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1. VORWORT

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit Ansétzen zur Pravention und Intervention der
Vaginalkandidose, welchmsbesondere in ihrer rezidivierenden Foem epidemiologisch
bedeutsames Krankheitsbild darstellt und fir die betroffenen Frauen mit einem hohen
Leidensdruck eihergehen kannDie Theapie mit Antimykotika weist ZT. erhebliche
Nebenwirkungen und zudem keine nachbltige @ Wirkung auf. Praventive
Behandlungskonzeptend bisher nicht etabliert

Vaginale Infektionerstehenhaufig im Zusammenhang mit eineerminderten 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 zeigiesm gibt mehrereStudien, die eine
Adhasionsfahigkeit verschiedendractobacillusStamme an Vaginalepithelzellen gezeigt
haben. Hierbei konnte beobachtet werden, dass Lactobacillen vom Stemmosusden
HefepilzCandida albicanyom Epithel verdrangtennal dessen Wachsn verhinderten

Um Erkenntnisseliber die fir die protektive Wirkungntscheidenden Bestandteile der
Lactobacillenund deren Wirkmechanisme gewinnen, wurde in dieser Arbeit untersucht,
wie sich einzelnd_actobacillusBestandteile sowohl unspezifisch&omponenten als auch

spezifische Bestandteilend Substanzerauf den Verlauf der Vaginalkandidose auswirken.
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2. EINLEITUNG

2.1 Die menschliche Vaginalschleimhaut

Die Vaginalschleimhaut besteht aemem mehrschichtigen, unverhornten und drisenfreien
Plattenepithel, welches zyklusphasenabhéngig differenziert ist. Es gl@derton innen

nach auf3en in Schichten: dastratum basaledas durch Zellteilung die oberen Schichten
erneuert, dastratumspinosum welches mechanisch stabilisierend wirkt und 8astum
superficiale welches abgeflachte, lebende Zellen enthalt. Die beiden inneren Schichten
werden zusammenfassend auchSatatum germinativurbezeichne(l).

Die Vaginalschleimhaut wirdunter dem Einfluss vonOstrogena verdickt. In der
Proliferationsphase kommt es proportional zum Ostrogeneinfluss zu einem Epithelaufbau. In
der Zyklusmitte ist die Schleimhaut am starksten entfaltet, zum Zeitpunkt der Menstruatio
am flachsten. In gleicher Weise wird der Glycogengehalt beeinfldisstistrogenabhangige
Einlagerung von Glycogen in die Epithelzellen ist zum Zeitpdek Ovulation am hdchsten.

In der Sekretionsphase werden vermehrt Zellen der obersten Schicheschalbert, wobei

nach Aufbrechen der Zellmembran Glycogen freigesetzt wird. Dieses wird von Lactobacillen
zu Milchsaure verstoffwechselt, wodurch ein saures Scheidenmilieu mit einem pH von
3,6- 4,5 entsteht welches einerAnsiedlung anderer Bakterien entgegékt (2). Die
Vaginalschleimhaut gesunder Frauen wird hauptsachlich von Lactobacillen bededaie
Einwanderung von Leukozyten ist zyklusabhéngig undeft nach der Ovulation stt).

2.2 Candida albicanaund vaginale Infektion

2.2.1Candida albicans

Candida albicans (lateinisch candidus glanzend, weil3;albicare weil3 sein/werden
Abkirzung:C. albican$ wird im DHS-System nach Rieth zu den Hefepilzen gezg@)ltEr
besitzt als diploider Organismus ein Genom mit einer Gro3e voh6Megabasenpaaren,
welches auf X 8 Chromosomen verteilt istC. albicans kommt in vier morphologisch
verschiedene Wachstumsformen vor: als Blastospore, Hyphe, Pseudohyphe und
Chlamydospore. In welcher Erscheinungsform er auftritt, ist stark vom Nahrmedium

abhangig. In infizierten Geweben findet man meistens Blastosporen, die auch als Hefezellen
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bezeichet werden, odeHyphen bzw Pseudohypheli6). Die Hefezelle ist rundlickoval,

57um breit und €10um lang. Sie vermehrt sich durch Sprossung: Nach einem
Langenwachstum teilt sich der Kern und ein Septum bildet sich, dierb&thstosporen
trennen sich voneinander. Hyphen sind verzweigte, durch Septen unterteilte tubulare
Strukturen, die aus vielen Zellen bestehen. Ein Myzel ist ein Geflecht aus Hyphen. Die
Bildung von echten Hyphen ist ein Hinweigf die nicht mehr saprotrophe, sondern invasive
Besiedelungsform im Rahmen einer manifesten Infektion. Einzelne Myzelfaden konnen
bereits mit bloBem Auge im Untersuchungsmaterial erkannt weRtsudohyphen ahneln

bei Betrachtung im Lichtmikroskop stark delyphen. 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 Zellehaben einen Durchmesser von cirgan® und werden

von Pseudohyphen oder Hyphen gebildet. Als Dauersporen wachsen sie im nahrstoffarmen
Milieu mit geringem Glucoseangebot. Sie sind ein wichtiges Unterscheidungsmerkmal von
C. albicanszu anderen Hefen.

2.2.2 Vaginalkandidose

Es gibt circa 15@\rten der Gattungandidga wobei nur wenige hunmpathogen sind. In etwa

90i 95% der Falle wird die Vaginalkandidose dur€halbicansverursacht, in 5% durch
Candida glabrataund daneben durch ungeféahr \i8itere Arten, zB. Candida krusei
Candida tropicalis Candida guilliermondii Candida parapsilosisgCandida kefy(7).

C. albicansist ein saprotropher Keim, der als opportunistischer Krankheitser(@panter

dem Einfluss pradisponierender Faktoren wie zum Beispiel Schwangerschaft, Diabetes
mellitus oder Antibiotikaeinnahme zur Entwicklung einer manifesten Infektion fihren kann
(9; 10) In der Schwangerschatft, vor allem im dritten Trimerehhtsich die Inzidenz einer
vulvovaginalen Kandidoskis auf das doppeltd 1). Der hohe Ostrogenspiegel und der damit
einhergehende Anstieg des Glycogengehaltes in Heithelzellen schaffen ginstige
Bedingungen fur den Hefepjlzwelcher selbst Ostrogenrezeptoremesitzt In in vitro-
Experimenten wirkten Ostrogene beschleunigend auf das Wachstu@ athicans(12). Je

nach Alter,Geschlecht, Zahngizs und Gesundheit sind -20 % der untersuchten Menschen

intestnal von CandidaArten besiedel(13), ohne dass Krankheitssymptome auftre@m
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vaginale Kolonisation weist bei gesunden, pramenopausatdt, sthwangeren Fraueme
Haufigkeit von etwa 120 % (14).

Die Pathogrese der Erkrankung wird kontrovers diskuti&ine gestorte Balance zwischen
Mikroorganismen des vaginalen Milieus scheint jedoch eine wichtige Rolle zu sgrmalen.
Allgemeinenwird davon ausgegangen, dass Anfang derCandidalnfektion die Adharenz

des Pilzes an das Epithsieht. Es kommt dann zuMultiplikation mit Filamentation und
Hyphenbildung. Bei der Anheftung konntewahasive Polysaccharide eine wichtige Rolle
spielen.Im Folgenden produziei€andidaEnzymewie Phospholipasen und Proteinaséis
kommt zur Gewebeschadigungur Penetration md Auslésung einer Entziindungsreaktion
(15).

Die vulvovaginale Kandidose tritt meist im geschlechtsreifen Alter Guta 75% aller
Frauen erkranken mindestens einmal in ihrem Lebezirear vulvovaginalen Kandidog6),

wobei 4045 % der Frauen wiederholt und% chronisch betroffen sin@l7). Die manifeste
Infektion &uRert sich durch ein Odem und Erythem im Bereich der Vulva, sowie weililiche,
abwischbare Auflger ungen i m Vaginal berei ch cottageg ei ner
cheesé-artigen Ausfluss. Als Symptome treten Juckrerm uBrennen auf. Der vaginale
pH-Wert ist in der Regel unverand¢is; 19)

2.2.3Behandlungder Vaginalkandidose

Die Vaginalkandidose kann lokal oder systemisch behandelt werden. Fir die lokale Therapie
werden Polyene (Nystatin oder Amphoterin B), Imidazole und Ciclopiroxofsfaginalia

(in Form von Cremes oder Zapfchamd fir dieorale Therapie Triazole verwendet. Die
Behandlungsergebnisse sind bei allen Préaparaten nahezu. gW¥epen der besseren
Compliance werden bei der akuten Kandidose oft orale Triazole bevog2Qyt Die
Heilungsquote einer akem C. albicansVaginitis betragt bei einer lokalen Therapie mit

Polyen oder Azolantimykotikanach 46 Wochen etwa 7480 %.
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2.3 Abwehrmechanismen des Korpers

2.3.1Angeborene und erworbene Immunabwehr

Zum Aufgabenbereich des Immunsystems ged@dntohl die Abwehr von Krankheitserregern

als auch der Erhalt der Struktur korpereigener Gewebe durch die Eliminierung alternder,
entarteter oder infizierter Zellen und die Stimulation der WundheilMiagy unterscheidet die
angeborene von der erworbenen lomitéat (21). Beide Systeme erganzen sich und arbeiten
sowohl mit humoralen als auch mit zellularen Komponenten.

Die angeborene Immunitét ist fur die fruihe Abwehr von Krankheitserregern verantwortlich.
Sie ist phylogenetisch &it 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 fur Krankheitserreger typische Strukturen
sogenanntePathogerassoziierte molekulare Muster (englathogerassociated molecular
patterns, PAMB). Dadurch kann es korperfremde und korpereigene Strukturen grob
unterscheider{22). Die unspezifische Immunitat wird vor allem durcbngtische Faktoren
bestimmt. Deshalb bestehen in der Resistenz gegeniber pathogenen Mikroorganismen
zwischen Individuen des gleichen Stammes relativ wenige Unterschiede, mehr jedoch
zwischen den verschiedenen Spezies und Stami@®@n Im Gegensatz zur erworbenen
Immunitat entwickelt die angeborene Immunitat kein erregerspezifisches Gedéachtnis. Sie ist
bei evolutionar niederen Lebewesen der alleinige Abwehrmechanismus. Nur Vertebraten
verf ¢ggen icber ei ne A z die iertvarbend ilmmuretdt, did euf Abw
antigenspezifisch arbeitenden Immunzellen bagt). Das erworbene Immunsystekann
nichtlosliche Antigene (zB. Bakterien, Pilze) nicht erkennen und setzt daher eine
APr oz essi eAntgeng flurcll dag snspezifische System voraus. Im Idealfall sollte
die Immunabwehr das eindringende Pathogen eliminieren, das Wirtsgewebe aber dabei nicht
beschadigen. Durch entzindlicReaktionerwird das Wirtsgewebe im Rahmen der Abwehr
jedoch oftmad beschadigt bzw zerstort. Grund hierfur ist, dass die gegen den eindringenden
Erreger gerichteten Abwehrstoffe, zum Beispiel Proteasen, Sauerstoffradikale odémeZytok
wie der Tumornekrosefaktdd (TNF-U) nicht strukturspezifisch wirken und somit auch
Gewebe des Wirtes angreifen. Hierbei kdnnen systemische und zum Teil tddliche
Schadigungen atreten die durch eine unbalancierte Freisetzung von eigentlich
wirtsprotektiven Zytokinepinsbesonderenterleukinl (IL-1) und TNF-U zustande kommen
(Cytokinestorm 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 Korpers in Kontakt mit pathokjemaan
kommen. Durch die Bindung unspezifischer, unterschiedlichen Mikroorganismen
gemeinsamer Antigen@n sogenannte Mustererkennungsrezeptoreaitgrn recogrtion
receptors PRR), insbesonderdoll-like Rezeptoren werden die Epithelzellen stimatt,
Zytokine zu sezerniereMustererkennende Rezeptoren kdnnen nicht erkennen, ob es sich um
potentiell pathogene oder symbiontische Mikroorganismen handelt. Die genauen
Mechanismen, die ermdglichen, dass ein Wirtsorganismus-pathogene Mikroorganismen
toleriert, sind bisher noch nicht geklaf25). Die nach Kontakt dePAMPs mit den
Epithelzellen ausgeschiittet&ytokine wirken sowohl auf benachbarte Zellen alsch auf
Zellen des ImmunsystemsVeitere Zellen, die zuangeborenen Immunitat beitragen, sind
Phagozyten (neutrophile Granulozyten und Morozyten/Makrophagen), Naturliche
Killerzellen und Dendritische Zellen. Die Interaktion dieser Zellendein Pathogenz. B.
Candida hat vor allem zwei Wirkungererstenseine direkte antimikrobielléktivitat und
zweitens eine regulatorische Aktivitdt, welche durch die Synthese von Zytokinen die
Chemotaxis, Proliferation und Differenzierung von Zellen des angeborenen und adaptiven
Immunsystems unterstiitzt. Spezifischen Zellen der angeborenen Immunabwehr gebildete
Zytokine fUihren zu qualitativ unterschiedlichen adaptivedelfer (Th)Zellantworten (ThO,

