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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie, Erreger, Symptome, Einteilung, Risikofaktoren

Die Vulvovaginalcandidose (VVC) ist weltweit die haufigste symptomatische
Infektionskrankheit des unteren Genitaltraktes. Sie ist auch einer der haufigsten
Grunde fur Frauen, den Gynakologen aufzusuchen (Donders and Sobel, 2017).
Aktuellen Schatzungen zufolge liegt die Wahrscheinlichkeit bis zum 50.
Lebensjahr an einer VVC erkrankt zu sein landerabhangig zwischen 23 und 49%,
im Mittel bei 39% (Blostein et al., 2017). Altere Studien gehen sogar davon aus,
dass bis zum 25. Lebensjahr bereits 50% aller Frauen mindestens eine Episode
einer VVC in ihrem Leben hatten (Marrazzo, 2003, Geiger et al., 1995). Etwa drei
Viertel aller Frauen erkranken mindestens einmal im Leben an einer VVC
(Maccato and Kaufman, 1991, Sobel, 1997). Besonders dem niedergelassenen
Gynakologen begegnet die VVC in der Praxis daher praktisch taglich. Die
Diagnose kann anhand der Beurteilung des Nativpraparats aus Vaginalflissigkeit
unter dem Licht- oder besser Phasenkontrastmikroskop und der Anzichtung
einer Pilzkultur gestellt werden. Von den Patientinnen geschilderte Symptome
und eine gynakologische Untersuchung allein sind flr die sichere Diagnose einer
vaginalen Candidaerkrankung nicht ausreichend (Schaaf et al., 1990, Novikova
and Mardh, 2002, Donders and Sobel, 2017). Eine kulturelle Anziichtung sollte
daher als Nachweis fur einen Pilzbefall, trotz hoherer Kosten, nicht nur bei
unklarem mikroskopischem Befund erfolgen (Weissenbacher and Spitzbart,
2001). Die Pilzkultur dient auch der Differenzierung der einzelnen Candida-
Spezies. Eine noch sensitivere Methode zum Nachweis von Candida-Spezies in
der Vagina stellt die PCR dar (Weissenbacher et al., 2009a, Kollmer, 2009).
Serologische Antikérperbestimmungen werden nicht empfohlen (Mendling et al.,
2015). Die Therapie der akuten VVC gelingt in den meisten Fallen dank einer
Vielzahl potenter topischer und systemischer Antimykotika schnell und
problemlos. 5-10% der Patientinnen erleiden jedoch mehr als eine Infektion
(Mardh et al., 2002), manche Autoren berichten sogar, dass 15-20% der
Patientinnen innerhalb von ein bis drei Monaten ein weiteres Mal an einer VVC
erkranken (Kaufman and Hammill, 1990). Bei 6-9% der Frauen mit VVC treten
vier Erkrankungen pro Jahr oder mehr auf (Foxman et al., 2013). Man spricht

dann von einer chronisch rezidivierenden VVC (CRVVC). Manche Autoren
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sprechen bereits bei drei Erkrankungen pro Jahr von einer rezidivierenden VVC

(RVVC) und gehen davon aus, dass dies 5 bis zu mdglicherweise 10% der an

einer VVC erkrankten Frauen betrifft (Fidel, 2007, Sobel, 1992). Neueren

Schatzungen zu Folge liegt die Wahrscheinlichkeit fur eine RVVC mit mindestens

drei Episoden innerhalb von 12 Monaten landerabhangig sogar zwischen 14 und

28%, im Mittel bei 23% (Blostein et al., 2017). Dabei werden zwei Formen der

RVVC unterschieden:

e Die primare RVVC ist idiopathisch und tritt ohne typisch pradisponierende
Faktoren auf (Sobel, 1992, Fidel et al., 2004, Fidel and Sobel, 1996, vanden
Bossche et al., 1992).

e Die sekundare RVVC besteht aus haufigen Episoden einer akuten VVC, weil
die betroffenen Frauen pradisponierende Faktoren wie Diabetes mellitus nicht

verhindern konnen (vanden Bossche et al., 1992, Fidel, 2004).

In der deutschsprachigen Literatur wird bei den rezidivierenden Formen der VVC
zwischen persistierender, rezidivierender und chronisch-rezidivierender VVC
unterschieden (Weissenbacher and Spitzbart, 2001):

o Bei der persistierenden Form der VVC sind Pilzkultur und mikroskopisches

Bild positiv. Die typischen klinischen Beschwerden treten trotz
antimykotischer Therapie immer wieder auf. Pradisponierende Faktoren, die
als haufigste Ursache der Persistenz gelten, werden weiter unten genauer

aufgefuhrt.

e Von rezidivierender VVC spricht man, wenn auf eine antimykotische Therapie

zunachst eine beschwerdefreie Phase von etwa ein bis drei Monaten folgt,
dann jedoch erneut typische Beschwerden auftreten. Mikroskopisches Bild

und Pilzkultur sind positiv.

e Von einer chronisch rezidivierenden VVC spricht man bei mindestens vier

Rezidiven im Jahr, die trotz lokaler und systemischer Behandlung mit
Antimykotika auftreten. In Kultur und Nativpraparat imponieren hohe

Keimzahlen von Candida albicans.

Die Behandlung der Patientinnen mit RVVC bereitet besondere Probleme und
erfordert eine umfassende Therapie. Zwar sprechen die Patientinnen mit RvVC

in der Regel adaquat und ohne Resistenzen auf eine antimykotische Therapie
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an, aber die Therapie kann Rezidive nicht verhindern (Sobel, 1992). Fir die
Patientinnen bringt dies einen erheblichen Leidensdruck mit sich. So
beeintrachtigt eine RVVC die Lebensqualitat, die geistige Gesundheit und die
sexuelle Aktivitat (Blostein et al., 2017).

Pilzinfektionen in der Gynakologie werden fast ausschliel3lich von Hefepilzen,
und hier auch nur von einigen wenigen Candida-Arten, verursacht. Etwa 80%
nachgewiesener Hefepilze sind Candida albicans, zweithaufigste Hefe ist mit 5-
10% Candida glabrata, gefolgt von Candida krusei und anderen Candidarten mit
1-3% (Mendling, 2006, Kimmig and Rieth, 1961, Mendling, 1987). Da nicht alle
Menschen von Hefepilzen kolonisiert werden, kann ihr Vorkommen nicht als
physiologisch bezeichnet werden (Jehn, 1997). Niemann konnte im vaginalen
Abstrich asymptomatischer Frauen im Alter von 16 bis 80 Jahre bei knapp einem
Viertel der Frauen Candidaarten nachweisen (Niemann, 2005). Mendling
berichtet von einer genitalen Kolonisation pramenopausaler Frauen von 30% bei
kulturellem Nachweis und gar von einer uber 50%igen Kolonisation bei einer
Messung mit PCR (Mendling and Hampl, 2015). Bei gesunden
postmenopausalen Frauen liegt die Rate vaginaler Kolonisation bei 5 -10%
(Niemann, 2005, Schnell et al., 1972, Mendling et al., 1979). Bei
immunsupprimierten, nicht schwangeren Frauen betragt sie mindestens 30%
(Mendling and Seebacher, 2004, Mendling and Schnell, 1984). Die
asymptomatische vaginale Kolonisation bedarf bei immunkompetenten Frauen
auch bei hoher Keimzahl keiner Therapie, sofern keine CRVVC vorliegt
(Mendling and Hampl, 2015). Candida albicans besitzt Ostrogenrezeptoren, so
dass Ostradiol die vaginale Kolonisation begiinstigt (Tarry et al., 2005). Am

haufigsten treten vaginale Candidainfektionen im gebahrfahigen Alter auf.

Candida albicans erscheint in vitro und in vivo in zwei verschiedenen morpholo-
gischen Formen: der Hefe- (oder einzelligen Blastosporenform) und der Myzel-
form. Die klassische runde bis eiférmige Blastospore kann sich durch Knospung
(Sprossung) vegetativ vermehren (Friese et al., 2003). Unter gunstigen Bedin-
gungen kann die Elongation mancher Pilzzellen zu einem Keimschlauch eine
Pseudomyzel vortauschen. Gelegentlich kbnnen aber auch Sprosspilze ein ech-

tes Myzel mit voneinander getrennten Nachbarzellen bilden (Friese et al., 2003).
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Bei der asymptomatischen Besiedelung der Scheide mit Candida-Spezies wer-
den hauptsachlich Blastosporen und dies nur in geringer Menge gefunden (Fidel
et al., 2004). Dies deckt sich mit Erkenntnissen Uber die geringere Virulenz ge-
netisch defekter Hefeformen, die keine germinativen Myzelien ausbilden kdnnen
(Weissenbacher and Spitzbart, 2001). Im Gegensatz dazu fuhrt die pathogenere
Hyphenform haufiger zur symptomatischen Form der Candidose (Fidel et al.,
2004, Witkin et al., 2007, Melzer, 2008).

