
Zytokin-mRNA-Werte der einzelnen Anséatze jeweils mit der Zytokin-mRNA-Expression der
infizierten, mit PBS (als Kontrollsubstanz) vorinkubierten Schleimhautprobe verglichen.

Nach 12-stindiger Vorinkubation mit den verschiedenen Substanzen bzw. PBS wurde fiir
weitere 12 Stunden C. albicans hinzugegeben. Nach Ablauf der insgesamt 24 Stunden wurde
eine RT-PCR mit Primern flr die verschiedenen Zytokine bzw. fiir das house-keeping-Gen
GAPDH durchgefuhrt und die relative mRNA-Expression der proinflammatorischen Zytokine
TNF-a, IL-1a, IL-1B, IL-8 und GM-CSF bestimmt.

4.2.2.1 Zytokin-mRNA-Expression bei Vorinkubation mit hitzeinaktivierten

Lactobacillus rhamnosus GG

Bei Vorbehandlung des RHVE mit hitzeinaktivierten Lactobacillus rhamnosus GG zeigte sich
eine Zunahme der mRNA-Expression von GM-CSF und TNF-a im Vergleich zu der mit PBS
vorinkubierten und ebenfalls anschlielend mit C. albicans-infizierten Schleimhaut. Daneben
kam es, in geringerem Ausmal, zu einer Erhéhung von IL-18-mRNA, wéhrend die Bildung
von IL1-a— und IL-8-mRNA durch die Zugabe der hitzeinaktivierten Lactobacillen nicht

wesentlich veréndert wurde (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Relative mRNA-Expression von GM-CSF, TNF-a, IL-1a, IL-13 und IL-8 der
12 Stunden mit hitzeinaktivierten Lactobacillus rhamnosus GG vorinkubierten und fir
weitere 12 Stunden mit C. albicans inkubierten Schleimhautprobe (rechts) im Vergleich zu
der mit PBS (als Neutralsubstanz) vorinkubierten und anschlieend ebenfalls mit C. albicans

infizierten Schleimhautprobe (links).

4.2.2.2 Zytokin-mRNA-Expression bei Vorinkubation mit Zellwandfragmenten von

Lactobacillus rhamnosus GG

Zur Untersuchung der Anderung der von C. albicans verursachten Immunantwort nach
Vorbehandlung mit Lactobacillus-Zellwandfragmenten wurde das RHVE mit einer solchen
Suspension 12 Stunden vorinkubiert und anschlieend mit C. albicans infiziert. Daraufhin
wurde eine RT-PCR durchgefiihrt.

Verglichen mit der mit PBS als Kontrollsubstanz vorinkubierten Schleimhautprobe kam es zu
einer Erhdhung der mRNA-Expression aller untersuchten proinflammatorischen Zytokine.
Diese war am starksten bei GM-CSF ausgeprégt, die Bildung von IL-8-, TNF-a-, IL-1a- und
IL-18-mRNA war ebenfalls deutlich erh6ht (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Relative mRNA-Expression von GM-CSF, TNF-a, IL-1a, IL-13 und IL-8 der
12 Stunden mit Zelllwandfragmenten von Lactobacillus rhamnosus GG vorinkubierten und
fiir weitere 12 Stunden mit C. albicans inkubierten Schleimhautprobe (rechts) im Vergleich
zu der mit PBS (als Neutralsubstanz) vorinkubierten und anschlieBend ebenfalls fur weitere
12 Stunden mit C.albicans inkubierten Schleimhautprobe (links).

4.2.2.3 Zytokin-mRNA-Expression bei Vorinkubation mit Peptidoglycan von

Lactobacillus rhamnosus GG

Die Vorinkubation mit Peptidoglycan, der Hauptstrukturkomponente der Zellwand von
Lactobacillus rhamnosus GG, filihrte bei der im Anschluss daran mit C. albicans infizierten
Schleimhaut zu einer vermehrten Bildung der mRNA aller untersuchten Zytokine
(Abbildung 34). Das Ausmal} der Erhéhung war zum Teil weniger stark ausgepragt als bei
Vorinkubation mit Zellwandfragmenten von Lactobacillus rhamnosus GG. Am deutlichsten
war der Anstieg bei IL-8 und auch bei GM-CSF, welche als chemotaktische Mediatoren fur

das Recruitment neutrophiler Granulozyten besonders wichtig sind.
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Abbildung 34: Relative mRNA-Expression von GM-CSF, TNF-a, IL-1a, IL-18 und IL-8 der
12 Stunden mit Peptidoglycan von Lactobacillus rhamnosus GG vorinkubierten und flr
weitere 12 Stunden mit C. albicans inkubierten Schleimhautprobe (rechts) im Vergleich zu
der mit PBS (als Neutralsubstanz) vorinkubierten und anschlieBend ebenfalls fiir weitere

12 Stunden mit C. albicans inkubierten Schleimhautprobe (links).

4.2.2.4 Zytokin-mRNA-Expression bei Vorinkubation mit Lipoteichonsaure

Bei Vorbehandlung des RHVE mit Lipoteichonsaure von Lactobacillus rhamnosus GG zeigte
sich im Vergleich zur Vorinkubation mit PBS als Kontrollsubstanz eine Zunahme der IL-8-
MRNA-Expression. Die anderen untersuchten Zytokine wiesen nur geringe Veranderungen
auf, mit minimaler Abnahme der IL-la- und Zunahme der IL-1B-Expression sowie
weitgehend unveranderten Werten fir TNF-o (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Relative mRNA-Expression von GM-CSF, TNF-a, IL-1a, IL-1 und IL-8 der
12 Stunden mit Lipoteichonsdaure von Lactobacillus rhamnosus GG vorinkubierten und fir
weitere 12 Stunden mit C. albicans inkubierten Schleimhautprobe (rechts) im Vergleich zu
der mit PBS (als Neutralsubstanz) vorinkubierten und anschlieBend ebenfalls fiir weitere

12 Stunden mit C. albicans inkubierten Schleimhautprobe (links).

Zum Vergleich der Immunreaktion auf Lipoteichonsdure verschiedener Herkunft wurden
Epithelproben mit Lipoteichonséure von Staphylococcus aureus vorinkubiert, bevor sie
analog zu den vorherigen Versuchsabldaufen mit C. albicans infiziert und inkubiert wurden.
Auch hier zeigte sich bei Betrachtung der Zytokin-mRNA-Expression eine deutliche
Zunahme von IL-8, dariiberhinaus aber auch ein moderater Anstieg der anderen untersuchten
Zytokine (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Relative mRNA-Expression von GM-CSF, TNF-a, IL-1a, IL-13 und IL-8 der
12 Stunden mit Lipoteichonsédure von Staphylococcus aureus vorinkubierten und flr weitere
12 Stunden mit C. albicans inkubierten Schleimhautprobe (rechts) im Vergleich zu der mit
PBS (als Neutralsubstanz) vorinkubierten und anschlieRend ebenfalls fur weitere 12 Stunden

mit C. albicans inkubierten Schleimhautprobe (links).

4.2.2.5 Zytokin-mRNA-Expression bei Vorinkubation mit Lipoteichonsdure-freien

Lactobacillus rhamnosus GG

Der Einfluss einer Vorinkubation mit sdurebehandelten Lactobacillus rhamnosus GG auf die
Zytokin-mRNA-Expression der im Anschluss daran mit C. albicans infizierten
Schleimhautprobe auf die Immunreaktion wurde untersucht. Die Behandlung mit S&ure diente
der Entfernung von sdurelabilen Komponenten, insbesondere Lipoteichonséure, aus der
Zellwand der Lactobacillen.

Die Vorinkubation mit dieser Suspension bewirkte einen massiven Anstieg der Bildung von
GM-CSF- und IL-8-mRNA, sowie einen starken Anstieg von TNF-a-, IL-la- und IL-
13-mRNA (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Relative mRNA-Expression von GM-CSF, TNF-a, IL-1a, IL-13 und IL-8 der
12 Stunden mit LTA-freien Lactobacillus rhamnosus GG vorinkubierten und fir weitere
12 Stunden mit C. albicans inkubierten Schleimhautprobe (rechts) im Vergleich zu der mit
PBS (als Neutralsubstanz) vorinkubierten und anschliefend ebenfalls fur weitere 12 Stunden

mit C. albicans inkubierten Schleimhautprobe (links).