Thl, Th2). Die vonpathogespezifischen differenzierten Zellen produzierten Zytokine
mobilisieren und aktivieren Ektorzellen und helfepathogespezifischen Plasmazellen bei

der Bildung opsonierender, protektiver Antikorper

2.3.3Zytokine

Zytokine sind induzierbare wasserlosliche, heterogene Proteinmediatoren mit einem
Molekulargewichtvon ~15'30kDa, die in Zielzellen oder den sie produzierenden Zellen
spezifische, Uber Rezeptoren vermitteWéirkungen ausiben. Der Wirkungsbereich der
Zytokine umfasst soehl die Regulation der Hamatogse als auch die Kontrolle tber
Vorgange, die der Entwicklung und Regeneratvon Gewebe dienen. Andere Zytokine

wirken vor allem auf den Funktionszustand reifer Zellen, indem sie Immunu
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Entzindungsreaktionen vermitteln und zur Abwehr von pathogenen Keimen und maligner
Entartung beitragen. Die meisten Zytokine diffundierachihrer Sekretion in die nahere
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 isftat an spezifische Rezeptoren der Zielzellen.
Bestimmte Ztokine werden durch zahlreicheerschiedene Zelltypen produziert. Ein
bestimmtes Zytokin kann auf viele unterschiedliche Zelltypen einwirken (pleiotroper Effekt).
Zytokine induzieren oder inhibien 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 voriibergehendes, in der Regel nur kurze
Zeit dauerndes Ereignis. Im nickbdierenden 3Ende der ZytokirmRNA findet sich bei

vielen ein gemeinsames Muster (AUUU), das zur Instabilitat der RNA beitragt und somit zu
einer kurzen Halbwertszeit fuhrt. Die Zellen reagieren auf die Einwirkung vorkidgto mit

der Bildung von mRNA und der Synthese von Proteinen. Dieser Vorgang 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 Interleukih (IL-1) werden durch zwei Formen,-1lUund

IL-1b, vermittelt. Diese stimmen zwar in ihrer Amgéuresequenz nuzu 26 % Uberein,
binden jedoch an die gleichen Rezeptoren und entfalten deshalb identische biologische
Wirkungen. IL-1 wird vorwiegend von Makrophagen und Monozyten, aber auch voB-T

und NK-Zellen, Granulozyten, EpithelzelleRibroblasten und Endothedlen sezerniert. Die
Produktion von |1 kann durch bakterielle Endotoxine, Pilze und andere Zytokine {JNF
stimuliert werden. IE1 ist, dhnlich wie TNFJ ein wichtiger Mediator der unspezifischen
Entzindung und wirkt somit proinflammatorisch. Es aktivid-Zellen, steigert die
Proliferation von BZellen und die zytotoxische Aktivitat von NRellenund wirkt als starker

Chemodtraktant flr Leukozyten. H1 bewirkt die Freisetzung von 16 und IL-8.

Interleukin-8 (IL-8)
Interleukin8 (IL-8) ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht vokBa. Es ist ein
Mediator einer akuten Entziindung, ein starkes Chemoattraktant fir neutrophile und basophile

Granulozyten sowie-Eellen und bewirkt deren Aktivierung und Adhé&sion.
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Granulocyte macropage colonystimulating factor(GM-CSF )

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

Formen und hat chemotaktische Wirkung auf Neutrophile und andere Zellen.

Tumornekrosefaktor-U (TNF-U)

In niedriger Konzentration wirkt TNEJim 6rtlich umschriebenen Bereich als parakriner und
autokriner Reglator von Leukozyten und Endothelzellen und tragt zur gegen
Mikroorganismen gerichteten Entziindung bei. T®Rktiviert zudem Neutrophile und
begiinstigt deren Adhasion an das Endothel und ihr Eindringen ins Gewebe. Uber seine
Einwirkung auf das GefaRendeltkann es Schocksymptome und hamorrhagische Nekrosen
gewisser Tumoren induzieren. Die Toxizitat von Eosinophilen und Makrophagen gegenuber

Parasiten wird durch TNBverstarkt.

2.4 Zytokinexpression beiCandidaInfektionen

Die Vaginalschleimhaut stellt eine wichtige Quelle-prfammatorisch wirksamer Zytokine
dar (27; 28) Wahrend des initialen Kontaktes zwischen dem Pathogen und dem Wirt
(Keratinozyten) bei lokalen Kandidosen kommtzes Freisetzung von Zytokinen, welche flr
die Anziehung und Migration von Effekt@ellen (Leukozyten) in das epitheliale Gewebe
wichtig sind(29).

Mehrere Studien Uber systemische Kandidosen haben gezeigt, dass die Mianifestat
systemischer Infektionen vom dominanten ZyteRmofil abhangt. Eine durch Zytokine
stimulierte Th1Zell-Reaktion fuhrt zu Resistenz und zu einer protektiven Immunitat,
wéhrend eine Thantwort mit erhéhter Anfalligkeit assoziiert i€20).

Auch bei Infektion oraler und vaginaler Schleimhaute bei verschiedenen - Mg
Rattermodellenwurde eine erbhte Expression von Chemokinendudie Induktion einer
protektiven ThizZytokin-Antwort durch C. albicans gezeigt(31; 32; 33; 34; 35; 36; 37)
Beziiglich der einzelnen Zytokine konnte gezeigt werden, bleissraler Kandidose H1U

und IL-8 exprimiert werden(38). Desweiteren konnten nach Kontakt von Keratinozyten mit
C.albicansin in vitro-Versuchen signifikant hohere Level von-1J TGFU und bFGF

gemessen werdel39). Die C. albicansinfektion einer rekonstituierten humanen Haut
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induzierte die de novoExpression der proitdmmatorischen Zytokine H8 und GMCSF
(40).

Die Hohe des Anstieges der ZytokimRNA-Produktion ist von der Virulenz des Erregers
abhangig. An einemin vitro-Modell der oralen Kandidoskonnte gezeigtverden dass der
hochvirulenteC. albicansStamm verglichenmit weriger virulentenCandidaStammenzum
staksten Anstieg der mRNA voriL-8 und GMCSF fuhrte (27). Desweiteren konnte
stimuliert durch dieexperimentelleC. albicansinfektion, eine vermehrtéranskription von
IL-1U, IL-1R und TNF-U nachgewiesen werden. Dies istvivo mit einer protektiven Thil
Zytokinantwort sowiemit Chemotaxis und Aktivierung von Makrophagen, Neutrophilen und
Lymphozyten verbundef@l; 42; 30)

2.5Lactobacillen

Lactobacillenwerden zu den sog.rébiotokagezéahlt.Nach der Definition von Salminen et

al., 1998 sind diesmikrobielle Zellzubereitungen oder Bestandteile von mikrobiellen Zellen,
die positive Effekte auf GesundheitduliVohlbefinden des Wirtes habé#3). Lactobacillen

sind Teil der normalen oralen, intestinalen und urogenitalen Mikroflora. Sie leben bevorzugt
im sauren Milieu, zu dem sie ihrerseits durch die Produktion von Milchsdure und anderen
Sauren beitrage(4). In vielen Nahrungsmitteln sind Lactobacillen enthaltenm Beispiel

in Milch, Kéase, dghurt und anderen Milcherzeugnissém,Rohwurst oder in Bretund
Backwaren.

Es gibt viele Studientber und ein breites medizinisches Anwendungsspektrum von
Lactobacillen. Sie finden Verwendung in der Therapie der Lactoseintolgfan46; 47)der

durch Rotaviren induzienteDiarrhoe(48), der Antibiotika assziiertenClostridium difficile

Colitis (49) und zeigen therapeutischen und praventiven Effekt bei durch Antibiotika
ausgelosten Diarrhoe(b0; 51) oder durch Strahlentherapie hervorgerufenen intestinalen
Nebenwirkungen(48). AuRerdem konnten in Studien positive Effekis derTherapie(52;
53)und Préaventiori54; 55)atopischer Erkrankungen nachgewiesen werden.

Die vaginale Flora praenopausaler Frauen besteht hauptsachlich aus Lactob&gjlEs) .
Nachdem sich ein Zusammenhang zwischaginalen Infektionenund einer Reduktion des
Lactobacillenanteils auf devaginalschleimhautzeigte (57; 58; 59) konntenin weiteren
Studien sowohpraventive(60; 61; 62; 63; 64; 65; 6@)Is auch therapeutisclig7; 68; 69)

Wirkungen der Lactobacillerauf die vaginale Kndidose nachgewiesen werdenZur
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Erklarung dieser protektivewirkung werden verschiederdechanismen der Lactobacillen
diskutiert. Zum Beispiel kénnte das Anheften und somit Blockieren (epezifischeh
Rezeptoren an der Epitheloberflacted’; 68; 69; 70; 71; 72; 73; 74; 75;;646; 77) das
Aufrechterhalten einesiedrigen pH in der Vagina, der das Wachstum von pathogenen
Keimen verhinder{70; 71; 72) die Produktion antimikrobieller Substanzen wie Milchsaure,
Wasserstoffperoxid und Bakteriozin€n3; 74; 75; 76; 70; 77pder die Produktion eines
Biofilms, der die Adh&sion vo pathogenen Keimen verhind€n3; 79) eine Rolle spielen.
Ein weiterer Mechanismus, mit welchem Lactobacillen das Epsitiaiitzen, ist die Fahigkeit
bestimmter Lactobacilleggregate untereinander und r@italbicanszu bilden(80).

Es gibt mehrere Studien, die eine Adh&sionsfahigkeit verschiebdacebacillusStamme an
Vaginalepithelzellen gezeigt habé®il; 82; 83; 84; 56)Hierbei konnte beobachtet werden,
dass Laaibacillen vom Stammhamnosusien HefepilzC. albicansvom Epithel verdrangten
(85) und dessen Wachstum verhinder{éii). Die molekularen Mechanismen, durch welche
sich Lactobacillen arEpithelzellen anheftensind noch unbekannt. In mehreren Studien
wurde vermutet, dass diectobacillusAdharenz durch Proteine vermittelt wif86; 87; 88)
wahrend in andera eine Rolle von Lipoteichonsaure (89), Kohlenhydraten und
Glycoproteina (90; 91; 84Jangenommemvurde. Die Rezeptoren der Vaginalepithelzellen far

Lactobacillen scheine@lycolipide zu seir{84).