Unter VVC versteht man eine Infektion der unter Ostrogeneinfluss stehenden
Vagina und des Vestibulums. Eine Ausdehnung der Infektion auf die AulRenseite
der kleinen Labien sowie die groRRen Labien ist moglich, ebenso kdnnen
Interkrural- und Perianalregion mitbetroffen sein (Mendling et al., 2015). Die
Hauptsymptome bei einer VVC sind je nach Schweregrad Fluor, entzlindliche
Roétung der Scheidenwand und Juckreiz der Vulva, welcher den Patientinnen
meist die groRten Beschwerden verursacht. Grund fur diesen Juckreiz der Vulva
ist die ausgepragte Innervation der Vulva, wohingegen die Vagina selbst nur
sparlich mit sensiblen Nerven ausgestattet ist. Der typische Fluor bei einer
Candidose wird als salbig-cremig bis weil3- oder gelblich-brocklig beschrieben,
kann aber (oft zu Beginn einer akuten VVC) auch dunnflussig sein und riecht im
Gegensatz zum Fluor der bakteriellen Vaginose nicht unangenehm. Weitere
Symptome der Patientinnen sind Wundheitsgefuhl, Brennen, Dyspareunie und

Dysurie.
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Die Einteilung der Vulvacandidosen nach Grimmer aus dem Jahre 1968 erfolgt
nach dermatologischen Gesichtspunkten. Man unterscheidet dabei eine
vesikulose, eine diffus-ekzematdose sowie eine follikulare Form und das

Candidagranulom (Grimmer, 1968).

In der aktuellen Leitlinie zur VVC (Mendling et al., 2015) werden nur noch die drei

ersten Formen genannt.

Eine Einteilung der Vaginalcandidose in funf klinische Erscheinungsformen
erfolgte auf Vorschlag Spitzbarts (Weissenbacher and Spitzbart, 2001). Bei einer
Kolonisation der Vagina und der latenten Vaginalcandidose bestehen keine
Beschwerden, obwohl die Hefepilzkultur positiv ist. Das klinische Bild ist bei
beiden Formen unauffallig. Den Unterschied macht die Anamnese der Patientin:
hat sie in der Vergangenheit mindestens einmal mit Krankheitszeichen auf
Hefepilze reagiert, wird dies als latente Vaginalcandidose eingestuft. Die drei
weiteren  Escheinungsformen leichte, mittelschwere und schwere
Vaginalcandidose gehen mit zunehmenden subjektiven Beschwerden und
ausgepragterem Kklinischen Befund bis hin zur Kolpitis mycotica einher
(Weissenbacher and Spitzbart, 2001).

Als Risikofaktoren flr eine VVC gelten Schwangerschaft, Diabetes mellitus,
Immunsuppression und eine systemische Antibiotikatherapie. Die Inzidenz der
VVC steigt mit Beginn der sexuellen Aktivitat, es gibt aber keinen direkten
Beweis, dass eine VVC sexuell ubertragen wird (Martin Lopez, 2015). Die VVC
tritt  bei immunkompetenten Patientinnen ebenso auf wie Dbei
immuninkompetenten Patientinnen und unterscheidet sich so von anderen
Candidosen wie z.B. der oropharyngealen Candidose (Verma et al., 2017, Fidel,
2002, Salvatori et al., 2016). Umstritten ist der Einfluss oraler Kontrazeptiva. Hier
liegen widersprichliche Studien sowohl zur vaginalen Kolonisation als auch zur
Frequenz vaginaler Candidosen vor (Davidson and Oates, 1985, Foxman, 1990,
Cetin et al., 2007). Dagegen verdichten sich Hinweise auf Stress als Risikofaktor
fur die VVC. So konnte gezeigt werden, dass bestimmte Konstellationen
psychosozialer Risikofaktoren wie beispielsweise Berufstatigkeit und Rauchen
mit erhéhtem Erkrankungs- und Rezidivrisiko einer VVC einhergehen (Meyer et
al., 2006). Die Hypothese der Autoren, Stressoren sind die eigentliche Ursache
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der Vulvovaginalmykose, wird durch Studien gestutzt, die allgemein eine
Immunsuppression durch psychosozialen Stress nachweisen. In die gleiche
Richtung weist auch eine Untersuchung, die bei Frauen mit rezidivierender VVC
signifikant hdhere morgendliche Spiegel des Stresshormons Cortisol im Speichel

aufzeigte (Ehrstrom et al., 2005).

Kurz erwahnt werden soll die Problematik, dass heute mehr als 80% aller
(vermuteten) VVC ohne arztliche Diagnose von Patientinnen durch Kauf eines
freiverkauflichen (“Over-the-Counter” = OTC) Antimykotikums selbst behandelt
werden (Mendling and Hampl, 2015). Eine Untersuchung zeigt, dass nur etwa
ein Drittel der Frauen, die sich selbst behandeln, wirklich unter einer VVC leidet
(Ferris et al., 2002). Dieses Ergebnis passt zu Studien, die zeigen, dass Juckreiz
zwar mit 90% das wichtigste Symptom der VVC ist, jedoch nicht das
verlasslichste: Nur 35-40% der Frauen, die Uber Juckreiz klagen, leiden
tatsachlich unter einer VVC (Anderson et al., 2004, Mendling, 2006,
Weissenbacher et al., 2009a). Die hohe Quote von Fehldiagnosen bei
Selbsttherapie ist nicht nur teuer, sondern fuhrt auch zu Enttduschungen und
einer verspatet gestellten korrekten Diagnose unter den Patientinnen (Ferris et
al., 2002).

1.2 Historische Betrachtung der Candidose

Eine ausflhrliche historische Betrachtung der Candidose liefert Scheininger in
ihrer ,Geschichte der Erforschung und der Therapie von Mykosen in der
Gynakologie und Geburtshilfe* (Scheininger, 2004). So lassen Beschreibungen
von Hippokrates und Galen vermuten, dass vaginale Candidose und Fluor bereits
seit der Antike bekannt waren (Scheininger, 2004). Als Geburtsjahr der
medizinischen Mykologie gilt das Jahr 1839, in dem zum einen Schonlein in einer
kurzen Veroffentlichung Uber den ,Favus® berichtete (Schénlein, 1856), zum
anderen von Langenbeck die Arbeit: ,Auffindung von Pilzen auf der Schleimhaut
der Speiserdhre einer Typhus-Leiche“ veroffentlichte (Langenbeck, 1839).
Schonleins Schiler Remak waren schon 1835 ,fadige Strukturen® unter dem
Mikroskop aufgefallen, er konnte diese aber nicht als Pilze identifizieren.

Schonlein dagegen war der Erste, der den Mikroorganismus Pilz als Ursache
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einer menschlichen Erkrankung sah, die bis dahin als vererbt gegolten hatte
(Scheininger, 2004). Damit begann auch das Zeitalter der Mikrobiologie.

Die erste anerkannte Beschreibung einer vaginalen Candidose stammt von
Wilkinson aus dem Jahre 1849. Er war der erste, der den vaginalen Ausfluss mit
einem Pilz in Verbindung brachte. Grundlage dafir waren die Beobachtungen,
die er mit dem Mikroskop machte: ,| was astonished to find that it presented the
charactistics of vegetable structure.” (Wilkinson, 1849)

Hauptsachlich Kinderarzte, Dermatologen und Mikrobiologen wie Unna,
Kaufmann-Wolf und Seeliger forschten ab 1850 an dem Pilz (Scheininger, 2004,
Meinhof, 1991).