4.2.2.6 Zytokin-mRNA-Expression bei Vorinkubation mit Peptidoglycan und

Lipoteichonsaure von Lactobacillus rhamnosus GG

Eine Vorinkubation der C. albicans infizierten Schleimhaut mit einer Suspension aus den
beiden Zellwandkomponenten Peptidoglycan und Lipoteichonsdure bewirkte eine massiv
erhdhte Bildung von GM-CSF- und IL-8-mRNA (Abbildung 38). Der Anstieg der GM-CSF-
MRNA war bei dieser Epithelprobe im Vergleich zu den mit anderen verschiedenen
Substanzen vorinkubierten Proben am groéRten. Die Bildung sowohl von IL-1a- als auch von
IL-13-mRNA wurde durch die Vorinkubation mit Lipoteichonsdure und Peptidoglycan von
LGG deutlich erhoht, in geringerem Ausmal? auch die von TNF-a (Abbildung 38).
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Abbildung 38: Relative mRNA-Expression von GM-CSF, TNF-a, IL-1a, IL-13 und IL-8 der
12 Stunden mit Lipoteichonsédure und Peptidoglycan von Lactobacillus rhamnosus GG
vorinkubierten und fur weitere 12 Stunden mit C. albicans inkubierten Schleimhautprobe
(rechts) im Vergleich zu der mit PBS (als Neutralsubstanz) vorinkubierten und anschlieRend

ebenfalls fur weitere 12 Stunden mit C. albicans inkubierten Schleimhautprobe (links).

4.2.2.7 Zytokin-mRNA-Expression bei Vorinkubation mit Exopolysaccharid von

Lactobacillus sanfranciscensis

Bei dem mit Exopolysaccharid vorinkubierten RHVE konnte ein deutlicher Anstieg vor allem
der TNF-a-Expression im Vergleich zu der mit PBS vorinkubierten Epithelprobe beobachtet
werden. Die Expression von GM-CSF-, IL-8-, IL-1o- und IL-1B- mRNA stieg dagegen
verhéltnismalig gering an (Abbildung 39).

Im Vergleich zu den anderen zur Vorinkubation verwendeten Substanzen hat die
Vorinkubation mit Exopolysaccharid zum stérksten Anstieg der TNF-a-mRNA gefihrt und
nur zu einem moderaten Anstieg der Zytokine IL-8 und GM-CSF, welche in den anderen

Proben jeweils am starksten angestiegen waren.
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Abbildung 39: Relative mRNA-Expression von GM-CSF, TNF-a, IL-1a, IL-13 und IL-8 der

12 Stunden mit dem Exopolysaccharid von Lactobacillus sanfranciscensis vorinkubierten und

fiir weitere 12 Stunden mit C. albicans inkubierten Schleimhautprobe (rechts) im Vergleich

zu der mit PBS (als Neutralsubstanz) vorinkubierten und anschlieBend ebenfalls fur weitere

12 Stunden mit C. albicans inkubierten Schleimhautprobe (links).
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4.2.3 Zytokin-mRNA Expression der behandelten Vaginalkandidosemodelle

Zur Beurteilung, wie sich die Behandlung einer bereits bestehenden Vaginalkandidose durch
verschiedene Lactobacillus-Substanzen auf die Immunreaktion auswirkt, wurden 12 Stunden
nach Infektion mit C. albicans fir weitere 12 Stunden die jeweiligen Substanzen
hinzugegeben und anschlieBend mittels real-time PCR die entsprechenden Verénderungen der
Zytokin-mRNA-Expression bestimmt. Der Hefepilz konnte somit in diesen Ansétzen
24 Stunden auf das Epithel einwirken.

Im Gegensatz zur Vorinkubation mit den verschiedenen Substanzen, welche im wesentlichen
zu einer Erh6hung der jeweiligen Zytokinexpression flhrte, zeigten sich bei Nachbehandlung
der infizierten Epithelien mit den unterschiedlichen Substanzen jeweils eine Abnahme der

Zytokinexpression oder unveranderte Werte.

Bei Behandlung der mit Candida infizierten Schleimhaut durch Exopolysaccharid lie} sich —
im Vergleich zum infizierten, unbehandelten RHVE- eine deutliche Abnahme der mRNA
samtlicher untersuchten proinflammatorischen Zytokine (GM-CSF, TNF-a, IL-1a, IL-18 und
IL-8) beobachten (Abbildung 40).
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Abbildung 40: Relative mRNA-Expression von GM-CSF, TNF-a, IL-1a, IL-18 und IL-8 der
12 Stunden mit C. albicans Wildtyp SC5314 inkubierten und anschlieBend fur weitere
12 Stunden mit EPS behandelten Schleimhautprobe (rechts) im Vergleich zu der nach
Infektion mit C. albicans mit PBS (als Neutralsubstanz) behandelten Epithelprobe (links).
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Ebenfalls ein Ruckgang der Zytokinexpression ergab sich bei Behandlung mit
hitzeinaktivierten Lactobacillen (Abbildung 41) und bei Zugabe von Lipoteichonséure von
Staphylococcus aureus (Abbildung 42) sowie, etwas geringer ausgepragt, bei

Lipoteichonséure von Lactobacillus rhamnosus GG (Abbildung 43).
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Abbildung 41: Relative mRNA-Expression von GM-CSF, TNF-a, IL-1a, IL-18 und IL-8 der
12 Stunden mit C. albicans Wildtyp SC5314 inkubierten und anschlieBend fur weitere
12 Stunden mit hitzeinaktivierten LGG behandelten Schleimhautprobe (rechts) im Vergleich
zu der nach Infektion mit C. albicans mit PBS (als Neutralsubstanz) behandelten Epithelprobe
(links).
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Abbildung 42: Relative mRNA-Expression von GM-CSF, TNF-a, IL-10, IL-1R und IL-8 der
12 Stunden mit C. albicans Wildtyp SC5314 inkubierten und anschlieBend fur weitere
12 Stunden mit Lipoteichonséure von Staphylococcus aureus behandelten Schleimhautprobe
(rechts) im Vergleich zu der nach Infektion mit C. albicans mit PBS (als Neutralsubstanz)
behandelten Epithelprobe (links).
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Abbildung 43: Relative mRNA-Expression von GM-CSF, TNF-a, IL-1a, IL-13 und IL-8 der
12 Stunden mit C. albicans Wildtyp SC5314 inkubierten und anschlieBend fur weitere
12 Stunden mit Lipoteichonsdure von Lactobacillus rhamnosus GG behandelten
Schleimhautprobe (rechts) im Vergleich zu der nach Infektion mit C. albicans mit PBS (als

Neutralsubstanz) behandelten Epithelprobe (links).
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Bei Behandlung mit Zellwandfragmenten von Lactobacillus rhamnosus GG zeigte sich fur die
Zytokine IL-1a und 11-8 ein leichter Rickgang der mRNA-Expression, wéhrend sich fur die
Zytokine GM-CSF, TNF-a und IL-1i3 keine wesentlichen Expressionsveranderungen ergaben
(Abbildung 44).

Eine Vorinkubation mit dieser Substanz vor Infektion mit C. albicans hatte im Gegensatz

dazu zu einer Zunahme der mRNA aller untersuchten Zytokine gefiihrt (Abbildung 33).
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Abbildung 44: Relative mRNA-Expression von GM-CSF, TNF-a, IL-10, IL-1R und IL-8 der
12 Stunden mit C. albicans Wildtyp SC5314 inkubierten und anschlieBend fir weitere
12 Stunden mit Zellwandfragmenten von Lactobacillus rhamnosus GG behandelten
Schleimhautprobe (rechts) im Vergleich zu der nach Infektion mit C. albicans mit PBS (als

Neutralsubstanz) behandelten Epithelprobe (links).