2.5.1 LactobacillusrhamnosusGG

Lactobacillus GGgehort zur Gruppe der Milchsaurebakterien und ist unter den Lactobacillen
der Art rhamnosuszugeteilt. Lactobacillus GG (LGG) wurde von den amerikanischen
Universitatsprofessoren Sherwood L. Gorbach und Barry R. GoldirBoston School of
Medicine Mitte der 1980er Jahre entdeck{92; 93) und in der amerikanischen
Stammsammlung hinterlegt (ATCC 53108k istein grampositives undakalasenegatives,
stabchenférmiges Bakterium und wéchst in einem Teatydrereich zwischen & und
45°C, optimal bei 37C, und in einem pHBereich von 4) bis 7,0. Es gilt als das am besten
untersuchte mbiotische Milchsaurebakteriu(@4; 95)

Wie fast alle Bakterierbesitzt es eine Zellwand, die ihm die aul3ere Gestalt verleiht. Als
grampositves Bakterium besitzt es eiB0-28nm dickes Peptidoglyca@erist, das als
Hauptstruktrurkomponente die Zelle umgibt. Dieses Peptidoglytakromolekil, das auch

Murein (AMauerwerki) genannt wird, i sn), au

S
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die durch Oligopeptide kovalenernetzt sind, aufgebaut. Die Zellwand besteht aus mehreren
Lagen dieser Mureinnetzend ist sehr stabil. & grampositiven Bakteriermacht die
Zellwand bis zu einemDrittel der Bakterienmasse ausgilden gramnegativen Bakterien
hingegen betragt der Anteilr zehn Prozent

Grampositive Bakterien synthetisieren anionische Polymere, die kovalent an das
Peptidoglykan gebunden sind oder mit einem Lipidanker an der Aul3enseite der
Zytoplasmamembran verankert sind. Diese Polymere bilden einen wichtigen Bektiexite
bakteriellen Exoskeletts und lassen sich aufgrund ihrer molekularen Diversitat in
Wandteichonsaurenwgll teichoic acid WTA) und Lipoteichonsaurenligoteichoic acid

LTA) einteilen Die Abbildung 1 zeig den schematischen Aufbau der gpmsitiven

Zellwand.

Zellwandassoziiertes
Protein

Lipoteichonsaure

‘Wandteichonsdure

Peptidoglycan
~20nm

Membranprotein

Abbildung 1. SchematischeAufbau der gramositiven ZellwandDie Zellwand ist relativ
dick, besteht aus vielehagen von Mureinnetzeand istdurchsetzt mitLipoteichonsauren,

die quer durch di¢’eptidoglycarSchichten verlaufen.

2.5.2Lipoteichonsauren

Lipoteichonsauren (LTA) sind amphiphile, negativ geladene @pide, die in den meisten
granpositiven Bakterien gefunden werden kdnnen. Den Hauptbestandteil des Molekiils bilde
einehydrophile, lineare, 1;8erknipfte Polyglycerolphosph#tette, de sich durchschnittlich
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aus 1640 Glycerolphosphatmolekilen zusammensetzt. 8@iphylococcusaureussind die
GlycerolphosphaEinheiten zusétzlich noch mit-Blanin substituiert. Die Kette ist kovalent
Uber einen Phosphodiester mit dem hydrophoben, kleineren Teil des Molekils verknupft,
einem Glycolipid, welches did.ipoteichonséurein der Zytoplasmamembran verankert.
Lipoteichonsauren ragen durch Poren der éthschicht aus der Bakterienzellwand heraus.
Sie scheinenvichtige Funktionen in der Physiologie déellwandauszuibenSie sollen die
Aktivitdten von Autolysinen(96; 97) die Bindung von Kationen, die fur Enzymfunktionen
erforderlich sind98; 99; 100; 101und die elektromechanischen Eigenschaften der Zellwand
(102) beeinflussen. Sie sind wichtig fur die Adharenz der Bakterien und kénnen die
Aktivierung des Komplementsystems im menschlichen Immunsystem bewirken, das eine
Entzindungsreaktion hervorruft03) Die Struktur der Lipoteichoisire insbesondere des

Glycolipids, kann bei den verschiedenen Bakteriengattungen variieren.

2.5.3SLayer

Der SLayer (surfacelayer) stellt in der Regel den aul3ersten Zellwdestandteil dar und

kann je nach Organismus unterschiedliche Funktiond® Formgebung, Schuefullen.Er

wird aus Proteiren gebildet welcheSchichten mit einem symmresch angeordneteGitter

formen und ewohl untereinander als auch an andere Zellwangkoenten nichtkovalent
gebunden sind Man nimmt an, dass die Bindungsstarke der einzelnen Monomere
untereinander grofRer ist, als diem@ung an die darunter liegendellwandkomponente. In
Experimenten mit isolierten HullproteMonomeren wurde nachgewiesen, d&skayer

neben deiZelloberflache auch an anderen Oberflachen, an Phasengrenzen oder spontan in

Suspensionen rekristallisieren konr{@4).

2.5.4Exopoalysaccharide

Interaktionen zwischen Bakterien und menschlichen Waltesz werden durch
Oberflachernsukturen der Zelle vermittelt, insbesondere Proteine und Polysaccharide.
Extrazellulare Polysaccharidevon Bakterien konnen an Zellmembran bzw.
Zellwandkompoenten angehangt sein, wie Bz. Lipopolysaccharide (LPS) und

LipoteichonsaurenSie konnen aber auch eine Kapsel um die Zellen formen, wie die
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Kapselpolysaccharide (CPS) oder aber freigesetzt werden wie die Exopolysac(BREde
(105). Polysaccharide stellen eine heterogene Gruppe von Polymeren dar, deren funktionelle
Eigenschaften durch ihre strukturellen Charakteristika bestimmt werden. Diese kdnnen sich
im Molekulargewicht,im Saccharidverbidungstyp,im Grad der Verzweigung unoh der
chemischen Zusammensetzuagterscheide{106). Entsprechendhrer Zusammensetzung
kénnen Exopolysaccharidie Homo und Heteropolysaccharide eingeteilt werden.

Die Fahigkeit derExopolysaccharidProduktion ist weit verbreitet unter Bakterien und
weniger verbreitetinter Hefen(107). Die meisten lebensmitteltauglichen Mikimganismen,

so auch Lactobacilie sind in der LageExopolysaccharidezu bilden (108; 109; 11Q)
Exopolysaccharideschenen nicht als Nahrungsreserve zu dienen, da dnesten
Exopolysaccharigpproduzierenden Bakterien nicht in der Lage sidds Exopolysaccharid
welchessie produzierefzu degradiererf111)

Von Pflanzen gebildete Polysaccharide finden bereits eine breite Anwendung in der Industrie.
Hier werden sie u.a. als Verdickungsmittel, Stabilisator und Geliermittel verwedfidage

von Lactobacillenproduzierte Eopolysaccharidebieten potentielle gesundheitsférdernde
Eigenschaftenwie zum BeispielCholesterolsenkendeAktivitaten (112) und antiulcerése

Effekte (113) Siesollen prdiotiscte (114)und gegen Tumoren gerichtete Wirkungen haben
(115; 116) sowie immunomodulatorisch wirken(117) Das Exopolysaccharidvon
Lactobacillus rhamnosus RW-9595M stimuliert Interleuking, Tumomekosefakor und
Interleukinl2 bei immunkompetenten Zellen des Menschen und der (1483

Das in dieser Arhie verwendete Exopolysaccharigdird durch den Stamnbactobacillus
sanfranciscensis TMW.392 aus Saccharosproduziert. Es besteht zu mehr als 95% aus
Fructose (Polyfruian) und ist vom Levantyp {B,6 Fuctan). Der o0.g. Stamm ist an der
Fermentation von Sauerteig beteiligind fir das gebildete Fructakonnte inin vitro-
Untersuchungn eine pr#iotische Eigenschaftachgewiesen werde®abei konnte gezeigt
werden, dall das Levan voh. sanfranciscensisdas Wachstum von Bifidobakterien
praferentiell forder{119; 120)

2.6Ziel der Arbeit

In vielen Studien konnte bereits ein protektiver Effekt von lebenden Lactobacillen bezulglich
einer vaginalerCandidalnfektion gezeigt werden. Jedowlurde bishernicht nachgewiesen

welche Kompoenten der Bakterien oder welche Mechanismediesem Effekt beitragen.
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Da sowohl @ Zellwand derLactobacillen als auf3ere Hille der Baktergs auchvon
Lactobacillenproduzierte Faktoren in erster Lini@it dem Epithel und dem Hefepilz in
Kontakt kommen, ist eZiel dieser Arbeit, die Auswirkung vobactobacillusBestandteilen,
insbesondere der Zellwand, sowie von Exopolysaccharid auf die Vaginalkandidose zu
beurteilen. Hierzu werden die zellularen Veranderurtgstologisch und biochemisch sowie

die immunologishe Reaktion des Epithelsolekularbiologischuntersucht. Durch die
Ergebnisse sollen Erkenntnisse zur Wirkungsweise der Lactobacillen bei diesem
Krankheitsbild gewonnen werden sowie Ansatzpunkte fur eine Kklinische Anwendung

einzelnerLactobacillusSubstanenbei der Vaginalkandidosdentifiziert werden.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Das Vaginalschleimhautmodell

Als Modell fur die Vaginalschleimhaut wurde ein rekonstituiertes humanes Epithel der Firma
Skinethic (Nizza, Frankreich) verwendet. Dieses ist in Ultrastruktur und Funktionalitdt dem
menschlichen Epitheh vivo dquivalent. Die Zellen entstammen der Zeidi A431, die aus
einem humanen Epidermoidkarzinom der Vulva geworwerde. Sie werden auf einem
0,5cm? grofRen Polycarbonatfilteder als Dermisersatz dierfijnf Tage lang in einem
chemisch definierten Medium angezichtet und biléem mehrschichtiges, unverhorntes
Epithel.

In den hier durchgefiihrten Versuchen betrug Dicke desEpithels am 6.Tag 41um
(Versuchsreihe 1), 8m (Versuchsreihe 2) bzw. 80n (Versuchsreihe 3pie Viabilitat lag

im MTT-Testbei OD=0,897(Versuchsrine 1) OD=1,017(Versuchsreihe 2zw. OD=0,938
(Versuchsreihe 3)Die 0,5cm? gro3e Vaginalschleimhautmodelle bef@en sich jeweils in
einem Plastikinsert un@varenin AgaroseNahrldsung eingebettet. Aus dieser wurden die
Inserts herausgenommen und i® thl chemisch definiertes, amtykotika- und serumfreies
MCDB 153 Spezialmedium (Clonetics, San Diego, USd@éstellt. Nach Zugabe der zu
testenden Substanzen bzw. der Kontrollsubstanz wurde das rekonstithiemane
Vaginalepithel (RHVEModell bei 37°C, 5% CO, und 100% Luftfeuchtigkeit in einem

Brutschrank (Heraeus, Hanau, D) inkubiert.

3.2Herstellung und Praparation der Testsubstanzen

Es wurden achverschiedene Substanzenihrer Wirkung auf die experimentelléandida
Infektion des Vaginalepithels getestéiactobacillus rhamnosuSG (LGG) in abgetotedr
Form (hitzeinaktiviert), einzelne Zellwandbestandteile Zeljwandragmente
Lipoteichonsaure Peptidoglycan Peptidoglycarilipoteichonsaurg  saurebehandelte
(Lipoteichonséaurdreie) Lactobacillus rhamnosuSG, Lipoteichonsaureon Staphylococcus
aureus und ein Exopolysaccharid, das eirByntheseprodukt von Lactobacillus
sanfranciscensis LTH2590(TMW1.392 ist. Als Negativkontrolle wurde PBS
(phosphatébufferedsaline, Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, US¥grwendet.
Die Herkunft und Herstellung der Testsubstanzen wird im Folgenden beschrieben.
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3.2.1 Einstellung der Keimdichteund Abtdtung der Lactobacillen

Als probiotischer Keim wurdd.actobacilus rhamnosu$sG verwendet. Dieser wird als
Nahrungserganzungsmittel in Kapselform von der Firma InfectoPharm Arzneimittel und
Consilium GmbH, Heppenheim, D vertrieben. Laut Hersteller enthélt eine Kapsel mindestens
5x 10° gefriergetrocknete lebensfahige Lamagillen. Der Inhalt einer Kapsekurde in
1.000pl RaumtemperatuawarmesPBS gegeben und eingerthrt.