Auf dem gynakologischen Gebiet lieferte Martin 1856 eine der ersten genauen
Symptombeschreibungen einer vaginalen Candidose (Scheininger, 2004). Er
schilderte ein Brennen und Jucken im Genitalbereich, dazu Schleimfluss,
intensive Roétung und Schwellung der Scheide, sowie gelblich-fleckigen Belag auf
der Schleimhaut. Martins mikroskopischen Befund bestatigte den vermuteten
vaginalen Pilzbefall eindrucksvoll: ,Unter dem Mikroskop erschien dieser Belag
aus einfachen, platten Epithelien, welche zum Theil noch eng aneinander
hafteten, aus Schleim und Eiterkérperchen und aus Unmassen von Pilzfaden
zusammengesetzt und auf das mannigfaltigste verfilzt.“(Martin, 1856)

Die wahrscheinlich bekannteste historische Abhandlung Uber Vaginalmykosen
stammt von Ddderlein. In seinem 1892 verdffentlichten Werk ,Das
Scheidensekret und seine Bedeutung fur das Puerperalfieber beschaftigte er
sich mit der Vaginalflora und beschrieb grundlegende bakteriologische
Zusammenhange. Im durch Lactobazillen erzeugten Milchsauremilieu, erklarte
Ddderlein, wirden in die Vagina gelangte Saprophyten zugrunde gehen. Die
Lactobazillen wurde spater nach ihm benannt. Ahnlich wie Winckel (Winckel,
1866) und Haussmann (Haussmann, 1870) stellte Ddderlein fest, dass die
Wahrscheinlichkeit vaginale Hefepilze bei Schwangeren zu finden, erhoht ist. Er
schrieb dies der Tatsache zu, dass bei Schwangeren intensiv saures, gesundes
Vaginalsekret reichlicher vorhanden ist als bei Nichtschwangeren. Die
Ansiedelung anderer saprophytischer Keime sei dadurch erschwert, die
Ansiedelung des Soorpilzes in der Folge jedoch begunstigt (Ddderlein, 1892,
Melzer, 2008).

1894 fuhrte Colpe aus Leipzig Untersuchungen durch, bei denen er sich speziell
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mit Hefezellen als Krankheitserregern im weiblichen Genitalkanal beschaftigte.
Da der Dimorphismus damals noch nicht bekannt war, tat er sich bei der
mikroskopischen Beschreibung der Pilze schwer (Colpe, 1894).
Einen Uberblick tber den Kenntnisstand (iber die Vaginitis mycotica Ende des
neunzehnten Jahrhunderts lieferte Herff mit seiner Arbeit ,Uber
Scheidenmykosen® (Herff, 1894), in der er seine systematisch gesammelten
Beobachtungen und Befunde schilderte und die damalige Literatur diskutierte
(Scheininger, 2004, Kollmer, 2009).
Der Kieler Pathologe Heller unterstrich etwa zeitgleich die pathologische
Bedeutung der Sprosspilze und riickte sie so mehr ins Zentrum des Interesses.
Seine Untersuchungen zeigten, dass Sprosspilze nicht nur oberflachlich auf
Schleimhauten wuchsen, sondern auch in Bindegewebe und Blutgefalie
eindrangen (Heller, 1895).
Der franzésische Dermatologe Sabouraud nutzte ab 1892 einen standardisierten
Nahrboden fur die Anzucht von Reinkulturen, den heute noch nach ihm
benannten Sabouraud-Glucose-Agar. Von ihm stammt auch das lange Zeit als
Standardwerk der medizinischen Mykologie geltende Werk ,Les teignes, in
welchem er 1910 die Vielzahl der in den vorangegangenen Jahren entdeckten
und gezuchteten Pilzarten ordnete (Sabouraud, 1910).
Nurnberger, damals Direktor der Universitats-Frauenklinik in Halle, unterschied
1930 zwei Arten einer vaginalen Pilzinfektion:
e Den latenten Soormikrobismus als Besiedelung der Vagina gesunder
Patientinnen ohne spezifische Symptome und
¢ die echte Kolpitis mycotica mit spezifischen Beschwerden und makroskopisch
typischen Belagen.
Das Kapitel ,Pilzerkrankungen der Scheide” in seinem 1930 erschienen
,Handbuch der Gynakologie“ gab einen Uberblick (iber den damaligen
Kenntnisstand (NUrnberger, 1930).
Nachdem sich der Schwerpunkt der Forschung auf dem Gebiet der Mykologie
nach dem zweiten Weltkrieg zunachst in die USA verlagert hatte, verlieh die
Einflhrung der Antibiotika aufgrund ihrer Nebenwirkung, namlich dem nun
vermehrten Auftreten von Mykosen, auch der Forschung in Deutschland wieder
neue Schubkraft (Scheininger, 2004). Zusatzlich belebte die Entwicklung des

Nystatins, des ersten spezifischen Antimykotikums, zu Beginn der 50er Jahre das
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Interesse an der Erforschung vaginaler Candidosen. Pharmakologen,
Mikrobiologen und Dermatologen widmeten ihre Forschungstatigkeit den
gynakologischen Mykosen (Scheininger, 2004).

Der Gynakologe Heinz Spitzbart beschaftigte sich seit Beginn der 1960er Jahre

mit allen Aspekten der Vulvovaginalmykosen. Bis zu seinem Tod blieb er der

Thematik treu und betreute Studenten bei der Untersuchung immunologischer

Vorgange bei vaginaler Candidose (Spitzbart, 1960, Spitzbart, 1967, Spitzbart,

1968a, Spitzbart, 1968c, Spitzbart, 1968b, Spitzbart and Thust, 1985).

Maller und Nold konnten 1976 Candida-Antikbérper unter dem

Elektronenmikroskop sichtbar machen. 1981 kamen sie zu dem Schluss, dass

die antigene Potenz der Candidazellen, nicht deren Anzahl, die Auspragung der

klinischen Symptome bestimmt. Sie stellten auch fest, dass mehr Ddderlein-

Stabchen bei Frauen mit vaginalem Canidabefall vorzufinden sind, als bei vaginal

gesunden Frauen (Mller and Nold, 1981).

In den 1970er und 1980er Jahren wurde bei der Behandlung der vaginalen

Candidose routinemaldig eine  Partnerbehandlung empfohlen.  Bei

symptomfreiem Partner wird dies jedoch heute bei akuter VVC nicht mehr

empfohlen. Nicht ganz so eindeutig ist die Datenlage bei der CRVVC. Einige

Studien liefern Argumente fur eine Partnerbehandlung, wahrend andere in einer

Partnerbehandlung keinen Vorteil fur die Patientin sehen (Mendling, 2006).

In den vergangenen Jahren pragten zwei Entwicklungen die Gynakologie

(Mendling, 2006):

e Zum einen konnten die mykologischen Kenntnisse deutscher Frauenarzte
verbessert werden. Dies ist unter anderem auf die Arbeit Mendlings
zurlckzuflhren, sei es durch die erste Gesamtibersicht der gynékologischen
Mykologie 1987 (Mendling, 1987) oder durch praktische Anleitung in
mikroskopischen Ubungen.

e Zum anderen hat sich der Schwerpunkt der gynakologisch-mykologischen
Forschung zunehmend in Richtung Immunologie verschoben. Seit etwa 1987
versuchen Forscher in Deutschland die lokalen und peripheren humoralen
und zelluldaren Abwehrmechanismen zu entschlisseln (Mendling and
Koldovsky, 1989, Spitzbart, 1993). Dabei werden haufig Zytokine im
Zusammenhang mit vaginalen Infektionen in den Vordergrund gestellt. Da die

Vagina eine bakterielle Eintrittspforte darstellt, an der sich der Kérper standig
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mit Krankheitserregern auseinandersetzen muss, ist auch eine standige
immunologische  Abwehrbereitschaft erforderlich. Als Teil dieses

Forschungsansatzes kann auch die vorliegende Arbeit betrachtet werden.

Wichtiger Impulsgeber flir die gynakologisch-infektiologische Immunologie ist
das New Yorker Institut fir Immunologie der Cornell Universitat unter Witkin
mit seinem deutschen Kooperationspartner —der Minchner Arbeitsgruppe um
Weissenbacher. Das Interesse Weissenbachers gilt besonders der CRVVC
(Weissenbacher et al., 2003, Weissenbacher et al., 2009b). Er entwickelte ein
Behandlungsschema gegen diese Erkrankung, das heute allgemein als
Standard gilt.
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2 Betrachtung der gesunden Vagina

2.1 Histologie

Die Vaginalwand besteht aus mehreren Schichten. Die aulRerste Schicht wird als
Tunica adventitia oder auch Parakolpium bezeichnet und besteht aus
Bindegewebe. Die darunterliegende Tunica muscularis ist durch langs- und
ringférmig verlaufende Blndel glatter Muskelfasern gekennzeichnet. Die innerste
Schicht bildet die Tunica mucosa, welche aus Lamina propria und dem
Vaginalepithel, einem mehrschichtigen, unverhornten Plattenepithel, besteht. Am
reifen, squamdsen Vaginalepithel kdnnen vier Schichten unterschieden werden:
Eine Basal- und Parabasalschicht, sowie eine Intermediar- und

Superfizialschicht.