Bei den 24 Stunden lang infizierten Proben, welche nach 12 Stunden mit Lipoteichonsdure
und Peptidoglykan (Abbildung 45), mit sdurebehandelten Lactobacillen (Abbildung 46) bzw.
mit Peptidoglykan (Abbildung 47) behandelt wurden, zeigte sich jeweils keine eindeutige

Veranderung in der Zytokinexpression.
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Abbildung 45: Relative mRNA-Expression von GM-CSF, TNF-a, IL-1a, IL-18 und IL-8 der
12 Stunden mit C. albicans Wildtyp SC5314 inkubierten und anschlieBend fur weitere
12 Stunden mit Lipoteichonsédure und Peptidoglycan von Lactobacillus rhamnosus GG
behandelten Schleimhautprobe (rechts) im Vergleich zu der nach Infektion mit C. albicans
mit PBS (als Neutralsubstanz) behandelten Epithelprobe (links).
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Abbildung 46: Relative mRNA-Expression von GM-CSF, TNF-a, IL-1a, IL-18 und IL-8 der
12 Stunden mit C. albicans Wildtyp SC5314 inkubierten und anschlieBend fur weitere
12 Stunden  mit  sdurebehandelten  Lactobacillus ~ rhamnosus GG behandelten
Schleimhautprobe (rechts) im Vergleich zu der nach Infektion mit C. albicans mit PBS (als

Neutralsubstanz) behandelten Epithelprobe (links).
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Abbildung 47: Relative mRNA-Expression von GM-CSF, TNF-a, IL-1a, IL-18 und IL-8 der
12 Stunden mit C. albicans Wildtyp SC5314 inkubierten und anschlieBend fur weitere
12 Stunden  mit  Peptidoglycan  von  Lactobacillus  rhamnosus GG  behandelten
Schleimhautprobe (rechts) im Vergleich zu der nach Infektion mit C. albicans mit PBS (als

Neutralsubstanz) behandelten Epithelprobe (links).
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4.3 LDH-Test

Bei den sowohl histologisch als auch mittels PCR untersuchten einzelnen Schleimhautproben
wurden als laborchemisches Korrelat der Epithelschadigung jeweils auch die
Lactatdehydrogenase (LDH)-Konzentrationen im Erhaltungsmedium gemessen. Als
intrazellulares Enzym wird LDH bei der Schadigung von Zellen freigesetzt. Die im Folgenden
graphisch dargestellten LDH-Werte sind Mittelwerte der Relativwerte (bezogen auf die
jeweils mit 24 Stunden mit PBS als Kontrollsusbtanz inkubierten Proben) aus zwei

verschiedenen Experimentreihen.

4.3.1 LDH-Konzentration der mit C. albicans infizierten Vaginalepithelproben

Die LDH-Freisetzung der Schleimhautzellen wurde in Abhangigkeit von der Infektionsdauer
mit C. albicans untersucht. Im Vergleich zur LDH-Konzentration einer nicht infizierten,
24 Stunden mit PBS inkubierten Epithelprobe kam es nach 12-stundiger Inkubation der
Schleimhaut mit dem C. albicans Wildtyp SC5314 zu einem signifikanten Anstieg der LDH-
Konzentration im Uberstand. Bei der Schleimhautprobe, auf welche C. albicans 24 Stunden
einwirken konnte, kam es zu einer weiteren deutlichen Zunahme der LDH-Freisetzung
(Abbildung 48).



Ergebnisse 83

250

200

150

1000

50

PBS 24h C. albicans 12h C. albicans 24h

Abbildung 48: LDH-Konzentrationen im Uberstand der 24 Stunden mit PBS, 12 Stunden
bzw. 24 Stunden mit C. albicans Wildtyp SC5314 inkubierten Schleimhautproben. Je langer

der Hefepilz auf die Epithelien einwirken konnte, desto mehr LDH wurde freigesetzt.

4.3.2 LDH-Konzentration der vorinkubierten, infizierten Vaginalepithelproben

Die Werte der LDH-Konzentration als Zeichen der Zellschadigung waren bei Vorinkubation
der RHVE mit Exopolysaccharid vor Infektion mit C. albicans signifikant niedriger als bei
den mit PBS vorinkubierten Epithelproben. Auch bei den mit Peptidoglykan vorinkubierten
Proben liel sich tendenziell eine Abnahme des LDH-Wertes beobachten. Bei den anderen
getesteten Lactobacillus-Substanzen ergaben sich ahnlich hohe bzw hohere LDH-
Konzentrationen als bei der mit PBS als Kontrollsubstanz vorinkubierten infizierten
Epithelprobe, besonders deutlich war der LDH-Anstieg nach Vorinkubation mit
Lipoteichonséaure. (Abbildung 49).

Dies entspricht den Ergebnissen der histologischen Untersuchungen, welche bei
Vorinkubation der Schleimhaut mit Exopolysaccharid bzw. Peptidoglycan eine geringere
Epithelschadigung, bei Vorinkubation mit den anderen Testsubstanzen jedoch eine

unveranderte bzw. verstérkte Gewebezerstdrung gezeigt hatten.
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Abbildung 49: Relative LDH-Konzentration (Werte bezogen auf die 24h mit PBS inkubierte
Probe) der Epithelien nach Vorinkubation mit PBS (als Kontrollsubstanz) bzw. den
verschiedenen Testsubstanzen (Exopolysaccharid, Peptidoglycan, Lipoteichonsaure und
Peptidoglycan, Lipoteichonsdure) und anschlieBender Infektion mit C. albicans
Wildtyp SC5314.

4.3.3 LDH-Konzentration der infizierten, behandelten Vaginalepithelproben

Nach 12-stiindiger Inkubation der Schleimhaut mit C. albicans und anschlielender
Behandlung mit den verschiedenen Testsubstanzen fir 12 Stunden konnten bei teils starker
Streuung der jeweiligen Einzelwerte im Wesentlichen ahnlich hohe oder héhere LDH-Werte
als bei den Epithelproben, welchen PBS als neutrale Kontrollsubstanz zugegeben wurde,
gemessen werden. In Abbildung 50 sind die LDH-Werte der mit Peptidoglycan und
Lipoteichonséure, Peptidoglycan bzw. mit Lipoteichonsdure behandelten infizierten
Schleimhautproben im Vergleich zu der mit PBS behandelten Epithelproben graphisch
dargestellt.
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Abbildung 50: Relative LDH-Konzentration in den Uberstanden der 12 Stunden mit

C. albicans Wildtyp SC5314 und anschlieBend fiir weitere 12 Stunden mit den verschiedenen

Testsubstanzen (Peptidoglycan und Lipoteichonsdure, Peptidoglycan, Lipoteichonséure) bzw.

PBS (als Kontrollsubstanz) inkubierten Epithelproben.
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5. DISKUSSION

Lactobacillus ist der dominante Mikroorganismus in der Vagina von gesunden Frauen (3; 56).
Vaginale Infektionen stehen h&aufig im Zusammenhang mit einer verminderten Besiedelung
der Vaginalschleimhaut durch Lactobacillen (57; 58; 59). Daher wurde in zahlreichen Studien
die Wirkung der Lactobacillen, u.a. des Stammes L. rhamnosus GG, auf die VVaginalkandidose
untersucht, wobei sich Hinweise sowohl fir préventive (60; 61; 62; 63; 64; 65; 66) als auch
fir therapeutische Effekte (67; 68; 69) zeigten. Zur Erklarung der protektiven Wirkung
bezuglich einer Vaginalkandidose werden verschiedene Mechanismen der Lactobacillen
diskutiert. Zum Beispiel kdnnten das Aufrechterhalten eines niedrigen pH in der Vagina, der
das Wachstum von pathogenen Keimen verhindert, die Produktion antimikrobieller
Substanzen wie Milchsdure, Wasserstoffperoxid und Bakteriozinen oder die Produktion eines
Biofilms, der die Adhdasion von pathogenen Keimen verhindert, eine Rolle spielen (70; 57; 58;
65; 78). Ein weiterer Mechanismus, mit welchem Lactobacillen das Epithel schiitzen, kénnte
die Fahigkeit bestimmter Lactobacillen sein, Aggregate untereinander und mit C. albicans zu
bilden (80).

In einigen in vitro-Studien konnte gezeigt werden, dass Lactobacillen die Anheftung von
C. albicans und pathogenen Bakterien an urogenitale Epithelzellen durch unspezifische
Besetzung des Epithels mit sterischer Hinderung sowie durch kompetitive Hemmung nicht
naher definierter Rezeptoren verhindern kénnen (127; 89; 128; 84; 129; 130; 131; 132; 133;
67). Beziglich des Stammes L.rhamnosus konnte in in vitro Studien, u.a. an einem
rekonstituierten humanen Vaginalepithel, gezeigt werden, dass dieser die Anheftung von
pathogenen Bakterien und C. albicans an Epithelzellen hemmt und ein vermindertes
Wachstum dieser Mikroorganismen bewirkt (67; 134; 85).