Um eine definierte Keimdichte zu erreich&murde ein Tribungsvergleich unter Verwendung
des Trubungsstandards nadiFarland(121) durchgefiihrt. Eine gewisse Konzentration von
Bakterien in einer Suspension bewirkt eine bestimmte Tribung, die in einem Densitometer
(Eppendorf, Hamburg, D) gemessen werden kann. LB&-Suspension wurde in einem
Glasrohrchen durch Zugabe von ®Bunter Vergleio der Tribung auf den
McFarlandTribungsstandard,5 eingestellt. Dies entspricht einer LactobacHlen
Konzentration von 1,% 10° Keimen/ml.

Anschliel3end wurde dikactobacilleaSuspension 15 Minuten bei 9C im Thermomixer
comfort (Epgndorf, Hamburg, D) inkubiert und die Milchsaurebakterien somit abgetotet.

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

nachgewiesen werden.

3.2.2 Herstellung der Zellwandfraktionen von Lactobacillus rhamnosusGG

Das Vorgehen zur Herstellung deactobacillusZellwandfraktionen erfolgte in Anlehnung
an das von Chan et al, 1985 beschrieti@noeederg89).

Zur Anziichtung und Aufreinigung der Lactobacillen wurde eine Kdpsebbacillus GGn
20ml MRS Broth (Difco, Sparks, Maryland, USA) gel6ést und Uber Nacht im
Schittelinkubator bei 37C inkubiert. Nach Zugabe von l&ter MRS Both wurde die
Zellsuspension 2&tunden bei 37C erneut inkukert. AnschlieBend wurde diese sietmeth

mit PBS gewaschen: Hierzu wurde die Suspen jeweils zentrifugiert (EZentrifugieren:
Beckman I centrifuge (Beckmann, Muinchen, D): .@0rpm, 20min, 22°C;

2. Zentrifugieren: Hermle B83K (Hermle, Wehingen, D): .800rpm, 15min, 22°C;
3.-7. Zentrifugieren: Hrmle Z513K, 5000rpm, 15min, 22°C ), der Uberstand verworfen

und der Bodensatz wiederum in PBS gel6st. Der zuletzt gewonnmiengatz wurde ein
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weiteres Mal in PBS geldst und in gleichen Mengen auf vier Gefal3e verteilt, um mittels der
unten beschriebenen Verfahren die FraktioBdelwandragmentevon LGG, Peptidoglycan
und Lpoteichonsaurevon LGG, Peptidoglycanvon LGG sowie aus dem vierten Tell

Lipoteichonsaureon LGG und sédurebehandelte Lactobacillen zu gewinnen.

3.2.2.1 Zellwandfragmente

Zur Herstellung deaus Zellwanffagment@ von Lactobacillus rhamnosuSG bestehenden
Fraktion wurden die augereinigten Lactobacillenin 10Ultraschallzyklen (UP 200S
Ultraschallprozessor, Dr. Hielsch&mbH, Teltow, D) von jeweils 38ekunden Dauer
behandelt und zwischen den Zyklen mit Eis gekuhltclalies3end bei 23C mit 7.000x g fur

10 min zentrifugiert (Hermle B82K). DerUberstand wurde verworfen und deod®nsatz in

einer L6sung von 1l [20mM Tris (pH 7,48 mMMgCl,], 10mgRNAseA (Sigma,
Steinheim, D) und 1,al Desoxyribonucleask(Sigma) suspendiert. Dieser Ansatz wurde bei
37 °C fur drei Stunden inkubiertatindreimal mit PBS gewascheniehzu wurde jeweils die
Suspension zentrifugiert (Zentrifuge: Hermle3&3K: 12000x g, 10min, 23°C), der
Uberstand verworfen und der Bodensatz wiederum in PBS gelost. Nach dem dritten
Zentrifugieren wurde der Bodensatz 5ml PBS resuspendiert urals Zellwandragmente
enthaltende Fraktiobei-20 °C aufbewabhrt.

Die Behandlung der LactobacillSuspension mit Ultraschall dient dem Zellaufschluss. Die
DNAsel, die aus dem Pancreas der Kuh stammt, schneidet doppelstrdngige ode
einzelstrangige DNA zu einer Mischung von Menmd Oligaucleotiden, mit 5 oder
3’-OH-Enden. Diese katalytische Aktivitat ist von divalenten lonen abhéangig. In Anwesenheit
von Mg?* hydrolysiert die DNAsé jeden Strang zufallig und unabhangig.

Ribonucleasé ist eine Endoribonucleasedie einzelstrangige RNA am -BEnde von
Pyrimidin-Resten schneidle Sie degradiert die RNA in 3hosphorylierte Mono und
Oligonucleotide. Mit Hilfe der DNAséund RNAseA und dem anschlieRenden Waschen mit
PBS sdl sowohl DNA als auch RNA aus der Probe eliminiert werden.

Die nach diesen Behandlungsschritten gewonnene Suspension enthalt sowohl Fragmente der
Zellmembran als auch samtliche Komponenten der Zellwand wie Peptidoglycan,
Lipoteichonsaure, Wandteichonséausowie zellmembranund zellwandassoziierte Proteine
(SLayen).
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3.2.2.2 Peptidoglycan und Lipoteichonsaure

Um als Testsubstanz eirsis Peptidoglycan undipgoteichonsaurdéestehend&raktionvon
Lactobacillus rhamnosuSG zu erhalten, wurde zunachst in gleicher Weise verfahren wie bei
der Herstellungder Zellwandragmente Im Anschluss an diese Schritte wurder dso
gewonnene Bodensatz in 20 PBS mit 1% SDS &odium dodecyl sulfateMerck,
Darmstadt, D) fur 4Stunden bellO0°C erhitzt dreimal mit PBS gewaschen (Verfahren wie
oben beschrieberverwendete Zentrifuge: Hermle 383K, 12000x g, 10min, 22°C) und
dialysiert. Hierzu wurde ein dinnwandiger Schlauch (VisRindialysis tubing 20/32,
Durchmessed 6 mm, MWCO (nolecular weight cut 0ff12000-14.000, 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 bearbeten Lactobacilletsuspension befiillt und anschlieRend auch das
andere Schlauchende verknotet. Ber verschlossene Schlauch wuidel Liter 1 %iges
bovines Serum Albumi(BSA), geldst in destiiertem Wasser, gelegt. Nach $8inden unter
standigen Ruhre eines Magnetrihrers in der Kihlkammer béiC4wurde der Schlauch
herausgenommen, der Inhalt abgefullt, mit PB&agehen, in 5nl PBS resuspendiert und als
Peptidoglycan und Lipoteichonsdure vibactobacillus rhamnosusG enthaltende Fraktion
bei-20 °C aufbewahrt.

Das Natriumdodecylsulfat (SDS), welches durch Veresterung von Schwefelsaure mit
Dodekanol entsteht, ist ein Molekil mit einem lipophilen Schwanz und hydrophilen Kopf. Es
lagert sich an Proteine an und unterbricht nichtalente Bindungen, vaurch die Proteine

ihre native Form (Konformation) verlieren. Die Anionen von SDS binden an die
(Haupt)Peptidkette mit einem Verhaltnis von emé&DS Anion pro zwei AminosauiReste

Dies verleint dem Protein eine negative Ladung, die proportional zMaesedes Proteins

ist (ungefahr 1,4DS pro Gramm Protein) und die signifikant gré3er als seine Originalladung
ist. Die elektrostatische AbstofRung, die durch die Bindung des SDS erzeugt wird, fihrt dazu,
dass sich die Proteine entfalten. Durch das Emnitiex Proben werden die Beme ebenfalls
denaturiert, stass sie sich entfalten.

Die Dialyse ist ein Prozess, bei dem Substanzen in Lésung durch ihr unterschiedliches
Molekulargewicht getrennt werden. Die Dialyseschlauche sind semipermeable Membranen,
die eine Gekhnliche Struktur haben. Die treibende Kraft ist der Konzentrationsehted
zwischen den zwei L6ésungen an den beiden Seiten der Membran. Die in dem Schlauch

enthaltenen Moleklile 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 aul3erhalb des Schlauches erheblich groRer war
als das in dem Schlauch, wurde die Konzentration der urspriinglich vorhandenen kleineren
Molekile auf ein vernachlassigbares Mal3 reduziert. BSA&ihatlolekulargewicht @n circa
66.000g/mol und kann deshalb nicht die Membran des Dialyseschlauches permeieren. SDS
hingegen mit einem Molekulargewicht von 2§&nol diffundiert durch die Membran, lagert

sich an das BSA an und wird somit aus dem Inneren des Schlaemtfesit Durch die
Behandlung mit SDS konnten digLayerProteine der LactobacilleBellwand entfernt
werden.Peptidoglycane und Lipoteichonsaut@ngegen konnten den Dialyseschlauch nicht

verlassen und sind daher Hauptbestandteil dieser Fraktion.

3.2.2.3 Peptidoglycan

Zur Gewinnung der aus Peptidoglycanen bestehendErektion aus Lactobacillus
rhamnosussG wurde zunachst wiederum wie zur Herstellungder Fraktion aus
Zellwandragmentenvon Lactobacillus rhamnosuSsG vorgegangen. Br so gewonnene
Bodensatzwurde mit SDS behandelt, wie fidie Gewinnmg der aus Peptidoglycan und
Lipoteichonsaurebestehenden Fraktion vdractobacillus rhamnosuSG beschriebenund
anschlieBend mitOml 0,1 N H,SO, 30 min inkubiert. Nach Neutralisation mit NaOH wurde
die Sugension zentrifugiert (Hermle ZB3K, 12000x g, 10min, 22°C), zweimal mit
destilliertem Wasser gewaschen (Verfahren wie bei WascherPB#, s.o., Zentrifuge:
Hermle Z383K, 12.000x g, 10min, 22°C) und 72Stunden in 4 destilliertem Wasser
dialysiat (Visking® dialysis tubing20/32, Durchmessed6 mm, MWCO (nolecular weight
cut off 12000-14.000, Porendurchmess@6 A, Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
D). Zuletzt wurde das alysat zentrifugiert (Hermle 283K, 12000x g, 10min, 22°C) und
der Bodensatz in gl PBS gelost.

Durch die Behandlung mit Schwefelsdaure wurden die saurelabilen Komponenten der
Suspension entfernt, wie zum Beispiel Lipoteichonsaure,dass Peptidoglycane als

Bestandteilieser Fraktion Gbrig blieben.
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3.22.4Lipoteichonséaure

Um Lipoteichonséure (LTAausLactobacillus rhamnosuSG zuisolieren, wurden 8,4 der
wie oben beschrieben gewonnenattobacilleaSuspensiorfsiehe 3.2.2¢ine Stunde lang in
24 g 100%igem Phenol gekocht. AnschlieBend wurde diep8nsion zentrifugiert, zweimal
in PBS gewaschen, in PBS suspendiert und tiber Nacht unter RuhrefChgedgen Wasser
dialysiert. Zum Schluss wurde das DiahBedukt zentrifugiert und der Bodensatz imb

PBS aufgenommen.