Wahrend des Menstruationszyklus verandert sich hormonabhangig sowohl die
Dicke des mehrschichtigen Plattenepithels als auch die Keratinisierung der
obersten Zellschicht sowie die endozytotische Aktivitat der Epithelzellen (Friese
K, 2003).
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2.2 Die Vaginalflora: Laktobazillen und Einflussfaktoren

,Die Vaginalflora ist in ihrer Komposition einzigartig.“ (Friese et al., 2003). In einer

normalen Vaginalflora finden sich insgesamt ca. 108 Keime pro ml. Bei

geschlechtsreifen Frauen Uberwiegen Laktobazillen (,Ddderlein®) mit speziellen

Eigenschaften (Friese et al., 2003):

e Laktobazillen bauen Glykogen und andere Kohlenhydrate zu Laktat ab.
Dadurch wird das Scheidenmilieu angesauert (pH 5) und das Wachstum
anderer Mikroorganismen verhindert.

e Laktobazillen kdnnen H202 produzieren, welches von anderen Keimen nur
schlecht vertragen wird. 10-20% der Frauen haben allerdings keine H202-
produzierenden Laktobazillen.

e Die von Laktobazillen produzierten Bacteriozine koénnen Eindringlinge
zerstoren. Die naturliche Bakterienflora wird so erhalten.

e Laktobazillen bendtigen eine niedrige Sauerstoffspannung.

e Zum Wachstum verwenden Laktobazillen Molybdan, wahrend nahezu alle

anderen Mikroorganismen Eisenionen bendtigen.

Die Produktion von Milchsaure wund H202 gqilt als wesentlicher
Schutzmechanismus vor vaginalen Infektionen (Pascual et al., 2006, Larsen and
Monif, 2001).

Verschiedene Einflusse kdnnen die Flora storen, so dass andere, darunter auch
pathogene Keime, verstarkt einwandern und zu Infektionen fUhren kénnen.
Laktobazillen hemmen fakultativ pathogene Bakterien wie Gardnerella vaginalis,
B-Streptokokken und E. coli, die Bestandteile der vaginalen Flora sind, so dass
diese keine Infektionen hervorrufen (Larsen and Monif, 2001). Eine Koexistenz
von Candida albicans und Laktobazillen ergibt sich durch die Toleranz von
Candida albicans gegeniiber dem sauren, vaginalen pH-Wert (Larsen and Monif,
2001, Witkin et al., 2007, Melzer, 2008).

Im Gegensatz zu der verbreiteten Annahme, dass die vaginale Laktobazillenflora
das Risiko fir eine VVC senkt, gibt es aber auch Autoren, die zu einem anderen
Ergebnis kommen. Eine prospektive Studie mit 150 Frauen kam zu dem
Ergebnis, dass eine Kolonisation mit Laktobazillen die Wahrscheinlichkeit fir das

Auftreten einer symptomatischen VVC um fast das Vierfache erhoht (McClelland
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et al., 2009). Es gibt jedoch auch Stamme von Laktobazillen (z.B. Lactobazillus
rhamnosus), denen eine schitzende Rolle bei VVC zugesprochen wird
(Mailander-Sanchez et al., 2012, Martinez et al., 2009, Vicariotto et al., 2012,
Borges et al., 2014).

3 Immunologie und Entziindungsmechanismen

3.1 Das Immunsystem

Das menschliche Immunsystem Iasst sich in zwei grol3e Bereiche gliedern:
¢ Die natirliche Resistenz erkennt als unspezifische Abwehr Fremdstoffe an
haufig vorkommenden Oberflachenstrukturen und kann ohne vorherige
Aktivierung sofort auf Eindringlinge reagieren.
¢ Die spezifische Abwehr — das Immunsystem — verfugt Uber Rezeptoren, die
Eindringlinge mit hoher Spezifitat erkennen. Beim ersten Kontakt mit einem
Fremdstoff ist das Immunsystem jedoch noch im Ruhezustand. Es muss erst
aktiviert werden, um seine Effektorfunktionen erfillen zu kénnen.
Unspezifische und spezifische Abwehr stehen nicht isoliert nebeneinander,
sondern sind vielfaltig miteinander verflochten und beeinflussen sich gegenseitig.
Sowohl bei der unspezifischen als auch bei der spezifischen Abwehr ist eine
weitere Untergliederung in humorale und zellulare Bestandteile mdoglich.
Naturliche Killerzellen (NK-Zellen), Makrophagen, dendritische Zellen (DZ),
Granulozyten und Mastzellen sind die Effektorzellen der natlrlichen Resistenz,
wahrend B- und T-Zellen zur spezifischen Abwehr gezahlt werden (Hochholzer,
2001). T-Lymphozyten lassen sich weiter differenzieren in T-Helferzellen und
zytotoxische T-Zellen, welche sich durch verschiedene Oberflachenantigene,
sog. Cluster of Differentiation (CD) voneinander unterscheiden. T-Helferzellen
besitzen CD4 Oberflachenantigene, auf zytotoxischen T-Lymphozyten befinden
sich CD8 Oberflachenantigene. Die Rezeptoren von CD4-Zellen wie DZ,
aktivierten Makrophagen und B-Lymphozyten interagieren mit
Antigenfragmenten, die an einen MHC (Major Histocompatibility Complex)-
Klasse IlI-Rezeptor gebunden sind. CD8-Lymphozyten erkennen Zellen, die einen
MHC-I-Rezeptor aufweisen, d.h. alle kernhaltigen Zellen. T-Helferzellen kdnnen
anhand des spezifisch ausgeschutteten Zytokinmusters weiter in Th1- und Th2-
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Zellen (auch T-Helferzellen Typ1 und Typ2 genannt) unterschieden werden.
Durch Zell-Zell-Kontakt und I6sliche Faktoren konnen alle genannten Zelltypen
intensiv. miteinander kommunizieren. Der Zell-Zell-Kontakt wird Uber
Oberflachenmolekule vermittelt, bei der mittelbaren Kommunikation spielen
Zytokine eine tragende Rolle. Die Kommunikation Uber Zytokine ermoglicht es
zum einen, groRere Distanzen zu Uberbricken, zum anderen kénnen Signale
amplifiziert werden, indem eine Zelle Uber I16sliche Botenstoffe auf deutlich mehr
Zellen einwirken kann, als es uber direkten Zellkontakt mdglich ware
(Hochholzer, 2001). Zytokine vermitteln sowohl pro- als auch antientziindliche
Effekte und sind damit essentiell flr die infektionsbedingte Immunreaktion
(Rauch, 2010).

3.2 Zytokine: Botenstoffe des Immunsystems

Zytokine sind kleine, I6sliche Proteine, die der Kommunikation der Immunzellen
untereinander dienen. Sie werden im Korper als Reaktion auf einen
Aktivierungsreiz von verschiedenen Zellen freigesetzt und binden an spezifische
Rezeptoren. Sie koénnen parakrin auf benachbarte Zellen wirken, als auch
autokrin, also auf die freisetzende Zelle zurlick. Zum Teil wirken Zytokine auch
endokrin, in dem sie auf entfernt liegende Zellen einwirken. Dies hangt von ihrer
Halbwertszeit und davon ab, ob sie in den Kreislauf gelangen. Die biologischen
Funktionen von Zytokinen sind vielfaltig: sie steuern die Leukozytenontogenese,
vermitteln Aktivierung, Wachstum und Differenzierung von Immunzellen und
regulieren Entztindungsreaktionen und Wundheilungsprozesse (vGagern, 2006).
Einerseits entfalten verschiedene Zytokine zum Teil die gleiche Wirkung - man
spricht von Redundanz -, andererseits Uberschneiden sich Zytokine in ihrer
Wirkung haufig, so dass ein Zytokin mehrere Wirkungen haben kann. Dies wird

als Pleiotropie bezeichnet (Horn, 2009).