Die Zellwand der Lactobacillen tritt als &uRere Hulle der Bakterien direkt mit dem Epithel
und dem Hefepilz in Interaktion. Daneben kommen auch von den Bakterien produzierte
Faktoren direkt mit der Schleimhaut und dem Pathogen in Kontakt. Somit kann vermutet
werden, dass an der Wirkung der Lactobacillen auf die Vaginalkandidose insbesondere
Zellwandbestandteile der Bakterien sowie von diesen gebildete Produkte beteiligt sind.

C. albicans-Infektion des Vaginalepithels
Bei Infektion des RHVE mit C. albicans zeigte sich in dieser Arbeit eine zeitabh&ngige,

zunehmende Gewebeschédigung, der Hefepilz konnte im zeitlichen Verlauf zunehmend tiefer
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in die Keratinozytenschichten des Epithels eindringen. Parallel dazu stiegen die LDH-Werte
als Zeichen einer Zellschéadigung an.

Die mRNA-Expression der proinflammatorischen Zytokine zeigte einen zeitabh&ngigen
Anstieg. Vor allem IL-8 und GM-CSF wurden stark vermehrt exprimiert. Diese
chemotaktischen Mediatoren sind insbesondere wichtig fiir die Anlockung von Neutrophilen
(41), welche bei der in vivo Abwehr gegen invadierende Pilz-Pathogene einen groRen Einfluss
haben und h&ufig bei kutanen Kandidosen in vivo gesehen werden. Ebenfalls wurde die
MRNA-Expression von IL-1a, IL-1R und TNF-a erhoht.

In Tierstudien konnte sowohl fur systemische (30) als auch fur lokale, d.h. vaginale (32; 33;
34; 35; 36; 37) und orale (31) Candida-Infektionen gezeigt werden, dass das Outcome der
Infektion vom dominanten Zytokin-Profil abhéngt. Zytokin-stimulierte T-Helfer (Th) 1-Zell-
Entwicklung fuhrte zur Abwehr und zu einer protektiven Immunitat, wohingegen eine Th2-
Antwort mit einer erhohten Anfalligkeit verbunden war. Erhéhte Transkriptionslevel fur
IL-1a, IL-1R8 und TNF-a, stimuliert durch die experimentelle C. albicans-Infektion, sind in
vivo verbunden mit einer protektiven Th1-Typ Zytokin-Antwort und Chemotaxis und
Aktivierung von Makrophagen, Neutrophilen und Lymphozyten (41; 42; 30).

In dem hier verwendeten Modell der vaginalen Kandidose wurden somit eine chemotaktisch
wirksame Zytokinreaktion und eine Zytokinantwort vom Th1-Typ im frihesten Stadium des
Kontaktes mit dem Pathogen und ohne den Einfluss anderer immunkompetenter Zellen
induziert.

Das hier untersuchte vaginale Modell der Kandidose zeigte entsprechende Zytokin-
Expressionen wie das orale und das kutane Modell der Kandidose (27; 40; 38). Dies kénnte
darauf hinweisen, dass &hnliche Wirtsabwehrmechanismen fir kutane und verschieden

lokalisierte Schleimhautinfektionen mit C. albicans wichtig sind.

Vorbehandlung mit abgettteten Lactobacillen

In friiheren Arbeiten konnte eine prophylaktische Wirkung von lebenden Lactobacillen
verschiedener Stamme auf die Vaginalkandidose gezeigt werden (60; 61; 62; 63; 64; 65; 66),
insbesondere konnten préaventive Effekte von Lactobacillus rhamnosus GG fiir das hier
verwendete Vaginalkandidosemodell nachgewiesen werden (85). Diese protektive Wirkung
der lebenden Lactobacillen geht, wie die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, durch die
Hitzeinaktivierung der Bakterien verloren. Der durch C. albicans verursachte Gewebeschaden

scheint durch die Applikation der hitzeinaktivierten Lactobacillen sogar noch zuzunehmen.
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Die Expression proinflammatorischer Zytokine wird durch die Vorbehandlung des Epithels
mit den hitzeinaktivierten Lactobacillen erhoht.

Die Eigenschaft von hitzeinaktivierten Bakterien, eine erhohte Zytokinexpression zu
induzieren, wurde auch von Jotwani et al. im Jahr 1995 in Studien mit Mausen gezeigt (135).
Die epitheliale Immunantwort auf abgetotete Bakterien, hier Lactobacillen, ist auf
unterschiedlichen Mikroorganismen gemeinsame Antigene (pathogen-associated molecular
patterns, PAMPs), welche mit den mustererkennenden Rezeptoren (PRRs) auf den
Keratinozyten in Interaktion treten, zurickzufiihren. Mustererkennende Rezeptoren kdnnen
jedoch nicht erkennen, ob es sich um potentiell pathogene oder symbiontische
Mikroorganismen handelt. Die genauen Mechanismen, die ermdoglichen, dass ein
Wirtsorganismus nicht-pathogene Mikroorganismen toleriert, sind bisher noch nicht gekléart
(25). Durch die Abtdtung der Lactobacillen scheint dieser Mechanismus verloren gegangen zu
sein, sodass die hitzeinaktivierten Lactobacillen vermutlich selbst, zusétzlich zu der von
C. albicans hervorgerufenen, eine Zytokinexpression induziert haben.

Die Unterschiede zwischen den Wirkungen der lebenden bzw abgetdteten Lactobacillen auf
die Vaginalkandidose weisen darauf hin, dass wesentliche protektive Faktoren von den
lebenden Lactobacillen ausgehende Eigenschaften sind, wie beispielsweise die Produktion
von Exopolysacchariden, Hydrogenperoxid oder Sduren, welche durch die Abtétung der
Bakterien verloren gegangen sind.

Eine andere Erklarung fur die fehlende protektive Wirkung der abgettteten Lactobacillen
konnte sein, dass durch die Behandlung der lebenden Lactobacillen mit Hitze deren
Oberflache veréndert bzw. denaturiert wurde, sodass eine Adhésion und Besetzung
bestimmter Rezeptoren auf der Oberflache der Vaginalschleimhaut oder eine Interaktion mit
Oberflachenmolekiilen des Hefepilzes nicht mehr mdglich war und somit der Hefepilz besser

an das Gewebe anheften, eindringen und es zerstoren konnte.

Zellwandfragmente

Auch die Vorinkubation der Schleimhaut mit einer Suspension aus Zellwandfragmenten
(enthalt sowohl Fragmente der Zellmembran als auch sémtliche Komponenten der Zellwand
wie Peptidoglycan, Lipoteichonsidure, Wandteichonsdure sowie zellmembran- und
zellwandassoziierte Proteine (S-Layer)) und die anschlieBende Infektion mit C. albicans
bewirkte eine zusatzliche Schadigung der Schleimhaut und einen Anstieg der
Zytokinexpression.  Die  histologisch  sichtbare ~ Gewebeschadigung und  die

Expressionszunahme der proinflammatorischen Zytokine GM-CSF, IL-8, IL-1a und IL-1R
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waren noch starker ausgepragt als bei der mit hitzeinaktivierten Lactobacillen vorbehandelten
Schleimhaut.

Dies konnte darauf zurickzufuhren sein, dass durch die entsprechende Praparation der
Substanz nun auch Bestandteile der Zellmembran der Lactobacillen mit dem Epithel in
Kontakt kommen konnten. AuRerdem sind wohl durch die Zellwandfragmentierung mittels
Ultraschall vorher in die Zellwand integrierte, immunogen wirkende Molekule freigelegt und
eventuell auch in ihrer nativen Struktur veréndert worden. Diese kdnnten nun eine toxische
Wirkung auf die Epithelzellen ausiben sowie eine vermehrte Zytokin- oder
Chemokinproduktion bewirken.

Die im Vergleich zu den abgettteten Lactobacillen starkere Zellschddigung und erhohte
Zytokinexpression konnte durch eine fraglich hohere Konzentration der in der Suspension
enthaltenen und auf das Epithel schadlich bzw. immunogen wirkenden Komponenten als sie
in der Suspension mit abgettteten Lactobacillen vorlag, bedingt sein, sodass die bereits bei

dieser Substanz beobachtete epithelschadigende und immunogene Wirkung verstérkt wurde.