3.2.3 Lipoteichonséaurefreie Lactobacillen

Zur PraparationLipoteichonséaurdreier Lactobacillen wurden 4, der aufgereinigten
LactobacillerSuspension mit 1l 0,1N H,SO; 3 min inkubiert und anschlieRend mit
NaOH neutralisiert, zentrifugiert und dreimal mit destilliertem Wags®raschen (Verfaen
s.0., Zentrifuge: Hermle 283K, 8000x g, 10min, 22°C). Danach wurde der Bodensatz in
5ml PBS resuspendiertDurch die Behandlung mit Saurevurden die saurelabilen
Komponenten der Lactobacillen, unter anderem Lipoteichonsauseder Bakterienwand

entfernt

3.2.4 Lipoteichonsaure vonStaphylococcus aureus

Zum Vergleich der Wirkung von Lipoteichonsauren verschmedélerkunft wurde neben der
Lipoteichonsaurevon Lactobacillus rhamnosusGG die von Staphhylococcus aureuals
weitere Testsubstanz verwendet. Sie wurde von der Firma S\gunah (Steinheim, D)
bezogen ud in einer Konzentration vonOqug/ml, die durch Zugabe von PBS eingestellt

wurde, eingesetzt.

3.2.5 Exopolysaccharid vonLactobacillus sanfranciscensis

Das verwendete Exopolysaccha(EPS)wird von Lactobacillus sanfranciscensis LTH2590

(TMW1.392 aus Saccharosergyetisiert. DeLactobacillusStamm spaltet durch das Enzym
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Levansucrase die Saccharose, wobei er die freiwerdende Glucose als Energiedgtelied
Uber den PentogehosphatVeg abbaut, wahrend er die Frage zu einem Exopolysaccharid
polymerisiert. Dieses isein Homopolymer vom Levantyp {®6Fructan) und hat nach
Dialyse ein Molekulargewicht von >2106Dalton. Das Exopolysaccharidvurde als
Trockensubstanz fierlassen von Korakli, MTU Minchen)(122) in PBS suspendiertind

auf eine Konzentration von 4l eingestellt.

3.3Synchronisation derC. albicansStamme

Fir die Infektion des RHV#odells wurde delC. albicansStammSC5314 verwendet. Zur
Synchronisation wurde der eingefrorene Stamm aufgetaut und mit einer Platinimpfose auf
Kimmig-Agar-Platten (Merck, Darmsth, D) ausgestrichen und fur Stundenbei 37°C in

einem Inkubator(Heraeus, Hanau, D) angezichtet. Von den gewachsenen Kolonien wurde
eine dicle Ose abgenommen und inmb steriler, 0,9% Natriumchlorid (NaChLosung
suspendiert, gevortext (Gerat: Snijders, Tilburg, Niederlande) nschheRend 1Minuten

bei 1500U/min zentrifugiert (Sigma-18K). Der Uberstand wurde abgekippt und der
Waschvorgng mit jeweils 10nl 0,9% NaCHL6sung zweimal wiederholt. Im Fgénden
wurde der Bodensatz inrbl NaClLosung resuspeliert und mit Hilfe einer Nevauer
Zahlkammer die Zellzdhermittelt. Nach entsprechender Verdinnung mit NaCl wurden
2x10° Zellen/ml in autoklaviertes YPIMedium (YeastExtractPeptoneDextrose
HefeextractPeptonGlukose, Difcg Detroit, USA) eingesat und Ztunden bei 37C und
150U/min im Schuttelinkubato(lInnova4230, New Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA)
inkubiert. Am folgenden Tag wurde eine erneute Zellzdhlung durchgetlidi€. albicans
Suspension wurdeauf 4x 1¢° Zellen/ml mit NaCiLésung verdinnt, in YPBMedium
eingesat und wiederum bei 3 und 150U/min flr 24Stunden im Schuttelinkubator
inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Suspension zentrifugiert, der Uberstand verwarfen un
dreimal mit jeweils 10nl PBS gewaschen. Daraufhin wurde die Zellzahl bestimmt und mit
PBS auf 4x 10" Zellen/m verdiinnt. Zur Infektiondes RHVEs wurden hiervon je B0

verwendet.
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3.4Versuchsaufbau: Infektion und Inkubation des Schleimhautmodells

Die einzelnenRHVEs wurden mit je 50pl einer Suspensionwelche jeweils eineder
folgenden Fraktioren enthielt, inkubiert: Zelllwandragmente Peptidoglycan und
Lipoteichonsaure Peptidoglycan, Exopolysaccharid, Lipoteichonsdumnon Lactobacillus
rhamnosussG, Lipoteichonséurgon Staphylococcus aureukitzeinaktivierte Lactobacillen,
Lipoteichonsaurdreie Lactobaillen und als neutrale Kontrollsubstanz PBS. Nach

12 Stunden Inkubation wde jede Schleimhautprobe mit @D C. albicansSuspension
infiziert. Nach weiteren 24Stunden wurde das Epithel einschlieBlich der
Polycarbonattragerschicht mit Hilfe einBkalpells aus dem Plastikinsert gelést und halbiert.
Der eine Teil wurde in Karnovskydsung fixiert und fur die histologische Untersuchung
aufbereitet, der andere Tevurde schockgefroren und b&0 °C bis zur Weiterverarbeitung
mittels Reverser Trangkiag-Polymerase Kettenreaktion (FACR) aufbewahrt. Der
Uberstand wurde abpipettiert und fiir die Laktatdehydrogenase ¢(LEBéstimmung
verwendet.

Der oben beschriebenéersuchsablauf wurde auch in umgekehrter Reihenfolge durchgefihrt:
die RHVEs wurden zWersuchsbeginn mit der@. albicans Wildtyp SC5314 infiziert und

12 Stunden inkubiert, im Anschluss daran mit demweiligen Testsubstanzemzw. zur
Kontrolle mitPBSbehandelt unaveitere 12Stunden inkubiert.

Zur Kontrolle wurde bei jedem Versuchsdurchgg eine Scleimhautprobe24 Stundennur

mit der neutralen SubstaRBSinkubiert.

Die beschriebene Versuchsanordnung wurde in gleicher Weise dreimal durchgefuhrt.

3.5Lichtmikroskopie

3.5.1 Fixierung und Einbettung der Schleimhautproben

Fur diehistologischen Untersuchungen wurden die Proben fir finf Stunden’Geindeine

nach Karnovsky modifizierte Losung gelegt. Diese setzt sich au®%iggs Glutaraldehyd
(Serva, Heidelberd)) und 2,0%iger FormaldehydL6sung (Merck) in 0,M Phosphatputr
(Merck) zisammen. Der pHVert der Losung betragt 7,3. Nach Ablauf der funf Stunden
wurde die Lésung bei Raumtemperatur abpipettiert. Daraufhin wurden die Schleimhaute
dreimal gewaschen, indem jeweils 0VMLPhosghatpuffer zugegeben und nachrih wieder

abpipettiert wurde. AschlieBend wurden die Proben Mthuten bei Raumtemperatur mit
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1% Osmiumtetroxid(OsQ,, Serva)Lésung in 0,IM Phosphatpuffer nachfixiert und zweimal

mit 0,1M Phosphatpuffer gewaschen. Danach wardee Epithelien fur jeweils 1B6linuten

in Losungensteigende Alkoholkonzentrationen (30, 50, 70, 90, 19%) (Apotheke der
Innenstadtkliniken der LMU, Minchen, D) gelegt, was zur Entwasserung der Schleimhaut
fuhrte. Zur Einbettung wurdelie Glycidethereinbettung nach Lyft23) angewendet: Hierzu
wurde eine aus zwei Komponenten bestehende Kunstharzlésung hergestellt, iebotes s

eine Komponente aus 104 Glycidether (Serva) und 88l Methylnadicankdrid (Serva),

die andere aus @8l Glycidether (Serva) uh 100ml 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 Epitheligeweils in Mischungen aus Kunstharz und
Ethanol (1. Schritt: Verhaltnis 1:1 fur 1 Stunde, 2. Schritt: Verhaltnis 2:1 fur 2 Stubzlen)

in reines Kunstharz (fir Stunden) gegeben wurden. Hierauf wurde die reine
Kunstharzldsung erneuert und die Probé&eriNacht bei 4C gekuhlt. Am folgenden Tag
erfolgte die Entfernung des Restalkohols aus den Proben, indem sie eine Stunde lang auf
37 °C erwarmt wurden. Danach wurden die Schleimhaute unter dem Lichtmikroskop (Zeiss,
Oberkochen, D) mit einer Rasierklingerteilt und in Einbettungsformen, die mit flissiger
Kunstharzldsung gefullt worden waren, gelegt. Zur Aushartigsgkunstharzes wurden diese

7 Tage bei 60C in einen Inkubator (Heraeus) gestellt.

3.5.2 Lichtmikroskopische Aufbereitung

Nachdem die Knstharzblécke ausgehartet waren, wurden sie getrimmt (Ultracut, Reichert,
Wien, Osterreich). Im Folgenden wurden mit einem Ultramikrotom (Ultracetchirt)
Semidunnschnitte von dm Dicke hergestellt und diese mit eineidehung (Verhaltnis 1:4)

aus 1%PyroninGi Losung (Merck) und 1%oluidinblau (Merck), gepuffert mit

1% Dinatriumtetraboratfir 5 Minuten bei 6(0°C auf einer Heizplatte (Medax, Minchen, D)
gefarbt. Die gefarbten Schnitte wurden bei60getrocknet und bei 400facher VergréfRerung

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

3.6.1 RNA-Extraktion

Die RNA-Extraktion wird in finf Schritten durchgefiihrt: Homogenisation, Phasentrennung,
RNA-Prazipitation, Waschen der RNA und LoOseler RNA. Fir den ersten Schritt
(Homogenisation) wurde zu den be80°C schockgefrorenen Proben jemlpeqGOLD
RNAPure (PeqLab, Erlangen, Deutschland) hinzugegeben, welches Phenol und
Guanidinisothiozyanat in einphasiger Lésung enthalt. Daraufhin wud@eRroben jeweils

zwei Minuten mit dem Ultratwax (IKA T25, Staufen,D) behandelt, um die Zellen
aufzuschlieen und eine homogene Suspension zu erhalten. Um die Dissoziation der
Nukleotidkomplexe zu gewahrleisten, wurden die Proben anschlieRend fiMifiuten bei
Raumtemperatur stehengelassen. Als nachster Schritt folgte die Phasentrennung. Hierzu
wurden dieProben mit 20Qul Chlorophorm versetzt, 3Bekunden lang mit Hilfe des Vortex
durchmischt und zehn Minuten lang bei Raumtemperatur stehengel@ssan.schloss sich

eine funfmindtige Zentrifugation (Zentrifuge: Biofuge Fresco, Heraeus, Hanau, Deutschland)
bei 12.000U/min an, die zur Trennung der Proben in drei Phasen fihrte: eine untere gelbe
PhenolChloroformPhase, eine obere, farblose wassrigaseé 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 R&ipitation wurde die obere Phase

in ein neues Rohrchen pipettiertdumit 0,5 ml Isopropanol (Sigm&ldrich, TaufkirchenD)
versetzt. Das Gemisch wurde NBnuten bei Raumtemperatur stehengelassen und
anschlieBnd fur zehn Minuten bei 12.08Qy in der Kuhlzentrifuge (Biofuge Fresco) bei