Der Begriff des ,Cytokine Network® spiegelt das komplizierte Zusammenspiel der
Zytokine wider, die additiv und induzierend oder antagonistisch und inhibierend

aufeinander einwirken.
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Abb. 1: Cytokine Network

(KEGG, 2018)
http://www.genecopoeia.com/product/search/pathway/h_cytokinePathway.php

Gegenwartig sind mehr als zweihundert Zytokine bekannt. Viele davon haben
ihren ursprunglichen Namen, der haufig ihre Funktion beschreibt und zu ihrer
Entdeckung fuhrte, beibehalten (Thomson, 2003). Die Bezeichnung Interleukin
(IL), an die sich eine Zahl anschliel3t (beispielsweise IL-1, IL-2 und so weiter),
sollte dem Zweck dienen, eine einheitliche Nomenklatur fur Molekule zu finden,
die von Leukozyten sezerniert werden oder auf diese wirken. Dies fuhrte jedoch
zu Verwirrungen, als man im Laufe der Zeit immer mehr Zytokine mit
verschiedenen Urspringen, Strukturen und Wirkungen entdeckte (Mahlke et al.,
2009). Neben den Interleukinen gibt es Faktoren, die von Monozyten freigesetzt
werden und als Monokine bezeichnet werden, hamatopoetische Kolonie-
stimulierende Faktoren (CSF), Wachstumsfaktoren und chemotaktisch wirkende
Chemokine, die ebenfalls zu den Zytokinen gehdren.

Nach ihrer dreidimensionalen Struktur und ihrer Rezeptorbindung konnen
Zytokine in verschiedene Kategorien eingeteilt werden (Hollander, 2006). Die
Mehrheit der Molekule wird zu den Typ-I- bzw. zu den Typ-Il-Zytokinen gezahit.
Typ-I-Zytokine werden auch als Hamatopoetine bezeichnet und sind durch eine

Blndelstruktur von vier a-Helices gekennzeichnet. IL-15 gehoért in diese



Kategorie. Die Typ-ll-Zytokine besitzen sechs a -Helices.

Zytokin-Kategorien:

Typ-I-Zytokine (beinhaltet IL-15)
Typ-ll-Zytokine

IL-8-Familie

IL-1-Superfamilie (beinhaltet IL-18)
TNFa -Familie

TGF-Familie

andere Zytokine (beinhaltet IL-16)
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Bislang sind mehr als 37 Interleukine bekannt. Die Mehrzahl der Interleukine

aktiviert die Zielzellen und fordert Zellteilung und Differenzierung (Sedlacek,
2014).
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3.2.1 Interleukin 15

IL-15 wurde erstmals 1994 von Grabstein et al. als ein T-Lymphozyten-
Wachstumsfaktor beschrieben (Grabstein et al., 1994). IL-15 ist ein Glykoprotein
von 14 bis 15 kD, das eine strukturelle Verwandtschaft mit IL-2 und IL-21 aufweist
und mit diesen Zytokinen ebenfalls funktionelle Ahnlichkeit bei der Stimulation
der T-Zell-Proliferation besitzt. Im Gegensatz zu IL-2, welches fast ausschlief3lich
durch aktivierte T-Zellen produziert wird, wird IL-15 in erster Linie von
Makrophagen, Monozyten und Stromazellen sezerniert. Es wird daruber hinaus
auch von Epithelzellen, Keratinozyten, Hepatozyten, Skelettmuskelzellen,
Myokardzellen und anderen unterschiedlichen Zelltypen gebildet (Hollander,
2006).

Abb. 2: Interleukin 15
(Wikipedia, 2018)

IL-15 spielt eine wichtige Rolle bei chronisch-entzindlichen Krankheiten wie dem
allergischen Asthma, bei Sarkoidose, der chronischen Polyarthritis oder der
chronisch aktiven Hepatitis (vGagern, 2006). Ebenso spielt es eine wichtige Rolle
bei der Entwicklung von entzindlichen und protektiven Immunantworten gegen
mikrobielle Eindringlinge und Parasiten, indem Immunzellen des angeborenen
und des adaptiven Immunsystems moduliert werden (Perera et al., 2012).

IL-15 gehort zur Gruppe der Typ-I-Zytokine, die Uber vier a -Helices verfugen. IL-
15 bindet an zwei strukturell unterschiedliche Rezeptoren, welche in

gewebsspezifischer Weise exprimiert werden. Auf T-Zellen und NK-Zellen, aber
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auch auf DZ, Makrophagen, Fibroblasten, Muskelzellen und Epithelzellen findet
sich ein trimolekularer Komplex aus einer IL-15-spezifischen a-Kette (IL-15Ra)
und jeweils einer unspezifischen  und einer y-Kette (Hollander, 2006, vGagern,
2006). Im Gegensatz hierzu exprimieren Mastzellen einen alternativen IL-15-
Rezeptor (IL-15-R), der aus einer sog. IL-15RX-Kette besteht (Hollander, 2006).
Der IL-15-R auf Mastzellen rekrutiert JAK2 und STATS, anstatt JAK1, JAKS,
STAT3 und STATS, welche in T-Zellen aktiviert werden (Tagaya et al., 1996).

Trotz der weit verbreiteten Expression von IL-15-mRNA sezernieren nur sehr
wenige andere Zellen und Gewebe auller Monozyten, DZ, Epithelzellen,
Knochenmarkstromazellen und Fibroblasten nachweisbare Spiegel von IL-15-
Proteinen (Budagian et al., 2006). Der Mangel an sekretiertem IL-15-Protein kann
durch verschiedene strukturelle Merkmale in IL-15-mRNA erklart werden, die die
IL-15-Proteinproduktion behindern (Perera et al., 2012). Im Gegensatz zu
anderen  Zytokinen besitzt IL-15 auch einen  ungewohnlichen
Transportmechanismus zur Zelloberflache. Die IL-15 Translokation in das
endoplasmatische Retikulum tritt unabhangig von der Anwesenheit von IL-15-
Rezeptor a (IL-15Ra) auf. Anschlielend wird IL-15 jedoch nur in Verbindung mit
IL-15Ra durch den Golgi-Apparat zur Zelloberflache transportiert, wodurch IL-15
auch weniger zuganglich fir den Nachweis sezernierter Zytokine mittels
Standardverfahren ist (Duitman et al., 2008). Unter den Zytokinen mit vier
Helixblindeln ist IL-15 insofern einzigartig, als es vorwiegend in Verbindung mit
seinem hochaffinen Rezeptor prasentiert wird (Castillo and Schluns, 2012). Der
einzigartige hochaffine IL-15Ra, der durch IL-15-produzierende Zellen wie
Makrophagen und DZ exprimiert wird, chaperoniert IL-15 durch die Zelle und
transportiert es zur Zelloberflache, wo es mit NK und Gedachtnis-CD8+-T-Zellen,
die den IL-15-Rezeptor B (auch bekannt als IL-2-RB) und die gemeinsame y-
Kette (gemeinsam mit anderen Zytokinen einschlielich IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 und
IL-21) exprimieren, interagieren kann (Dubois et al., 2002, Hutchins et al., 2014).
Obwohl IL-15 und die anderen Zytokine mit vier Helixbundeln mit einem
gemeinsamen Rezeptor interagieren, ist es wahrscheinlich die einzigartige
Darstellungsweise, die IL-15 die Fahigkeit verleiht, seine charakteristischen
Funktionen zu vermitteln (Guo et al., 2017). Die Kombination von IL-15 mit IL-
15Ra in Losung erzeugt einen Komplex mit hoher biologischer Potenz, der als

IL-15 Superagonist (IL-15 SA) bezeichnet wird. IL-15 wirkt somit als potenter
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Aktivator fir NK-Zellen. AuRerdem werden ihm krebshemmende und antivirale
Funktionen zugeschrieben (Guo et al., 2017).