Spezifische Komponenten der Lactobacillen-Zellwand

Die Adhdrenz des Pilzes an die Wirtsoberflache ist der erste Schritt einer Infektion. Sie wird
erreicht durch eine Kombination von spezifischen (Ligand- Rezeptor- Wechselwirkungen)
und unspezifischen (Mucopolysaccharid-, Protein-Protein-, Lektin-Kohlenwasserstoff-
Interaktionen) Mechanismen, die es dem Hefepilz erlauben, sich an viele unterschiedliche
Gewebetypen und kunstliche Oberflachen anzuheften (136; 137). Hierbei sind verschiedene
Adhasine wie Fimbrien, Pili und Membranproteine beteiligt. Aufgrund seiner
Adhésionsfaktoren bindet C. albicans besser an menschliche Oberflachen als andere Candida-
Spezies (6). Es gibt mehrere Studien, die eine Adhdsionsfahigkeit verschiedener
Lactobacillus-Stamme an Vaginalepithelzellen gezeigt haben. Hierbei konnte beobachtet
werden, dass Lactobacillen vom Stamm rhamnosus den Hefepilz C. albicans vom Epithel
verdréangten und dessen Wachstum verhinderten (67; 134; 85). Da C. albicans sich u.a. an
bestimmten Bindungsstellen an das Epithel anheftet, kann vermutet werden, dass durch die
Blockierung dieser Rezeptoren durch Oberflachenantigene von Lactobacillen die Anheftung
von Candida kompetitiv verhindert werden kann, wodurch der Hefepilz seine schadigende
Wirkung nicht voll entfalten kdnnte.

Die Oberflache der Lactobacillus-Zellwand besteht neben den in der Zellwandfragmente-
Suspension enthaltenen S-Layer-Proteinen aus Peptidoglycanen und daraus herausragenden

Lipoteichonsduren, wobei Peptidoglycan als Hauptstruktrurkomponente der Zellwand bis zu



Diskussion 90

einem Drittel der Bakterienmasse ausmacht und Lipoteichonsdure ein amphiphiles, negativ

geladenes Glykolipid darstellt.

Peptidoglycan

Bei Vorinkubation des Vaginalepithels mit Peptidoglycan fiel die Schadigung durch den
Hefepilz etwas geringer als bei alleiniger Candida-Infektion aus. Beziiglich der Expression
proinflammatorischer Zytokine zeigte sich bei Vorinkubation mit Peptidoglycan, welches ein
unterschiedlichen Bakterien gemeinsames Antigen und einen Liganden fur Rezeptoren des
angeborenen Immunsystems darstellt, eine Erhéhung im Vergleich zu der nicht
vorinkubierten Schleimhautprobe. Der Anstieg von TNF-a, IL-la und IL-8 war jedoch
deutlich weniger stark als bei der mit Zellwandfragmenten vorinkubierten Epithelprobe.
Zeichen einer verstarkten Immunantwort nach Zugabe von Peptidoglycan konnten auch in
Studien mit Alveolar- bzw. Cornealzellen beobachtet werden. Hier zeigte sich ein
konzentrations- und zeitabhangiger Anstieg von IL-8 (138) bzw. IL-8 und TNF-a (139). Auch
in einer in vitro-Studie mit einer vaginalen Epithelzelllinie induzierte die Zugabe von
Peptidoglycan die Expression der proinflammatorischen Zytokine und Chemokine TNF-o. und
IL-8 (140).

Die schwéchere immunogene Wirkung von Peptidoglycan im Vergleich zur gesamten
Zellwand der Lactobacillen konnte auch in einer Studie von Matsuguchi et al., 2003 zur
Wirkung von Lactobacillus-Fraktionen auf Makrophagen beobachtet werden. In dieser fiel die
Sekretion von TNF-o bei Zugabe von Polsysacchariden/Peptidoglycan deutlich geringer aus
als bei Behandlung der Makrophagen mit der gesamten Zellwand von Lactobacillen (141).
Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete leicht verminderte Schadigung des Epithels bei
Vorbehandlung mit Peptidoglycan kdnnte durch das Besetzen der Epitheloberfache durch die
makromolekularen Peptidoglycane verursacht sein, wodurch evtl. die Anheftung von
C. albicans und die folgende Gewebsschédigung eingeschrankt wird. Eine weitere mogliche
Erklarung konnte eine Wechselwirkung der Peptidoglycane mit den Hefepilzzellen, z. B.
durch die Bildung von Peptidoglycan-C. albicans-Konglomeraten, sein, wodurch eine
Adhasion des Hefepilzes verhindert wirde.

Bei der Isolation von Peptidoglycan sind die in der Zellwandfragmente-Suspension
enthaltenen, das Epithel schadigenden Bestandteile, z. B. S-Layer-Proteine, Lipoteichonséure
oder Bestandteile der Zellmembran, offenbar entfernt worden. Peptidoglycan hingegen
scheint ein Zellwandbestandteil der Lactobacillen zu sein, welcher zur protektiven Wirkung

von Lactobacillen in Bezug auf epitheliale Candida-Infektionen beitragt.
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Lipoteichonsaure

Die Vorinkubation des Epithels mit Lipoteichonsdure von Lactobacillen vor Infektion mit
C. albicans bewirkte in dem hier verwendeten Modell eine Zunahme der im histologischen
Bild erkennbaren Schéadigung. Diese war noch starker ausgepragt als bei VVorinkubation der
Schleimhaut mit Zellwandfragmenten. Dementsprechend zeigte sich auch ein signifikanter
Anstieg der LDH-Freisetzung als Zeichen der Zellschadigung.

Direkte schadigende Effekte von Lipoteichonsdure auf Zellen wurden von Simpson et al.,
1982 beschrieben. Hier tibte Lipoteichonsdure eine toxische Wirkung auf eine Zellkultur von
menschlichen Herzzellen ohne Anwesenheit weiterer Zellen aus. Dabei fihrte
Lipoteichonséure in héheren Konzentrationen zu einer Abtétung der Zellen, wéhrend es in
niedrigerer Konzentration die Zellteilung stimulierte (142). Diese Effekte von
Lipoteichonsédure  konnten auch bei  Mikrogliazellen und bei  menschlichen
Atemwegsepithelzellen beobachtet werden (143; 144). Die in der vorliegenden Arbeit
beobachtete Gewebeschadigung konnte somit durch direkte konzentrationsabhéngige toxische
Effekte von Lipoteichonséure hervorgerufen worden sein. Denkbar sind daneben auch
Wechselwirkungen mit C. albicans.

In der Histologie zeigten sich Unterschiede zwischen Vorinkubation mit Lipoteichonsaure
von Lactobacillus rhamnosus GG und Vorinkubation mit Lipoteichonsaure von
Staphylococcus aureus (starkere Gewebeschadigung durch LTA von LGG). Dies kénnte auf
die unterschiedlichen Konzentrationen der in den Suspensionen vorliegenden
Lipoteichonséduren zurlckzufiihren sein. Eine weitere Erklarung hierfir ist moglicherweise
die unterschiedliche biologische Wirksamkeit der Lipoteichonsiure bei verschiedenen
Bakterienspezies (145). Die starkere Gewebedestruktion durch die Lipoteichonséure von
Lactobacillus rhamnosus GG koénnte jedoch auch durch Verunreinigungen der durch
Phenolextraktion gewonnenen Lipoteichonsaure von Lactobacillus rhamnosus GG verursacht
sein. Auch die unterschiedlichen Isolationsmethoden, welche eventuell die native Struktur der
Lipoteichonséaure verdndert haben, konnten eine Rolle gespielt haben. Ahnliche Faktoren
scheinen dafur verantwortlich zu sein, dass frihere Ergebnisse im Zusammenhang mit der
Untersuchung von Lipoteichonsdure auf ihre immunstimulatorische Potenz relativ
uneinheitlich sind (146; 147). Die Messung der Zytokinexpression bei Vorinkubation mit
Lipoteichonséure von Lactobacillus rhamnosus GG ergab bei dem hier verwendeten
Vaginalkandidosemodell insbesondere eine Erhohung der Expression von IL-8. Eine
Induktion der IL-8-Freisetzung durch Lipoteichonséure ist auch fiir menschliche Monozyten

gezeigt worden (148). IL-8 ist ein Mediator einer akuten Entzliindung, ein starkes
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Chemoattraktant fir neutrophile Granulozyten, Basophile und T-Zellen und bewirkt deren
Aktivierung und Adhédsion. Zur Beurteilung der Effekte der Lipoteichonsdure als
Zellwandbestandteil der Lactobacillen in Bezug auf die Vaginalkandidose sind die in der
vorliegenden Arbeit vorhandene Konzentration und Isolationsmethode der Lipoteichonséure,
welche womdglich eine Rolle bei den (schadigenden) Wirkungen gespielt haben kénnten, zu
beachten. Weitere  Untersuchungen mit  Lipoteichonsaure in  unterschiedlichen
Konzentrationen konnten Uber eine modgliche Konzentrationsabhangigkeit der beobachteten

Effekte naheren Aufschluss geben.