4 °C zentrifugiert. Dadurch wurde die RNsAsgefallt und am Boden des Rohrchens sichtbar.
Der Uberstand wurde vorsichtig mit einer Pipette abgezogen und verworfen. Es folgte das
Waschen der RNA. Hierfur wurdenl 75 %igesEthanol zum RNAPellet gegben und zehn
Minuten bei 12.00Q)/min und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
abpipettiert und der Waschvorgang wiederholt. Um die RNA zu l6sen, wurde da$BINA

leicht getrocknet (Thermomixer comfort, ggrdorf, Hamburg, D), und mit il RNAseOUT
Ribonuklease InhibitofInvitrogen, Karlsruhe, D) und 8l Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Wasser (Sigma) versetzt. Dadurch wurde die enzymatische Zersetzung der RNA durch
RNAsen verhindrt. Die RNAProben wurden beB0 °C gelagert.
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3.6.2 Photometrische Messung der RNAConzentration

Die RNA-Konzentration der Proben wurde mit Hilfe eines Photometers (Biophotometer,
Eppendorf, D) bestimmt. Hierzu wurde réchst ein Nullabgleich gegenullLésung von
RNAse Inhibitorin DEPGWasser, die dem Verhaltnis der Proben entspricht, verdinnt mit
99 ul DEPGWasser, durchgefiihrt. Im Anschluss daran wurde jewgilsRINA-Probe mit

99 ul DEPGWasser verdunnt, in eine Kunststoffkuvette (Uvette, EppendoigeBg¢ben und

die Proben bei 260m und 280hm vermessen. Somit erhielt man die RKAnzentration der
jeweiligen Probe und konnte so denrd&nnungsfaktor berechnen, unud RNA fir die
Reverse Transkriptase (RReaktion zu erhalten. An dem Verhdltnis der Absorption bei
260nm und 28(hm lasst sich erkennen, ob die RNA mit Proteinen, Guanidinisothiocyana
oder Phenol kontaminiert ist, was zu einer Stérung derRBdktion fuhren kodnnte.
Optimalerweise sollte das Verhaltnis zwischen 1,7 und 2,0 liegen, anderenfalls sollte sich ein

weiterer Waschschritt mit Ethanol anschliel3en.

3.6.3 DNAseVerdau

Fur denDNAse-Verdau und diersschlieRende R-Reaktion wird Jug RNA eingesetzt. Diese

wird mit 1pl 10x Reaction Buffer (Invitrogen) und 1ul DNAsel Amplification Gade
(Invitrogen) verstzt und mit DEPS8Nasser auf 1@l aufpipettiert. Die Mischung wurde
15min bei Raumtemperatur inkubiert.  Anschlie@Rend  wurde l25mM
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) hinzugegeben, um Uberschissige Metallionen zu
binden. Es folgte eine zehnminitige Erhitzung bei°®5 (Thermocycler, Biontea,
Goéttingen, D) um die DNAskzu inaktivieren. Im Anschluss daran wurden die Proben auf

4 °C (Thermocycler) gekunhlt.

3.6.4 RT-Reaktion

Die RT-Reaktion dient der Umschreibung der mRNA in cDNA wndde unter Verwendung
deslstStrand cDNA Synthesis Kit for FFICR (AMV) (Roche, Mannheim, D) durchgefuhrt.
Nach dem DNAsé&/erdau wurden die Proben jeweils mit [l Oligo-p(dT) Primer und

1 pl HO versézt. Nach 5min, in denen sich der Primer an die mRNA anlagern konnte,
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wurden folggnde Komponenten hinzugefugt:uédTranscripor RT Reaction Buffe(5x),
0,5ul Protector RNAse Inhibito{40 U/ul), 2 ul Deoxynucleotide MiX10mM) und 0,5ul
Transcriptor Reverse TranscriptaseDiese Mischung wurde kurz gevortext und
abzentrifugiert. Daraufhin wurden folgende Inkubationgtiehin einem Thermocyer
(Biometra) durchgefuhrt: 3®linutenbei 55°C, um diemRNA in cDNA umzuschreiben und
5 Minuten bei 85°C, um die Reaktion zu beenden. Zuletzt wurden die Proben &0f 4
abgekihlt. Die 2@ul cDNA-LOsung wurden mit 180l DEPGWasser verdunnt, gass fur
die PCR insgesamt 2Q0 cDNA-LAsungzur Verfigung 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 ermoéglicht den Nachweis
selbst sehkleiner Mengen an DNA. Sie verlauft in drei Schritten, die zyklisch wiederholt
werden: Denaturierung, Hybridisierung und Di$4nthese. Im ersten Schritt wird die Ziel
DNA (templatg¢ durch Erhitzen auf 3400°C denaturiert und somit in DNEinzelstrange
aufgetrennt(Abb+ildung 2. Bei der Hybridisierung lagern sich die zugegebenen Pramer
die komplementaren Enden deinzelstrangigentemplateDNA an. Dies geschieht bei
4565 °C, der Annealing (AnlagerungsjTemperatur(Abbildung 3. Bei der DNASynthese
verlangert die hitzestabile TagDNA-Polymerase in Gegenwart von
Desoxyribonucleosidtriphosphaten (dN)Bsi einer Temperatur von 72, von den Primer
ausgehend, den komplementaren zweiten EBfrangentlang detemplategAbbildung 4.

Dieser dreischttige Zyklus wird ungefahr 380mal wiederholt, wobei jedes Mal eine
Verdoppelung der durch d&simer-Paardefinierten ZielSequenzestattfindet. Nach Ablauf
von nZyklen erhalt man somit maximal 8oppelstrangige Kopien degmplateDNA.
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Abbildung 2: Denaturierung: Der DNA-Doppelstrang trenntich bei Temperaturen von
rund 94100°C in seine Einzelstrange afach(124)).

template-DNA

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

template-DNA

Taq DNA- Primer 1

Polymerase

Primer 2

Abbildung 4: DNA-Synthese:TagPolymeraserverlangern den Primer mit den ebenfalls
zugesetzten DN#Ainzelbausteinen. So wird die einzelstrdngige DNA wieder zum

Doppelstrang komplettiethach(124)).


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

Der LightCycler

Die quantitativerealtimePCR wurde mit dem RocHaghtCycler (LightCycler1.0, Roche
DiagnosticsMannheim, D) durchgefuhrt. Diesbkesitzt eine Thermokammer, in welcher sich

ein softwaregesteuerter rotierender Glaskapillarenhalter befind®e PCR und die
Fluoreszenzmessung finden in optisch klaren Borsiaskapillaren statt, die durch Luft
abgekihlt beziehungsweise erhitzt werden. Durch die Verwendung von Luft, mit ihrer
geringen Warmekapazitat als Warmetrager und dem grof3en ObenfMichenenVerhaltnis

der Glaskapillaren ist eine schnelle Veranderung der Temperatur und somit Verkirzung der

Phasendauer maoglich.

Fluoreszenzoptische Bestimmung der DNAenge mit Hilfe des SYBR’-Greenl-
Fluoreszenzfarbstoffes

Mit Hilfe der Echtze#PCR imLightCyclerlasst sich die Genexpression quantitativ erfassen.
Die Amplifikation der DNA wird hierbei mit der quantitativen Bestimmung tmplate
DNA-Menge durch fluoreszenzoptische Methoden kombiniert. Hierzu wird ein
Fluoreszenzfarbstoff §YBR Green Invitrogen, Karlsruhe, P verwendet, der durch eine
Blaulicht (470nm) emittierende Diode angeregt w{bbildung 5. Der Farbstoff lagert sich

in die minor groovekleine Fuche) doppelstrangiger DNA eiburch diese Bindungird die
emittierte Fluoreszenz bei gleicher Anregungsintensitat um das$hi80000@ache erhoht
(Abbildung §. Wahrend der Elongation binden mehr und mehr Fluoreszenzfarbstoffmolekile
an die netsynthetisierte DNA. Bei kontinuierlichem Reaktionsmonitgririst ein
FluoreszenZnstieg in Echtzeit zu beobachten, woba thtensitat der Fluoreszenz direkt
proportional zu der Menge an doppelstrangigsiA ist (Abbildung 7. Unter Denaturierung

der DNA in der Phase der Erhitzung werden die Fluoreskkiekile freigesetzt und das
Fluoreszensignal fallt.

Nach jedem Zyklus wird inhightCyclerdie emittierte Fluoreszenz gemessen und in Echtzeit
(realtim@ in Form einer Kurve, welche die Intensitat der Fluoreszenz gegen die Zykluszahl

graphisch darstellt, aufgezanet.
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SYBR Green

FTrrrrery

J I |
denaturierte DNA

Abbildung 5: Zu Beginn der Amplifikation beinhaltet der Reaktionsansatz die denaturierte

DNA, die  Primer und den Fluoreszenzfarbstoff. Die ungebundenen
Fluoreszenzfarbstoffmolekile fluoreszieren schwach, wobei sie ein minimales Fluoreszenz
Hintergrundssignal produzieren, welches wéahrend der Compuatdyse subtrahiert wird
(nach(129)).

Lichtemission

Abbildung 6: Nach dem Anlagern détrimer kdnnen wenige Fluoreszenzfarbsttfblekile
an den Doppelstrédngen anbinden. Das Binden an der DNA fihrt zu einem deutlichen Anstieg
der Lichtemission deBYBR GreenMolekiile (nach(125)).
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Abbildung 7 Wéahrend der Elongation binden zunehmend mehr
Fluoreszenzfarbstoffmolekile an die remthetisierte DNA. Bei kontinuierlichem

Reaktionsmonitoring ist eiRluoreszenzAnstieg inEchtzeitzu beobachte(nach(125)).
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Die Messung und Darstellung der DNAMenge im zeitlichen Verlauf: die
Amplifikationskurve
Die Anzahl der DNAMolekile nach einer bestimmten Anzahl von Zyklen wihdrch

folgende Gleichung beschrieben:

N:N0XEn

N: Anzahl der DNADoppelstrange bei einebestimmterzyklus
No.  Anfangszahl der DNADoppelstrange vor Beginn der PCR
E: Amplifikationseffizienz

n:  Zykluszahl

Bei graphischer Darstellung der Anzahl der DNARoppelstinge bezogen auf die
Zykluszahln ergibt sich eine Kurve mit einem sigmoideerlauf, welcher durch die dic
standig verédndernde Effiziedz bedingt ist. Dies ist Folge der sich verschiebenden
Konzentrationsverhaltase der Reaktionspartner.

Das Fluoreszenzsignal wird abhangig von der Zahl der Ausgangskopien erst nach einer
bestimmten Zykluszahl messbar, die umso kleiner ist, je nemplateDNA sich im
Reaktionsansatz befunden hat. Grund hierfir ist, dass das Gngednalb der Sensitivitat des
Fluorimeters liegt.

In der initialenlag-Phase sind relativ zu viele Reaktionsreagenzien wie Polymerase und
Nukleotide, aber retar zu wenig Substrat, namlidatrizenDNA, vorhanden.

Im Laufe der Zyklen nimmt die Anzatlder MatrizeADNA zu, sodass ein ausgewogenes
Verhéltnis von Substrat und Reaktionsreagenzien herrscht. Diese optimalen
Amplifikationsbedingungen herrschen jedoch nur fur kurze Zeit, fir die Dauer von wenigen
Zyklen (og-Phase). Wahrenddessen kommt esizereexponentiellen Synthese von DNA.

Im Folgenden wird ein Sattigungspunkt erreicht, namlich wenn mehr Matrizen als Enzyme
vorhanden sind. Das exponentielle Wachstum geht in ein lineares Wachstum uber.
Limitierender Faktor der Reaktion ist schliel3liage Anzahl der vorhandenen Nukleotide. Die
Amplifikationskurve zeigt ein Plateau, da keine weiteren Kopien mehr angefertigt werden
kénnen (Plateauphase).

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

templateDNA 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 teetplateDNA in der
Probe vorhanden w#Abbildung8).