IL-15 wirkt auf viele Zellarten. Dabei umfasst das Wirkspektrum die Proliferation
von T-/B- und NK-Zellen sowie deren Antikdrperproduktion, Zytokinsekretion oder
Zytolyse (Thomson, 2003, Hollander, 2006). IL-15 Gbt im Zusammenwirken mit
IL-12 und IL-17 wesentliche Funktionen aus, die zu unterschiedlichen Stadien im
Ablauf einer T-Zell vermittelten Immunantwort ihre Wirkung zeigen. Zu Beginn
einer Antigen-spezifischen Stimulation der erworbenen Immunabwehr ist IL-15
an der Aktivierung von DZ beteiligt. Die im Anschluss an die T-Zell-Rezeptor-
Stimulation erfolgte klonale T-Zell-Expansion kann zusatzlich zu IL-2 auch durch
IL-15 gefordert werden (Hollander, 2006). Die nach Beseitigung eines Antigens
beobachtete Kontraktionsphase der Immunantwort ist unter anderem durch den
programmierten  T-Zelltod  gekennzeichnet. Diesem Vorgang des
aktivierungsinduzierten Zelltods (AICD) wirkt IL-15 (gemeinsam mit IL-7)
entgegen. Auf diese Weise wird das Uberleben von Antigen-spezifischen T-Zellen
garantiert, welche so den T-Zell-Gedachtnispool erweitern (Hollander, 2006). IL-
15 hat auRerdem Einfluss auf die Mastzelldifferenzierung und reguliert dort die
Bildung der granularen Entzindungsmediatoren. Verschiedene Studien zeigen
den bedeutenden Einfluss von IL-15 auf NK-Zellen. So spielt IL-15 eine grolde
Rolle bei der Differenzierung der NK-Zellen aus ihren Vorlauferzellen und
beeinflusst das Uberleben und die Funktion der NK-Zellen wesentlich (Carson et
al., 1997, Waldmann and Tagaya, 1999, Mrozek et al., 1996). Die Exposition von
PBMC (human peripheral blood mononuclear cells) gegentber Viren fuhrt Gber
eine Induktion von IL-15 zu einem raschen Anstieg der NK-Zell-Aktivitat. Auch bei
einer Candida albicans-Exposition der PBMC konnte gezeigt werden, dass IL-15
bedeutenden Anteil am Anstieg der NK-Zell-Zytotoxizitat hat (Dominguez-Andres
et al., 2017).

3.2.2 Interleukin 16

IL-16 wurde 1982 als erstes T-Zell-Chemotaxin beschrieben und daher zunachst
als LCF (lymphocyte chemoattractant factor) bezeichnet. Das zunachst gebildete

Pro-Peptid (80 kD) wird durch Caspase 3 in ein kleineres 14-kD-Monomer
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gespalten. IL-16 wird in erster Linie von T-Zellen (hauptsachlich CD8+-Zellen,
aber auch CD4+-Zellen) sezerniert. Daneben kdénnen weitere Zelltypen wie
mononuklearer Phagozyten, eosinophiler Granulozyten und Mastzellen IL-16
bilden (Hollander, 2006, Thomson, 2003).

Abb. 3: Interleukin 16
(Wikipedia, 2017a)

Die Hauptfunktion von IL-16 besteht in seiner Wirkung als CD4+-Zell-
spezifisches Chemotaxin. Es wirkt dabei auch auf Eosinophile, Monozyten und
DZ (Thomson, 2003). AuRerdem bewirkt IL-16 bei naiven T-Zellen den Ubertritt
aus der Ruhephase GO in eine G1-Phase des Zellzyklus und kann daher als
kompetenter Wachstumsfaktor angesehen werden (Parada et al., 1998). IL-16
fordert gleichzeitig die Oberflachenexpression des IL-2-Rezeptors (lI-2Ra und 3,
nicht IL-2Ry). Durch ein Zusammenwirken von IL-2 und IL-16 oder von IL-15 und
IL-16 kommt es zu einer Expansion der CD4+-T-Zellen (Parada et al., 1998).

Die Aktivierung durch IL-16 fuhrt bei T-Zellen einerseits zur Sekretion von
proinflammatorischen Zytokinen wie GM-CSF, TNF-a und IL-6, bewirkt aber
andererseits auch eine Hemmung unterschiedlicher Zellfunktionen. So kann
durch IL-16 bei T-Zellen eine Minderung der Proliferation und eine Hemmung des
AICD beobachtet werden. Die Tatsache, dass einige der T-Zellen durch IL-16
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stimuliert, andere dagegen in ihrer Funktion gehemmt werden, lasst sich durch
die regulatorische Funktion von CD4 erklaren (Hollander, 2006). CD4 ist ein
Glykoprotein, an das sich IL-16 bindet und welches dadurch zusatzlich als
Zytokin-Rezeptors fungiert. Durch die koordinierte Bindung des T-Zell-
Antigenrezeptors und CD4 an MHC-Klasse-lI-Molekile werden Signale
bereitgestellt, die flr die vollstandige Aktivierung der T-Zelle notwendig sind. Wird
hingegen IL-16 in Abwesenheit von T-Zell-Antigenrezeptor-vermittelten Signalen
an CD4 gebunden, andert sich die Qualitat der Signaltransduktion und damit
auch die entsprechende Wirkung auf die Zellfunktionen. Auf diese Weise
stimulierte T-Zellen sind zum Beispiel nicht mehr in der Lage, Uber CD3-
transduzierte Signale aktiviert zu werden (Cruikshank et al., 1996).

Das Zusammenspiel von IL-16 mit dem zellstandigen Rezeptor CD4 kann eine
Antigen-unabhangige Zellproliferation bewirken. Bedeutsam ist dies bei HIV-
Infizierten, da sich hier die Serumkonzentration von IL-16 positiv proportional
zum Schweregrad der Infektion entwickelt.

In jingster Zeit ist die Bioaktivitat von IL-16 eng mit der Progression einer Reihe
verschiedener Krebsarten in Verbindung gebracht worden. Wahrend der
Zusammenhang zwischen IL-16-Plasmaspiegel und Tumorprogression bei vielen
Krebsarten vermutet wird, konnte der Mechanismus der Beteiligung von IL-16 bei
drei der Krebsarten, dem kutanen T-Zell-Lymphom, dem multiplen Myelom und

Brustkrebs inzwischen nachgewiesen werden (Richmond et al., 2014).

3.2.3 Interleukin 18

IL-18 ist ein proinflammatorisches Zytokin, das zur IL-1-Zytokin-Superfamilie ge-
hort. Es hat funktionelle Ahnlichkeit mit IL-1B. Entdeckt wurde IL-18 aufgrund sei-
ner ausgepragten Eigenschatft, die Produktion von IFN-y maf3geblich zu induzie-
ren. Daher wurde dieses Zytokin zuerst als IFN-y induzierender Faktor (Interfe-
ron-y-inducing factor, IGIF) bezeichnet, bevor es in Interleukin-18 umbenannt

wurde.
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Abb. 4: Interleukin 18
(Wikipedia, 2017b)

Besonders gut gelang die Induktion der IFN- y-Produktion im Synergismus mit
IL-12 (Okamura et al., 1998a). Sogar aus B-Zellen (Yoshimoto et al., 1998) und
Makrophagen (Munder et al., 1998) konnte nach Stimulation mit IL-12 und IL-18
IFN-y Sekretion nachgewiesen werden. Diese Beobachtungen sind ein wichtiger
Baustein, um die Kommunikation zwischen natirlichem und erworbenem Immun-
system in Zukunft besser zu verstehen (Hochholzer, 2001). Die Kombination von
IL-18 und IL-12 inhibiert die IL-4-abhangige IgE- und IgG1-Produktion, die IgG2a-
Produktion von B-Zellen wird verstarkt. Auch in Kombination mit IL-15 kann IL-18
die IFN-y Sekretion induzieren. Ohne IL-12 oder IL-15 induziert IL-18 keine IFN-
y Sekretion. IL-12 oder IL-15 erhdhen die Expression von IL-18Rp, die essenziell
fur die IL-18-Signaltransduktion ist. Wichtig ist die Tatsache, dass IL-18 ohne IL-
12 und IL-15 eine Rolle bei Th2-Krankheiten spielt (Dinarello, 2018, Nakanishi et
al., 2001).