Eine Vorinkubation der Schleimhaut mit sdurebehandelten und somit Lipoteichonsdure-freien
Lactobacillen flihrte ebenfalls zu einer starkeren Gewebeschadigung als eine alleinige
Infektion des Epithels mit C. albicans. Dies spricht dafiir, dass es neben Lipoteichonsaure
noch andere im Rahmen einer Vaginalkandidose gewebeschadigende Lactobacillus-
Bestandteile, z.B. die S-Layer-Proteine, gibt. Diese sind sowohl Bestandteil der
Lipoteichonséure-freien Lactobacillen als auch der Zellwandfragmente-Suspension und der
hitzeinaktivierten Lactobacillen, welche bei Vorinkubation alle zu einer zuséatzlichen
Gewebeschadigung gefiihrt hatten. Die zusatzliche Schleimhautschadigung in diesem Ansatz
kdnnte zudem durch séurebedingte chemische Veranderungen der Lipoteichonsdure-freien
Lactobacillen bedingt sein. AuRerdem konnten an der Epithelsch&ddigung normalerweise nicht
an der Zellwandoberflache liegende Bestandteile der Lactobacillen beteiligt sein, die durch
die Saurebehandlung freigesetzt wurden und nun mit dem Epithel in Kontakt bzw. mit
C. albicans in Interaktion treten konnten. Auch die starke immunogene Wirkung der
séurebehandelten Lactobacillen, welche sich in Form einer massiven Erhohung aller

untersuchten Zytokine darstellte, konnte durch diese Faktoren erklart werden.

Lipoteichonsdure und Peptidoglycan

Eine Vorinkubation der Vaginalschleimhaut mit einer Suspension, welche sowohl
Peptidoglycan als auch Lipoteichonsaure enthielt, fiihrte zu einer massiven
Gewebeschadigung, welche mit der allein durch Lipoteichonsdure hervorgerufenen
Schadigung vergleichbar war. Somit tiberwiegen hier offensichtlich die schadigenden Effekte
von Lipoteichonsdure gegeniiber der protektiven Wirkung von Peptidoglycan. Die Expression
aller untersuchten proinflammatorischen Zytokine wurde sehr stark hochreguliert. Hierbei war
festzustellen, dass sowohl die unter Vorinkubation mit Peptidoglycan erhohte

GM-CSF-mRNA-Expression als auch die unter Vorinkubation mit Lipoteichonsdure bzw.
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Peptidoglycan erhohte IL-8-mRNA-Bildung bei kombinierter Gabe von Peptidoglycan und
Lipoteichonsédure stark vermehrt nachweisbar waren und sogar hohere Werte als bei
Vorinkubation mit den jeweils einzelnen Substanzen aufwiesen.

Aus mehreren Studien, an menschlichem Blut und an Tieren, ist bekannt, dass Peptidoglycan
und Lipoteichonsdure bei gemeinsamer Verabreichung im Sinne eines Synergismus eine
deutlich stérkere immunologische Reaktion als die einzelnen Substanzen bewirken. Dabei
konnten vielfach hohere Zytokinspiegel gemessen werden und es kam eher zum Schock und
Multiorganversagen (149; 150; 151; 152; 153). So kénnte auch die in der vorliegenden Arbeit
beobachtete Erhohung der Zytokin-mRNA-Expression durch synergistische Effekte erklart

werden.

Exopolysaccharid

Von allen getesteten Lactobacillus-Substanzen in dieser Arbeit zeigte das von
Lactobacillus sanfranciscensis produzierte Exopolysaccharid die beste protektive Wirkung in
Bezug auf eine Vaginalkandidose. Wenn es vor Infektion mit C. albicans auf das Epithel
gegeben wurde, konnte es die durch den Hefepilz hervorgerufene, histologisch sichtbare
Schleimhautschadigung deutlich abschwachen. Auch die niedrigen LDH-Konzentrationen im
Probentberstand wiesen auf eine geringere Zellschadigung als bei den nur mit C. albicans
infizierten Proben hin. Bei Beurteilung der Zytokin-mRNA-Expression fiel ein maRiger
Anstieg aller untersuchten Zytokine auf. Im Gegensatz zu den anderen untersuchten Proben
stiegen TNF-a und IL-lo etwa im gleichen MaRe an wie GM-CSF und IL-8. Eine
immunmodulatorische Wirkung ist auch fiir das Exopolysaccharid von Lactobacillus
rhamnosus RW-9595M gezeigt worden. Dieses stimulierte in immunkompetenten Zellen des
Menschen und der Maus IL-6, IL-12 und TNF-a (118).

Bisher sind als mogliche Wirkfaktoren von Lactobacillen bei der Pravention und Behandlung
von Vaginalkandidosen insbesondere die Interferenz von Lactobacillen mit der Adhédrenz von
Candida an Epithelien, die H,O,-Bildung der Lactobacillen sowie in letzter Zeit weitere von
Lactobacillen gebildete Faktoren wie cyclische Dipeptide (154) untersucht worden.
Exopolysaccharide, welche auch prébiotische (114) und anti-ulcertse Effekte (113) aufweisen
sollen, stellen somit einen hier neu beschriebenen potentiellen Wirkfaktor der protektiven

Effekte von Lactobacillen auf VVaginalkandidosen dar.
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Behandlung der Vaginalkandidose

Die Behandlung einer bestehenden Vaginalkandidose mit Lactobacillus-Substanzen konnte
die Gewebeschéadigung durch C. albicans nicht verhindern oder abschwdachen. Viele der
Substanzen fiihrten sogar zu einer zusétzlichen Epithelschadigung, entsprechend hoch waren
die LDH-Konzentrationen im Proben(berstand. Die Zytokinexpression ergab kein eindeutiges
Bild, tendenziell kam es in Folge der Behandlung zu einer Abnahme der jeweiligen Zytokin-
MRNA-Expression. Letztlich konnten somit flr keine der Lactobacillus-Substanzen Hinweise
fiir eine erfolgreiche therapeutische Anwendung bei einer manifesten vaginalen Candida-

Infektion gefunden werden.

Wirkmechanismen

Da bei der Behandlung der Vaginalkandidose auch die prophylaktisch wirksamen
Lactobacillus-Substanzen, Peptidoglycan und Exopolysaccharid, keine therapeutische
Wirkung zeigten, muss davon ausgegangen werden, dass fir die gegen Candida gerichteten
Effekte von Lactobacillen Faktoren verantwortlich sind, die vor der Anheftung und dem
Eindringen des Hefepilzes in das Epithel ihre Wirkung entfalten. Somit scheint der
entscheidende Wirkmechanismus in diesem Modell entweder eine Interaktion wvon
Peptidoglycan bzw. Exopolysaccharid mit dem Hefepilz vor der Adhé&sion an das Epithel,
z.B. durch Bindung an die adh&siven Polysaccharide, oder eine Besetzung der
Epitheloberflache zu sein. Letztere kdnnte entweder durch eine unspezifische Bedeckung
durch Makromolekiile und somit sterische Hinderung der Anlagerung von Candida oder

durch Blockade spezifischer Rezeptoren erfolgen.

Diskussion des Modells

Fur das Modell des rekonstituierten humanen Vaginalepithels (RHVE) ist gezeigt worden,
dass es ein hochdifferenziertes Abbild der menschlichen Vaginalschleimhaut darstellt und
auch beztglich der Morphologie, der Expression von Zytokinen sowie der biochemischen
Charakterisierung gut mit der in vivo-Situation Ubereinstimmt (155).