Abbildung 8: Graphische Darstellung définetik der PCR:Die entstehende Kurwe die
Amplifikationskurven der einzelnen Proberspiegeh die Kinetik der PCR mitjeweils
exponentiellem Wachstum updach einem lingan Verlauf Ubergang in ein®lateauphase
wider. Die Kurven sind umso weiter nach links verschoben, je nehplateDNA in der

jeweiligen Probe vorhanden war.

Schmelzkurve

Der FluoreszenzfarbstoBYBR Greenl lagert sich unspezifisch in doppelstrangiger DNA
ein. Deshalb wird nach abgelaufener PCR efdamelzkurvenanalyseurchfihrt, anhand
derer die Fragmentlangen und dadurch die Spezifigit gebildeten DNADoppelstrange

bestimmt werden kanrBei einer Schmelzkurvenanalyseird 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 wuden die Proben zunachst auf 66 (bzw bei Il-8: 70°C) abgekuhlt, um im
Anschluss mit 0,2C pro Sekunddis auf 99°C erhitzt zu werden. Dab&iurde gleichzeitig
kontinuierlich die Fluoreszenz gemessen.

Nach einem langsamen Abfall des Fluoreszenzsignals zu Beginn des Temperaturanstieges,
kommt es imVerlauf zu einem steilen Abfall auf nahezu Null. Grund hierfir ist, dass die
jeweiligen als DNADoppelstrang vorliegenden Produkte an einem fiir sie charakteristischen
Schmelzpunkt zu zwei einzelstrangigen Molekulen denaturiert werden. Je langer unich somit
der Regel spezifischer ein DNRrodukt ist, desto hoher ist seine Schmelztemperatur. Durch
das Schmelzen werden eingelage®BR-GreenMolekiile freigesetzt, wodurch die
Fluoreszenz sinkiit dieser Methode ist somit eine Unterscheidung zwischepeifischen

und spezifischeDNA-Produkten moglictjAbbildung9).

' ' ' \ ' ' \ | ' | ' | ' | ' ' ' ' ' . ' '
b4 66 ] 0 n " % ] 1] 8 8 % 8 0 2 £ % ] 100
Tempetature ()

Temperatue

Abbildung 9: Schmelzkurva der dsDNA (hier desGM-CSFGens bzw HO) verschiedener

im Versuchsaufbau untersuchter Schleimhautprodeie Schmelzkurven deeinzelnen
Proben sind in unterbdlichen Farben dargestellbNach einem zunachst langsamen
kontinuierlichen Abfall des Fluoreszenzsignals zu Beginn des Temperaturanstieges, kommt es
im Verlauf zu einem steilen Abfall auf nahezu Null, wenn die spezifiScinenelztemperatur

der jeweiligen DNAProdukte erreicht istDie Schmelzkurve von ¥D zeigteinen friiheren

Abfall, da in dieser Probe unspezische DRfodukte mit entsprechend niedrigerer

Schmelztemperatur entstanden sind.
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Schmelzkurvenanalyse

Die LightCyclerSoftware rechnet das Fluoreszenz/Tempefatagrammin ein Diagramm

um, welches dieFluoreszenzénderung pro Temperaturdnderung (entspricht der negativen
1. Ableitung der Schmelzkurve, mathematischdF/dT) auf der yAchse gegen die
Temperatur aufler xAchse graphisch dargesteltn den Wendepunkten der Schmelzkurven

ist der Fluoreszenzabfall am starksten, die Fluoreszenzstarket &nch am meisten, das
heil3t -dF/dT wird maximal. Dies entspricht dem Peak in der Schmelzkurvenanalyse. Bei
dieser Bmperatur liegt der fir das P&MRodukt charakteristische Schmelzpunkt. Bei
gleichartigen PCHProdukten hat der Peak daher eine eher spitze Form, wohingegen er sich
bei Vorhandensein vieler verschiedener Nebenprodukte breitbasiger und niedriger darstellt.
Die Flache unterhalb des Peaksrreliert ungefahr mit der Menge an spezifiscH2NA
(Abbildung 10).
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Abbildung 10: Schmelzkurvenanalyse der Amplifikate nach PCR &WBR Greenl. Es
zeigt sich bei 92C ein Gipfel, welcher der Schmelztemperatur des gewtinschten Amplifikats
entspricht, sowie bei 88 ein breitbasigererGipfel, der die Schmelztemperatur des aus

Wassegebildeten Amplifikats anzeigt.
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Schwierigkeiten in den quantitativen Untersuchungen ergaben sich dadurchSYi2&s
Greenl unspezifisch doppelstrangige DNA detektidBei geringen cDNAKonzentrationen

im PCRAnNsatz entstandeneben den gewiinschten Amplifikateermehrt Primerdimeran
welche sich der Farbstoff dagerte In der folgendenSchmelzkurvenanalysergab sich
dadurchein zweiter Gipfelwelchernicht die Schmelztemperatur des gesuchten Amplifikates
aufwies (Abbildung 11). Das Vorliegen von storender doppelstrangiger DNA, die nicht der
Zielsequenz entsprach, machte eine quantitative AuswesilogerProben unmdgh. Bei
Einsatz von hbeaen Konzentratione eingesetzter cDNA verschwande zweite

Schmelzkurvengipfel.

06-
115-
04
03--
02-
-

o

66

Abbildung 11: Schmézkurvenanalyse der Amplifikatmach PCR mitSYBR Greenl
(dargestellt in unterschiedlichdrarben). Es zeigt sich bei 88 ein Gipfel, welcher der
Schmelztemperatur des gewiinschten Amplifikats emisiprsowie bei 79C bzw. 80°C
jeweils ein weiterer, deutlich Kkleineer Gipfel, der das Vorliegen von stérender
doppelstrangiger DNA zeigt, die nicht der Zielsequenz entspricht und eine exakte

Quantifizierung diesdiir die jeweiligen Probeanmdoglich macht.
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Durchfiihrung der PCR

Zur Herstellung des Reaktionsansatzes fur die quamit®CR wurde dafastStartDNA
Mastef""=Kit der Firma Roche verwendet.

Die Zusammensetzung des Versuchsansatzes wurde in Testdurchlaufen variiert, bis optimale
Schmelzkurvenanalysen ohne Darstellung von Nebenprodukten erreicht wireleso
experimengll festgestellte optimal&ersuchsanga fir je eine Rvbe enthieltje 1 pl H,0,

1ul 20 uM Primer-Paar (Forward, Reverse 2pul SYBR-GreenReaktionsmix (enthalt
SYBR-Green FastStart TagPolymerase, PoldNTP-Mix, Reaktionspuffer und

1 mM MgCl,) und 6l des zu untersuchenden cDNA&mMplates

Eine Glaskapillare pro Lauf enthielt als Negativkontrolle DEN@sser anstatt déemplate

DNA. Nachdem die Proben kurz anzentrifugiert worden waren, um das Reaktionsgemisch in
die Spitze der Glaskapillaren zu g@igren, wurden sie in den Probenkranz dightCycles
eingesetzt.

Die verwendeterPrimer waren bereits im Vorfeldn unseremLabor etabliert worden. Die
Synthese erfolgtdurch TIB Molbiol (Berlin, D).

FolgendePrimer-Sequenzen wurden verwendet:

GAPDH: 5 0GCA CCA CCAACT GCT TAG CACC
3-0GTC TGA GTG TGG CAG GGA CTC

GM-CSF: 5-0GTG GCC TGC AGC ATCTCTGCAC
3 -0CCT GGA CTG GCT CCC AGC AGTC

TNF-U 5 0GGG ACC TCT CTC TAA TCA GCC CTC TGG
3 0GAC GGC GAT GCG GCT GAT GG
IL-1U 5 -0CAC TCC ATGAAG GCT GCA TGG
3 -0ACC CAG TAG TCT TGC TTT GTG G
IL-16: 5 9CGA TCA CTG AAC TGC ACG CTC CG
3 0GGT GAA GTC AGT TAT ATC CTG GCC G
IL-8: 5 0GCA GCT CTG TGT GAA GGT GCA G

3 -0GCA TCT GGC AAC CCT ACAACAG

Tabelle 1: Ubersicht tiber die verwendetBnimer
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Fur die verwendeteRrimer ergaben sich unterschiedliche optimale Amplifikatiaiten und

AnnealingTemperaturen:

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

Tabelle 2: Amplifikationszeiten undnnealingTemperaturen der einzeln®nimer

DasCycle und SchmelzprotokoBetzte sich folgendermal3en zusammen:

1. Denaturierung

Temperatur (°C) Zeit (sek)
Denaturierung 95 600
2. Amplifikation (457 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.o0.)
Fluoreszenzmessung Primer-spezifisch (s.0.) 1
3. Schmelzen
Temperatur (°C) Zeit (sek)
Abkuhlung 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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3.6.61dentifizierung der PCR-Produkte durch die Gelelektrophorese

Um neben der Schmelzkurvenanalyse mit einer weiterethddezu tberprufen, ob in der
einzelnenProbe tatséchlich nurdie cDNA desjeweils gewlnschten Zielgens und nicht
verschiedene unerwinschtebenprodukte amplifiziert wurdenyurde im Anschluss an die
Amplifikation bei Stichprobeneine Gelelektrophorese durchgefuhitierbei erfolgte die
Auftrennung der PCHrodukte entsprechend ihrer Langen im elektrischen Fald.
Herstellung des 1%igeAgaroseged wurde 1 g Agarose (Invitrogenjn 100g TAE-Puffer
(Tris-AcetatEDTA; T9650Sigma) suspendiert und durch Erhitzen in der Mikrowelle
(Mikrowelle HMG 3103 Bosch Hausgerate, Stuttgant)istandig gelostind anschlief3enih
ElektrophoresekammeriElektrophoreseger&734 Consort, Turnhout, Byjegosen. Die
Proben wurden mit 1/1@olumen des FarbstoffmarkeBlue Juice®(Invitrogen, Karlsuhe,
D) versetzt und das ProbeifrarbstoffGemischwurde in die Taschen des Gels pipettierd
nach Auftragen in die Geltaschen inxXITAE-Laufpuffer bei emer konstanten Spannung von
150V uber 60min hinweg aufgetrennt.

Nach Beendigung der Elektropheeewurde da& Gel 20min in einem Ethidiumbromidbad
(Endkonzentration 0,5 g / ml|  4Puffer)TgdaEbt und anschlielRend unter k\cht bei
einer Wellenldnge von 30%m mit dem UVTransilluminator (UV-Transilluminator TFX
20M Biometra, Gottingergausgewertetind fotografiert.

3.7 Auswertungsmethodik

Relative Quantifizierung

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe deLightCycler DataAnalsisSoftware von Roche,
Version3.5, welche die Phase der logarithmischen Amplifikation der PCR ermittelt. Bei
Auswahl derSecondDerivative Maximum-Methode berechnet die Software das Maximum
der zweiten Ableitung der Funktion, die die FluoresZenin Abhangigkeit von der
Zykluszahln beschreibt{mathematisch (dF/dn)/dnpPas Maximum der zweiten Ableitung
stellt den Wendepunkt deSraphen der Funktion dar und wird aXossing point(Cp)
bezeichnet. Er gibt diAnzahl der Zyklen an, nach detie logarithmische Phase der
Amplifikation beginnt und ist ein indirektes Mald dafir, wie hoch thmplateDNA-
Konzentration in der Probe iste mehr cDNA in dem Reaktionsansatz vorhanden ist, desto

friher ereicht die Reaktion diese Phase waadto kleiner ist der Cy/ert.
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Bei der hier angewendeten relativen Quantifizierung wird die Genexpression eirgengiel
(targetGen) auf ein Referenzgdrezogen. Hierflr wird ein sogenanntesusekeeping gene
verwendet, welches nicht reguliert und somit staxprimiert wird. Housekeepingsene
kodieren fir Proteine, die fir den Grundstoffwechsel von Zellerbtlggnwerden, zum
Beispielfur denGlucose Stoffwechsel. In devorliegenden Arbeit wurde GAPDWerwendet.