Der IL-18-Vorlaufer hat ein Molekulargewicht von 24 kD und wird von der
Caspase 1 prozessiert, die den Vorlaufer in ein aktives, reifes Molekull von 17,2
kD spaltet. Wie bei der Prozessierung von IL-13 wird die inaktive Procaspase-1
zuerst durch das (NLRP3-) Inflammasom in die aktive Caspase-1 umgewandelt.
Nach der Spaltung des IL-18-Vorlaufers durch die aktive Caspase-1 wird reifes
IL-18 aus Monozyten/Makrophagen sekretiert. Mehr als 80% des IL-18-

Vorlaufers innerhalb der Zelle bleiben unprozessiert (Dinarello, 2018).
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Abb. 5: Aktivierung des Inflammasoms NLRP3
(InvivoGen, 2009), http://www.invivogen.com/review-nlrp3-inflammasome

IL-18 bildet einen Signalkomplex durch Binden an die IL-18-a-Kette (IL-18Raq,
neue Nomenklatur IL-1RS5), die die Ligandenbindungskette fur reifes IL-18 ist.
Diese Bindung hat jedoch eine geringe Affinitat. In Zellen, die den Corezeptor
exprimieren, IL-18-Rezeptor-Beta-Kette (IL-18R, jetzt IL-1R7) genannt, wird ein
hochaffiner Komplex gebildet, der die Signaltransduktion Ubernimmt. Der
Komplex von IL-18 mit den IL-1R5- und IL-1R7-Ketten ist ahnlich dem, der von
anderen Mitgliedern der IL-1-Familie mit dem Corezeptor IL-1R3 gebildet wird.
Uber eine Kaskade kommt es am Ende - nahezu identisch wie bei IL-1 - zur
Freisetzung von NF-kB (Weber et al., 2010). Es gibt jedoch auch Unterschiede
bei der IL-1- und IL-18-Signaltransduktion. Mit wenigen Ausnahmen wirken IL-1a
oder IL-1B im niedrigen ng/ml-Bereich und oft im pg/ml-Bereich auf Zellen ein. Im
Gegensatz dazu erfordert die IL-18-Aktivierung von Zellen, die die zwei IL-18-
Rezeptorketten exprimieren, 10-20 ng/ml und manchmal héhere Konzentrationen
(Morel et al., 2001, Lee et al., 2004).

IL-18 besitzt eine wichtige Funktion als Regulator der naturlichen und
erworbenen Immunitat (Okamura et al., 1998b). Es wird von einer Vielzahl von
Zellen gebildet, zu denen unter anderem Makrophagen, DZ, Kupferzellen,
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Keratinozyten und Osteoblasten gehéren. Der flur das Zytokin spezifische
Rezeptorkomplex IL-18R setzt sich aus einer ligandenbindenden a-Kette und
einer signaltransduzierenden (-Kette zusammen. Er findet sich vor allem auf
Makrophagen, neutrophilen Granulozyten, NK-Zellen und Endothelzellen der
glatten Muskulatur. Auf naiven und Typ-1-polarisierten T-Zellen und auf B-Zellen
wird der IL-18R durch die Wirkung von IL-12 hochreguliert, wahrend IL-4
hemmend auf seine Expression wirkt. Auf diese Weise konnen diese Zytokine
Einfluss auf das Typ1/Typ2-Gleichgewicht der T-Zell-Antwort nehmen (Hollander,
2006).

Als Wachstumsfaktor induziert IL-18 gemeinsam mit den tber den T-Zell-Anti-
genrezeptor bereitgestellten Signalen die Produktion von IL-2. In PBMC hemmt
IL-18 die Bildung von IL-10, was der Ausbildung einer Typl-Polarisierung von T-
Zellen dienlich ist. Die Bereitschaft von IL-18, die T-Zellen zu einer Typl-Antwort
zu polarisieren kann jedoch bei einer entsprechenden Exposition gegentber an-
deren Zytokinen aufgehoben werden, so dass nun IL-18 durchaus auch T-Zellen
zur Sekretion von Typ2-spezifischen Zytokinen stimulieren kann. Dadurch tragt
IL-18 zu einer humoralen Immunantwort bei (Hollander, 2006).

Ferner stimuliert IL-18 die zytotoxische Aktivitat von NK-Zellen. Es regt auch bei
Makrophagen und DZ die Produktion von IFN-y an und fordert die Aktivierung
von neutrophilen Granulozyten und Endothelzellen. Neben diesen Effektorfunkti-
onen besitzt IL-18 auch immunmodulatorische Qualitat, welche fir die Immun-
antwort gegenuber einer Vielzahl von infektiosen Erregern von wesentlicher Be-
deutung zu sein scheint (Hollander, 2006). So ist die Wirkung von IL-18 fur die
Abwehr von Bakterien, Pilzen und Protozoen von besonderer Bedeutung, denn
dies bedarf einerseits der Sekretion von IFN-y und andererseits der Bereitstel-
lung von Effektormolekilen wie Stickstoffmonoxid. IL-18 tragt auRerdem zur Ak-
tivierung der antiviralen Abwehr bei und ist an Autoimmunerkrankungen beteiligt.
Mehrere menschliche Autoimmunkrankheiten sind mit einer erhohten Produktion
von IFN-y und IL-18 verbunden. Es wird angenommen, dass Erkrankungen wie
systemischer Lupus erythematodes, rheumatoide Arthritis, Typ-1-Diabetes, Mor-
bus Crohn, Psoriasis und die Graft-versus-Host-Krankheit teilweise durch IL-18

vermittelt werden (Dinarello, 2018).
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4 Problemstellung

Im Rahmen unserer experimentellen Studie untersuchen wir anhand der
Bestimmung von Zytokinen die vaginale Immunitat bei Frauen mit Candidose.
Diese Erkenntnisse Uber immunologische Vorgange oder Defizite Dbei
Patientinnen mit Candidose sollen helfen, die antimykotische Therapie zu
verbessern. Die Messung der Konzentration der Zytokine Interleukin-15, -16 und
-18 erfolgte dabei mittels Enzyme-linked-Immunosorbent-Assay (ELISA) und
photometrischer Messung bei Patientinnen mit Candidose und gesunder

Kontrollgruppe.
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5 Material und Methodik

5.1 Probengewinnung

Es wurde das Vaginalsekret von 147 (IL-15 und IL-16) und 139 (IL-18) objektiv
und subjektiv gesunden, eubiotischen, nicht schwangeren Probandinnen
wahrend der gynakologischen Sprechstunde untersucht. Die Bestimmung der
Interleukine 15, 16 und 18 erfolgte dabei aus demselben Patientinnenkollektiv.
Bei der Bestimmung von IL-18 konnten jedoch 8 Proben auf Grund einer zu
geringen Menge verbleibenden Untersuchungsmaterials nicht mehr verwendet
werden. Hier wurden deshalb nur 139 Proben ausgewertet. Die Untersuchung
der Frauen erfolgte Im Rahmen der von ihnen gewlnschten Krebsvorsorge.
Dieser Gruppe, die im Folgenden als ,Gesunde“ bezeichnet wird, wurde eine
Kontrolle mit 71 Patientinnen mit nachgewiesener Candida-Infektion
gegenubergestellt. Besonderer Dank gilt in diesem Zusammenhang Wolfgang
Grum, der die Proben zur Verfigung stellte, die alle mit dem Einverstandnis der

Patientinnen in seiner gynakologischen Praxis entnommen wurden.

Das Verfahren der Probengewinnung und Probenkonservierung war fir beide
Gruppen, also die gesunden Probandinnen und die Patientinnen mit Candida-

Infektion der Kontrollgruppe identisch (Grum, 2006).

Materialien:

e normales Kristeller'sches Vaginalspekulum

sterile 0,9%ige Kochsalzldsung der Fa. Merck

sterile Knopfkanulen

sterile Plastikspritzen 2 ccm

sterile, verschlieRbare Probengefalle

Entnahme des Vaginalsekrets:

In eine 2 ccm Plastikspritze wurden exakt 2 ml einer 0,9%igen sterilen
Kochsalzlésung aufgezogen. Anschlielend wurde das Vaginalsekret durch
kraftiges Instillieren in die Vagina mit der Kochsalzlésung durchmischt. Dieser
Vorgang wurde mehrmals wiederholt, um eine gleichmaRige Verteilung von

Spulflissigkeit und Vaginalsekret zu erreichen. Dabei wurde streng darauf
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geachtet keinen Zervixschleim zu aspirieren. SchlieRlich wurden genau 2 ml der
Mischlésung in die Plastikspritze aufgezogen und sofort in ein steriles
Probengefaly gefullt. Dieses wurde sofort verschlossen und im Gefrierschrank

tiefgefroren, um eine chemische oder bakteriologische Reaktion zu verhindern.

Bei jeder Patientin wurde ein Nativpraparat vom Scheideninhalt zur groben
Ubersicht Uber die Vaginalflora angefertigt, welches mit der
Phasenkontrastmethode am Mikroskop mit 12 x 400-facher Vergrolerung

begutachtet wurde.