Bei der Frage der Ubertragbarkeit der Ergebnisse dieser Arbeit auf die Situation in vivo ist das
Fehlen diverser physiologischer Faktoren, welche den Verlauf von Infektionen und
Entzindungen in vivo beeinflussen, zu beachten: Blut- und Lymphzirkulation, Beeinflussung
durch Hormone, immunkompetente Zellen des angeborenen und des erworbenen
Immunsystems sowie humorale Komponenten wie Antikdrper und Komplementsystem. Diese

Faktoren werden u.a. durch die hier untersuchten Zytokine in vielfaltiger und komplexer
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Weise beeinflusst. Daher a3t sich nicht beurteilen, wie sich die beobachteten Veranderungen
der Expression bestimmter Zytokine auf die VVaginalkandidose in vivo auswirken. Denkbar ist
eine Unterstiitzung bei der Abwehr der Infektion, aber auch eine zusatzliche Schédigung
durch Uberschieflende Immunreaktionen und Entziindungsprozesse.

Aus dem isolierten Vorliegen von vaginalen Epithelzellen ergibt sich jedoch auch ein Vorteil
des in dieser Arbeit verwendeten Modells. Hierdurch Iasst sich namlich die Reaktion der
Schleimhautzellen auf eine Candida-Infektion sowie die Wirkung der verschiedenen
Lactobacillus-Substanzen untersuchen, ohne dass EinflussgroRen wie andere Zellen,
Hormone usw. vorliegen. Eine solche Reduktion der Parameter ermdglicht bei dem

komplexen Geschehen erst eine Beurteilung einzelner Grofen.

Klinische Relevanz

Im Gegensatz zu den in Bezug auf eine Vaginalkandidose protektiv wirkenden lebenden
Lactobacillen wurde durch einige Lactobacillus-Zellwandbestandteile, u.a. Lipoteichonsaure,
der Gewebeschaden sogar noch verstarkt. Somit sind nicht alle Komponenten von
Lactobacillen zur prophylaktischen und therapeutischen Anwendung bei vaginalen Candida-
Infektionen geeignet.

Eine protektive Wirkung und somit einen moglichen Ansatzpunkt zur prophylaktischen
Behandlung der Vaginalkandidose zeigten hingegen der Lactobacillus rhamnosus—
Zellwandbestandteil Peptidoglycan, welcher jedoch bei bereits bestehender Candida-Infektion
eher zu einer leichten zusétzlichen Epithelschadigung beizutragen schien, und insbesondere
das Exopolysaccharid von Lactobacillus sanfranciscensis. Ubertragen auf die Situation in
vivo konnte dies flr eine mogliche therapeutische Einsetzbarkeit von Exopolysaccharid
sprechen, welches auch die am starksten ausgepragte protektive Wirkung aufwies.

Uberdies konnten sich auch weitere Eigenschaften von Exopolysacchariden positiv
auswirken: Exopolysaccharid dient als prabiotische Substanz den zur normalen vaginalen
Flora gehdrenden Bifidobakterien als Nahrung und fordert deren Wachstum (122). Dadurch
kénnten pathogene Organismen verdrangt und die normale Mikroflora wiederhergestellt
werden. Die Metabolisierung von Exopolysaccharid durch Bifidobakterien fiihrt auBerdem
durch die Bildung von Lactat und kurzkettigen Fettsdauren zu einem niedrigen pH-Wert, was
zu einer zuséatzlichen Inhibition von Pathogenen beitragt (156), (157) und das Wachstum von
Lactobacillen, welche bevorzugt in einem sauren Milieu wachsen, beginstigt (44).

Zur naheren Beschreibung der protektiven Eigenschaften von Exopolysaccharid in Bezug auf

Candida-Infektionen wéren zundchst weitere Untersuchungen erforderlich. Hierbei konnte
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auch die Wirkung von Exopolysaccharid in verschieden Dosen und in Abwesenheit (wie in
dieser Arbeit) bzw. Anwesenheit von Lactobacillen untersucht werden.

Des Weiteren konnten Exopolysaccharide von verschiedenen Lactobacillus-Stdammen auf
Unterschiede bei der Wirkung auf Vaginalkandidosen getestet werden. Auch die
Vertraglichkeit von Exopolysacchariden bei lokaler Anwendung in vivo misste untersucht
werden, wobei aufgrund der Verwendung von Exopolysacchariden in Nahrungsmitteln, z. B.
in Backwaren nicht von einer toxischen Wirkung auf Schleimhdute auszugehen ist.

Eine klinische Anwendung von Exopolysacchariden kdnnte in der lokalen Verabreichung zur
Vorbeugung einer Vaginalkandidose bestehen. Indikationen kdnnten die Prévention einer
Vaginalkandidose bei Antibiotikatherapie oder die prophylaktische Behandlung bei
rezidivierender Vaginalkandidose sein.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Die vulvovaginale Kandidose stellt mit einer Pravalenz von 5-10% ein haufiges
Krankheitsbild dar. Oftmals steht sie im Zusammenhang mit einer verminderten Besiedelung
der Vaginalschleimhaut durch Lactobacillen. Diese zeigten in zahlreichen Studien sowohl
praventive als auch therapeutische Effekte auf die Vaginalkandidose. Die Zellwand der
Lactobacillen tritt als duf3ere Hlle der Bakterien direkt mit dem Epithel und dem Hefepilz in
Interaktion. Daneben kommen auch von den Bakterien produzierte Faktoren direkt mit der
Schleimhaut und den Pathogenen in Kontakt. Somit kann vermutet werden, dass an der
Wirkung der Lactobacillen auf die Vaginalkandidose insbesondere Zellwandbestandteile der
Bakterien sowie von diesen gebildete Produkte, z. B. Exopolysaccharid, beteiligt sind.

In dieser Arbeit wurde an einem mit C. albicans infizierten rekonstituierten humanen
Vaginalepithel als Modell der Vaginalkandidose untersucht, wie sich die Gabe einzelner
Bestandteile der Lactobacillen, insbesondere der Zellwand, auf den Verlauf der Infektion
auswirkt. Getestet wurden hitzeinaktivierte Lactobacillen, Zellwand- /Zellmembranfragmente
mit assoziierten Proteinen, die Zellwandbestandteile Peptidoglykan und Lipoteichonséure
sowie ein Exopolysaccharid. Neben histologischen Untersuchungen wurde die LDH-
Freisetzung als Mal3 der Zellschadigung biochemisch bestimmt. Da bei der Abwehr vaginaler
Infektionen durch C. albicans die lokale Immunantwort eine wichtige Rolle spielt, wurden
parallel dazu die Auswirkungen auf die Zytokinexpression der Schleimhaut mittels
quantitativer real-time RT-PCR untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass das infizierte Vaginalepithel abhdngig von der
Infektionsdauer eine zunehmende Gewebeschadigung aufweist und dass parallel dazu die
LDH-Konzentration sowie die Expression proinflammatorischer Zytokine ansteigen.

Bei dem bereits infizierten Vaginalepithel konnte durch die Gabe der verschiedenen
Lactobacillus-Susbtanzen keine positive Wirkung auf den Infektionsverlauf festgestellt
werden, zum Teil wurde die Gewebeschadigung sogar noch verstarkt. Die LDH-Messungen
ergaben dementsprechend hohe Werte. Die Expression proinflammatorischer Zytokine nahm
tendenziell ab. Insgesamt konnten somit keine Hinweise fur eine erfolgreiche therapeutische
Anwendung der untersuchten Lactobacillus-Substanzen bei einer manifesten vaginalen
Candida-Infektion gefunden werden.

Bei Behandlung des Epithels mit den verschiedenen Lactobacillus-Substanzen vor Infektion
mit Candida zeigten sich verschiedenartige Effekte. Bei manchen Substanzen, wie
Lipoteichonséure, wurde eine zusatzliche epithelschadigende Wirkung beobachtet. Eine
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protektive Wirkung hingegen und somit einen mdéglichen Ansatzpunkt zur prophylaktischen
Behandlung der Vaginalkandidose zeigten der Lactobacillus rhamnosus—Zellwandbestandteil
Peptidoglycan und insbesondere das Exopolysaccharid von Lactobacillus sanfranciscensis,
welches von allen Substanzen am besten vor einer Schadigung durch C. albicans schiitzte.
Dies zeigte sich sowohl am relativ intakten histologischen Bild der Schleimhaut als auch an
der, im Vergleich zu den anderen Proben, niedrigen LDH-Konzentration im Uberstand. Bei
Messung der Zytokinexpression zeigte sich hier ein relativ gleichmaRiger, moderater Anstieg
aller untersuchten proinflammatorischen Zytokine.