Das relative Verhéltnis von Zielund ReferenzgeDNA wird fir jede Probe und eine
Bezugsprobe(calibrator), die in jeden LightCyclerLauf aufgenommen wad, bestimmit.
Damit weden die Vaiationen korrigiert, die durch Unterschiede in der Qualitat und Quantitét
der Nukleinsduren verursacht mden. Als Bezugsprobewurde eine 246tunden mit PBS

inkubierte Schleimhaut verwendet.

Die Berechnung der relativen DNMenge eines jeden Ziebder Referenzgens erfolgt geman
der allgemeinen PGBleichung (N=Nox E") und basiert auf derCrossing pointsder

jeweiligen Probe und der Effizienz der PCR Reaktion.

NT = NTO X ETCpT

Ng = Nro X ER°PR

Nr: Relative DNAMenge eines jeden Zielgertanget geng
Nto:  Anfangszahl der DNADoppelstrange des Zielgens vor Beginn der PCR
Er: Amplifikationseffizienz des Zielgens

CpT: Crossing poindes Zielgens

Ng: Relative DNAMenge einegeden Referenzgenseference gene
Nro:  Anfangszahl der DNADoppelstrdnge des RaEnzgens vor Beginn der PCR
Er: Amplifikationseffizienz des Referenzgens

CpR: Crossing poindes Referenzgens

Um das auf die Bezugsprobe vereinheitlichte relalMerhaltnis (ormalized rati9p zu
berechnen, wird die relative Menge von Zieli ReferenzgeNA jeder Probe (Ns)Nr(s)
durch das Verhaltnis der Zietu ReferenzgeidNA der Bezugsprobe (hy/Nrc) geteilt.
Hierdurch werden die verschiedengensitivitaten bei der Detektion des Ziehd Referenz
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Amplikons korrigiert, die durch unterschiedlich@anealingder Proben verursacht werden.
Nach Umformen (siehe Anhang) ergibt sich folgende Gleichung:
Normalized ratio =
= (N1o(syNro(s) / (NtocyNro(c) =
= (ETCpT(C)/ERCpR(Cb /(ETCpT(S)/ERCpR(Sb =

= (ETCpT(C)/ERCpR(Cb X (ERCpR(SyETCpT(Sb =
= £, CPTO-COT(S) 5 £ CPR(S}COR(C)

Nt:  Anzahl der Zielmolekile ar@rossing point

Ng: Anzahl derReferenzmlekiile amCrossing point

CpT: Zykluszahl bei Erreichen der Detektionsschwelle des Zielge@sossing poinides
Zielgens target ger)

CpR: Crossing point des Housekeepinggams$efence gene

C: Bezugsprobeadglibrator)

S: jeweilige Probegample

Er: Amplifikationseffizienzdes Zielgens

Er: Amplifikationseffizienz des Housekeepinggens

Die optimale Amplifikationseffizienzbei der Polmerasekettenreaktion liegt B&i was die
Replikation aller vorhandenéemplateshedeuten wirde. Tatsachlich ist die Effizienz jedoch
niedriger. Die real-time PCR Effizienz (B wurde fur die jeweiligen Primer aus den
Steigungn externerStandardkurve, welche aus unterschiedlich®NA-Verdinnungsstufen
erstellt wurde, nach der Formel E=10Y/5*%"9 hestimmt Die Effizienzen betrugen fiir
GAPDH: 1,88, GMCSF: 1,87, TNRJ 1,93, IL-1U 1,85, IL-1R: 1,92 und I£8: 1,94)

3.8 LactatdehydrogenaseTest

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 verschietbsmezyme
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entstehen, deren Verteilung flir die verschieate Organe charakteristisch. iBiommt es zu

einer Schadung der Zellen, wie zum Beispiel beim Herzinfarkt, so erh6ht sich der-LDH
Spiegel im Serum. Werden die Zellen der Vaginalschleimhaut geschadigt, so kommt es
ebenfalls zu einer Erhéhung der LEbnzentration im Erhaltungsmediumiesekann durch
Messung dr NADH-Abnahme photometrisch bei 3#4én nach der Wroblewskia Due
Methode (126) indirekt bestimmt werdenNach Beendigung der Inkubation der RHVE

wurden jeweils die LDFKonzentrationen in den Erhaltungsmedien bestimmt

3.9 Statistik

Alle Experimente wurden dreimal durchgefihrt. Zur statistischen Auswertung der Resultate
der realtimePCR wurde die Software REST2009 (127) verwendet. Die Ergebnisssnd
graphisch in Form voiVhiskerbox-plots mit Darstellung des Medians, der Quartilen sowie
der Maximat und Minimalwertewidergegeben. Als Referenzgen wurde GADPH verwendet,
die Normalisierung der relativen Quantifizierung erfolgte in Bezug auf die RPBen,
welche fir 24 Stunden mit PBS vemetworden 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

4.1MorphologischeBeurteilung der Gewebeproben

Ziel der histologischen Untersuchungen des rekonstituierten humanen
Vaginalschleimhautepithels (RHVE) war die Beurteilung der morphologischen
Epithelver&dderungen nach Infektion mit. albicans und die evtl. Beeinflussung dieser
Veranderungen durch vorherigew. nachfolgenddnkubation mit verschieden modifizierten
Lactobacillus GG Bestandteilefozw. eiresLactobacillusProduktes

Die jeweiligen Versuchevurden drei Mal durchgefiihrt. Pro Epithelprobe wurden mehrere
histologische Schnitte hergestellt und lichtmikroskopisch aufbereitet. Zur besseren
Vergleichbarkeit werden im Folgenden die Bilder einer Versuchsrddren Ergebnisse flr

die morphologischen Veraaduingen in den Bildern allairei Versuchsreihemeprasentativ

erschieen, dargestellt.

4.1.1 Morphologie des nicht infizierten RHVE

Zunéachst wurden als Kontrollansatz die morphologischen Veranderungen des RHVE nach
24-stiindiger Inkubation mit der neutralen Kontrollsubst&mosphate buffered salif®BS)
betrachtet.

Nach 24stundiger Inkubation bei 3T, 5%CO, und 100% Luftfeuchtigkeit in einem
Brutschrank mit PBS nahutie Dicke der Schleimhaut um2lKeratinozytenzellschichten zu.

Die Schleimhaut blieb weitgehend unbeschadigt, insbesondere Odeme oder Nekrosen waren

kaumzu erkennenAbbildung12).
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Abbildung 12 Histologisches Bild eines24 Stunden mit PBSals Kontrollsubstanz
inkubierten, nicht infizierten, rekonstituiertenVaginalepithes, bestehend aus
6-8 Zellschichten autiner Polycarbonattragerschiclitie Zellen sind weitgehend intakds

finden sich kaun©deme oder Nekrosen. VergroRerung0o.

4.1.2 Morphologie des RHVE nach Ifektion mit C. albicansWildtyp SC5314

Als Modell der Vaginalkandidose wurde das RHVE miit albicans Wildtyp SC5314
infiziert. Analog zu den im Folgenden untersuchten Testsubstamzede das RHVE
zunéchstfir 12Stunden mit PBSals neutraler Kontrollsubstannkubiert. Anschlie3end
erfolgte die Infektio mit C. albicansund eine weiteré&2-stiindige Inkubation. Danach wurde

ein histologischer Schnitt gewonnen utidsemach Farbung lichtmikroskopisch untersucht.

Im histologischen Bild wies das RHVE Gewebeschaden mit édengatichwollenen und
nekrotischerKeratinozyten auf. Zellen l6sten ki@aus dem Epithelverband ab. Es kam zur
Bildung von Vakuolen. Die interzellularen ZwischenrGume waren vergrof3ert, es zeigte sich
eine Spongiosis der Schleimhaut. Pilzzellen lagerten sich an der Oberflache der Schleimhaut

an, einige drangen in die oberenitBplschichten einAbbildung13).
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Abbildung 13: Histologisches Bild eines 1R2tunden mitC. albicans Wildtyp SC5314
infizierten RHVE. Vakuolen, Odeme sowie Nekrosen in den obererd teilweise in den
mittleren Zellschichten, Adhasion von Hefezellen an der Schleimhautoberflache
VergroRerung 400.

Bei der 24Stunden mitC. albicansinkubierten Schleimhawvurdeanalogzu der Zugabe der
Testsubstanzen in den folgenden Versucheesh 12Stunden PBS als Neutralsubstanz
hinzugegebenUnter lichtmikroskopischer Betrachtung zeigte sichssdddas Vaginalepithel
deutlichstarkerbeschadigtvar als bei 12stindiger Einviizeit des HefepilzeKeratinozyten
Iosten sich aus dem Zellverban®,akuolen, teilweise konfluierendvaren bis inmittlere
Zellschichtenzu sehen. Desweiteren veareine deutliche ddematdse Schwellusgwie
Nekrosen der Schleimhautzellereu beobachten Zahlreiche Pilzzellen hafteten an der
Schleimhautoberflachenund drangemis in diemittlerenEpithelschichten ein.

Somit konnten die Hefepilzzellen in Abhangigkeit von der Infektionsdauer zunehmend tiefer
in das Epithel einihgen(Abbildung14).
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Abbildung 14: Histologisches Bild eines 23tunden mitC. albicans Wildtyp SC5314
infizierten RHVE. Starke Schadigung dépithek, Nekrosen und Odeme mit Adh&sion und

Eindringenvon Hefepilzzellerbis in die mittleren ZellschichteiWergréRerung 400

4.1.3Morphologie der vorinkubierten, infizierten RHVE

Um die Auswirkungen einer Vorinkubation des RHVE mit den verschiedeaeobacillus
Bestandteilerbzw. eines Lactobacillenproduktasf die Epithelverdnderungen zu beurteilen,
wurde die Schleimhaut jeweils fur 12tunden mit diesen inkubiert, bevor eingstiindige
zusatzliche Inkubation mitC. albicans erfolgte. AnschlieRend wurdedie histologisch
aufbereitegn Epithelproben lichtmikroskopisch untersucht und die jeweiligen Veranderungen
im Vergleich zu der 13tunden mit PBS als Kontrollsubstanz voriniarten und

anschlieRend mit. albicansinfizierten Schleimhaubeurteilt.

4.1.3.1Vorinkubation mit hitzeinaktivierten Lactobacillus rhamnosusGG

Die Vorinkubation des Vaginalepithels mit hitzeinaktiviertesictobacillusrhamnosussG

vor Infektion durch C. albicans bewirkte im histologischen Bildeine etwas starkere

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

Abbildung 15. Histologisches Bild eines 1R2tunden mit hitzeinaktiviertenLGG
vorinkubierten und anschlieRend r@italbicansWildtyp SC5314 infizierten RHVE. Odeme,
Nekrosen und Vakuolen bis in mittlerend teilweise untereZellschichten, Ablosung
oberflachlicher Epithelzellen, Abnahme der Epitheldicke, intakte Basalzellschicht.

VergrofZerung 400.

4.1.3.2Vorinkubation mit Zellwandfragmenten vonLactobacillusrhamnosusGG

Vor Testung der spezifischen Zellwandkomponenten wurden die Effekte einer
Vorbehandlung des Vaginalkandidosemodells mit der durch Ultraschall fragmentierten
gesamten Zellwandon Lactobacillus rhamnosuSG untersucht. Diese Suspension enthalt
sowohl Fragmente der Zellmembran als auch sadmtliche Komponenten der Zellwand wie
Peptidoglycan, Lipoteichonsaure, = Wandteichonsdure sowie zellmembrand
zellwandassoziierte Proteifg-Layen.