Aufgrund der prophylaktischen  Wirkung, jedoch fehlenden Beeinflussung des
Infektionsverlaufs nach Eindringen von Candida, ist davon auszugehen, dass die Wirkung
von Peptidoglycan und Exopolysaccharid gegentber C. albicans im Verhindern des ersten
Schrittes der Infektion, namlich der Adhésion bzw. des Eindringens in das Epithel besteht.
Der entscheidende Wirkmechanismus in diesem Modell scheint somit entweder eine
Interaktion mit C. albicans vor dem Kontakt mit dem Epithel, z. B. durch Blockierung der
adhésiven Polysaccharide des Hefepilzes, oder eine Besetzung der Epitheloberflache zu sein.
Diese konnte entweder durch eine unspezifische Bedeckung durch Makromolekiile und somit
sterische Hinderung der Anlagerung von Candida oder durch eine Blockade spezifischer
Rezeptoren erfolgen.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse konnten auf eine klinische Einsetzbarkeit
insbesondere von Exopolysaccharid hinweisen. Dieses konnte auch durch eine
Verstoffwechselung durch die in der Vaginalflora anwesenden Bifidobakterien deren
Wachstum fordern, zu einem niedrigen intravaginalen pH-Wert beitragen und damit der
Vermehrung von Pathogenen entgegenwirken. Exopolyxaccharide kdnnten beispielsweise
prophylaktisch zur Vorbeugung einer Vaginalkandidose lokal verabreicht werden. Mdgliche
Indikationen konnten die Pravention einer Vaginalkandidose bei Antibiotikatherapie sein oder

die prophylaktische Behandlung bei rezidivierender Vaginalkandidose.
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7. ANHANG

Histologische Bilder: (1. Hautlieferung):
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Abbildung 51: Histologisches Bild: Abbildung 52: Histologisches Bild: g 53: Histologisches Bild:
24h PBS PBS 12h + SC 5314 12h EPS 12h + SC5314 12h

Abbildung 54: Histologisches Bild: Abbildung 55: Histologisches Bild: Abbildung 56: Histologisches Bild:
Zellwandfragm. v. LGG 12h + SC5314 12h LTA und PGN 12h + SC5314 12h PGN 12h + SC5314 12h
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Abbildung 57: Histologisches Bild: Abbildung 58: Histologisches Bild: Abbildung 59: Histologisches Bild:
LTA 12h + SC5314 12h Saureb. Lact. 12h + SC5314 12h Hitzeinaktivierte LGG 12h + SC5314 12h

Abbildung 60: Histologisches Bild: Abbildung 61: Histologisches Bild: ' Abbildung 62: Histologisches Bild:
SC5314 12h + PBS 12h SC5314 12h + Zellwandfragm. v. LGG 12h SC5314 12h + LTA und PGN 12h
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Abbildung 63: Histologisches Bild: Abbildung 64: Histologisches Bild: Abbildung 65: Histologisches Bild:
SC5314 12h + PGN 12h SC5314 12h + LTA 12h SC5314 12h + séureb. Lact. 12h

Abbildung 66: Histologisches Bild:
SC5314 12h + hitzeinaktivierte Lact. 12h
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Histologische Bilder (2. Hautlieferung):

Abbildung 67: Histologisches Bild: Abilung 68: Histologisches Bild: o Abbildung 69: Histologisches Bild:
24h PBS PBS 12h + SC 5314 12h EPS 12h + SC5314 12h

Abbildung 70: Histologisches Bild: Abbildung 71: Histologisches Bild: Abbildung 72: Histologisches Bild:
Zellwandfragm. v. LGG 12h + SC5314 12h LTA und PGN 12h + SC5314 12h PGN 12h + SC5314 12h
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Abbildung 73: Histologisches Bild: Abbildung 74: Histologisches Bild: Abbildung 75: Histologisches Bild:
LTA 12h + SC5314 12h Séureb. Lact. 12h + SC5314 12h Hitzeinaktivierte LGG 12h + SC5314 12h

Abbildung 76: Histologisches Bild: Abbildung 77: Histologisches Bild: Abbildung 78: Histologisches Bild:
SC5314 12h + PBS 12h SC5314 12h + Zellwandfragm. v. LGG 12h SC5314 12h + LTA und PGN 12h
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Abbildung 79: Histologisches Bild: Abbildung 80: Histologisches Bild: Abbildung 81: Histologisches Bild:
SC5314 12h + PGN 12h SC5314 12h + LTA 12h SC5314 12h + séureb. Lact. 12h

Abbildung 82: Histologisches Bild:
SC5314 12h + hitzeinaktivierte Lact. 12h
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Histologische Bilder (3. Hautlieferung):

Abbildung 83: Histologisches Bild: Abbildung 84: Histologisches Bild: Abbildung 85: Histologisches Bild:
LTA (Staph. aureus) 12h + SC5314 12h LTA (Staph. aureus) 12h + SC5314 12h SC5314 12h + LTA (Staph. aureus) 12h

Abbildung 86: Histologisches Bild: Abbildung 87: Histologisches Bild: Abbildung 88: Histologisches Bild:
SC5314 12h + LTA (Staph. aureus) 12h SC5314 12h + EPS 12h SC5314 12h + EPS 12h
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12. ABKURZUNGSVERZEICHNIS
ng Mikrogramm
pm Mikrometer
uM Mikromolar
A Angstrom; 1A = 0,1 nm = 10-10m
cDNA Complementary desoxyribonucleid acid (komplementére

Desoxyribonukleinséure)

cm Zentimeter

CO, Kohlenstoffdioxid

DEPC Diethylpyrocarbonat

DNA Desoxyribonucleid acid (Desoxyribonukleinsdure)
DNAse Desoxyribonuclease

dNTP's Desoxynukleosidtriphosphate

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EPS Exopolysaccharide

g mittlere Erdschwerebeschleunigung (Mal3 der Beschleunigung)
g Gramm

GM-CSF Granulocyte macrophage colony-stimulating factor (Zytokin)
H Wasserstoff

HCI Hydrochlorid (Salzsédure)
H,SO, Schwefelsdure

IL-1la Interleukin-1a (Zytokin)
IL-113 Interleukin-18 (Zytokin)
IL-6 Interleukin-6 (Zytokin)

IL-8 Interleukin-8 (Zytokin)

kDa Kilodalton

LDH Laktatdehydrogenase (Enzym)
LGG Lactobacillus rhamnosus GG
LTA Lipoteichonséure

mg Milligramm

MgCl, Magnesiumchlorid

ml Milliliter

mM Millimolar
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MRNA
MRS-Agar
MTT
MWCO

N

NaCl
NADH
NaOH
NK-Zellen
nm

oD

OH

0s0O4
PAMPs

PBS
PCR

pH

PRR
RHVE
RNA
RNAse
RT-PCR

SDS
S-Layer
TAE
Th
TNF-a
TRIS
YPD

Messenger ribonucleid acid (messenger Ribonukleinséure)

Medium nach DE MAN, ROGOSA und SHARPE
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (Farbstoff)
molecular weight cut off

Normalitat

Natriumchlorid (Kochsalz)

reduziertes Nicotinamidadenindinukleotid

Natronlauge

Natrliche Killerzellen

Nanometer

Optische Dichte

Hydroxygruppe

Osmiumtetroxid

Pathogen-assoziierte molekulare Muster (engl. Pathogen-associated molecular
patterns)

Phosphate buffered saline (Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung)
Polymerase-Chain-Reaction (Polymerasekettenreaktion)

Potenz und Mal fiir die Wasserstoffionenkonzentration
Mustererkennungsrezeptoren (engl. Pattern recognition receptors)
Rekonstituiertes humanes Vaginalepithel

Ribonucleid acid (Ribonukleinséure)

Ribonuclease

Reverse Transcriptase-Polymerase-Chain-Reaction (Reverse Transkriptase
Polymerasekettenreaktion)

sodium dodecyl sulfate,

surface-layer

TRIS-Acetat-EDTA

T-Helfer (engl. T-helper)

Tumor-Nekrose-Faktor o

Trihydroxymethylaminomethan

Yeast, Peptone, Dextrose