Mykologische Diagnostik:
Folgende Nahrbdden und weitere Materialien wurden fur die mykologische
Diagnostik verwendet:
e Sabouraud Agarplatten
Firma Biomerieux, Marcy I'Etoile/Frankreich, mit Gentamycin (0,1 g/l) und
Chloramphenicol (0,05 g/l) versetzt
e Chromagarplatten
Becton+ Dickinson, Sparks/USA, BBL Chromagar T Candida
e MRS Agarplatten zur Diagnose einer Lactoflora
Firma Merck (de Man, Rogosa, Sharp)
o sterile, frisch ausgegluhte Platinése
e Gasbunsenbrenner
e Mikroskop Zeiss Axioskop 12 x 400

e Warmebrutschrank der Fa. Medap

Alle Agarplatten wurden bei 4°C im Kuhlschrank bei Dunkelheit aufbewahrt, da
Chromagarplatten auf Licht reagieren. Die Sabouraud-Agarplatten wurden mit
einer sterilen Platinése mit dem aus der Scheide enthommenen Sekret beimpft
und anschlieBend fur 48 Stunden im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Um eine
mogliche Austrocknung zu verhindern, wurden die Platten mit Klebestreifen
luftdicht verschlossen. Zeigte sich kein Wachstum auf den Platten, so konnte bei
den gesunden Probandinnen ein Candida-Befall mit hoher Wahrscheinlichkeit
ausgeschlossen werden. War nach 48 Stunden ein positives Ergebnis auf den

Agarplatten ablesbar, so wurde zur weiteren Speziesdiagnostik eine
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Chromagarplatte mit dem Material beimpft. Nach einer Inkubationszeit von
wiederum 48 Stunden konnten die Chromagarplatten abgelesen werden. Anhand
der Farbumschlage wurde die Differenzierung der Candida-Arten durchgefuhrt:
grunliche Verfarbung steht fir Candida albicans, rosa Verfarbung fur Candida

glabrata, hellrosa Verfarbung fur Candida krusei.

Das Vaginalsekret der gesunden Probandinnen wurde auf MRS-Agarplatten
ausgestrichen. Ein positives Ergebnis zeigte eine normale Lactobazillenflora an.

Dies galt als Hinweis flir eine gesunde normale Vaginalflora.

Wurde bei vermeintlichen Candida-Patientinnen kein Keimwachstum festgestellt
oder aber Keimwachstum bei vermeintlich gesunden Probandinnen
nachgewiesen, so wurden diese Proben aus den entsprechenden Gruppen

genommen.

5.2 Bestimmung von IL-15, IL-16 und IL-18

5.2.1 Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay (ELISA)

Mit Hilfe des ELISA kann der Proteingehalt einer Probe quantitativ bestimmt
werden. Beim hier verwendeten Sandwich-ELISA werden zwei Antikorper
eingesetzt, die an zwei verschiedenen Stellen an das Antigen binden. Der erste
Antikérper wird Coating-Antikdrper genannt und ist an eine feste Phase, namlich
an den Boden der 96 Wells der Mikrotiterplatte gebunden. Die Probe mit dem
nachzuweisenden Antigen wird in die MikroklUvetten gegeben, so dass der an die
Platte gebundene Antikdrper das in der Probe vorhandene Antigen binden kann.
Nach Ablauf der Inkubationsphase wird die Platte gewaschen, um ungebundene
Bestandteile der Probe zu entfernen und zurick bleibt somit nur das am Coating-
Antikorper gebundene Antigen. Nun wird ein Detektions-Antikorper zugegeben,
an dessen Ende ein Enzym, in diesem Fall Meerrettichperoxidase (HRP, von
englisch: horseradish), gebunden ist. Durch Bindung dieses zweiten Antikorpers
an das Antigen entsteht der Antikorper-Antigen-Antikorper-Komplex, der zum
Namen Sandwich-ELISA gefuhrt hat. Die Platte wird erneut gewaschen und somit
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der Uberschussige zweite Antikorper entfernt. Ein Chromogen wird zugegeben,
um die gewlnschte blaue Farbreaktion hervorzurufen. Mittels einer Stopplésung
wird die Farbreaktion beendet. Es erfolgt ein Farbumschlag von blau zu gelb. Die
optische Dichte (OD) kann nun in einem Photometer gemessen werden. Die
Intensitat der Farbe und die Extinktion sind dabei proportional zu der

Konzentration des zu bestimmenden Antigens in der Probe.

5.2.2 Material

Die verwendeten ELISA-Kits zur Bestimmung der Interleukine 15, 16 und 18
bezogen wir von der Firma Biosource International, Camarillo, CA/ USA. Die
genaue Zusammensetzung der Kits aus Chemikalien, Enzymen, Losungen und

Puffern wird im Kapitel Methoden erlautert.

5.2.3 Reagenzien zur Bestimmung der Zytokine IL-15, IL-16 und IL-18

e humanes Interleukin hIL-15, hIL-16 und hIL-18

e Puffer zur Verdinnung des Standards

e hlL-15, hIL-16 und hIL-18 Biotin-Konjugat

e Streptavidin-Peroxidase (HRP)

o stabilisiertes Chromogen

e Losung zur Verdinnung der Streptavidin-Peroxidase

e gepufferte Waschlosung

e Stopploésung

e Liganden-beschichtete Mikrotiterplatte mit 12 Mikrotiterstreifen zu je acht
Reagenzgefalien

e Klebefolie

5.2.4 Herstellung der Standard-Verdiinnungsreihe

Der Standard wurde in den ELISA-Kits der Firma Biosource fir die Interleukine

15, 16 und 18 als Pulver geliefert. Um daraus die Standardldsung herzustellen,
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musste dieses Pulver in je nach Interleukin unterschiedlichen Mengen des
Standardpuffers aufgelost werden. Das genaue Vorgehen wird im Folgenden fur

jedes Interleukin einzeln geschildert.

Humanes IL-15- Standard

Der Standard wurde mit 1,120 ml Standardpufferlosung aufgelost, wodurch sich
eine Konzentration von 10.000 pg/ml ergab. AnschlieRend wurde in insgesamt
acht Eppendorfgefal’en eine Verdlinnungsreihe hergestellt. Dazu wurden 150 pl
des aufgeldsten Standards in das mit 450 ul Standardpufferlosung geflllte erste
Eppendorfgefaly pipettiert. Daraus ergab sich eine Standardldsung mit einer
Konzentration von 2.500 pg/ml. In den folgenden EppendorfgefalRen wurde
jeweils 300 pl Verdinnungspuffer vorgelegt, der nun mit jeweils 300 ul der
vorangegangenen Standardkonzentration gemischt wurde. Das letzte
Eppendorfgefaly enthielt ausschlieRlich Verdinnungspuffer. Daraus ergab sich
eine Verdunnungsreihe mit folgenden Konzentrationen (pg/ml):

2500 — 1250 — 625 - 312,5-156,25-78,1-39,0-0

Humanes IL-16- Standard

Der Standard zur Bestimmung des IL-16 musste mit 950 pl Verdunnungspuffer
aufgeldst werden, wodurch sich eine Konzentration von 100 ng/ml ergab. 15 ul
dieser Standardlésung wurden zu 985 ul Puffer in das erste Eppendorfgefald
pipettiert. Die Standardkonzentration betrug somit 1500 pg/ml im ersten Gefal
und wurde dann wie oben fur IL-15 beschrieben in den folgenden
Eppendorfgefallen auf jeweils die Halfte verdinnt. Am Ende ergaben sich damit
folgende Konzentrationen (pg/ml):

1500 — 750 — 375-187,5-93,75-46,9-23,4-0

Humanes IL-18-Standard

Im Falle des IL-18 wurde der Standard mit 500 ul Standardpufferlésung aufgelost.
Dadurch ergab sich eine Konzentration von 5.000 pg/ml. 200 ul dieser
Standardlésung wurden dann im ersten Eppendorfgefal® mit 800 ul Puffer
gemischt, wodurch eine Standardiésung mit einer Konzentration von 1000 pg/mi

entstand. Im Weiteren wurden jeweils 400 pl der vorangegangenen
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Standardldésung in das darauffolgende, bereits mit 400 ul vorgelegtem Puffer
geflllte Eppendorfgefald pipettiert. Daraus ergaben sich in der Verdliinnungsreihe
folgende Konzentrationen (pg/ml):

1000 — 500 — 250 - 125-62,5-31,25-15,6 -0

5.2.5 Gepufferte Waschlosung

Die mitgelieferte Waschlésung war 25-fach, bzw. 10-fach konzentriert und
musste dementsprechend vor der Anwendung verdunnt werden. Die
Waschldsung fur die Interleukine 15 und 16 musste mit 24 Einheiten destillierten

Wassers gemischt werden, die IL-18-Waschldésung mit neun Einheiten.

5.2.6 Durchfihrung

Die Durchfihrung des ELISA-Tests verlauft in den Grundzigen fir alle
Interleukine gleich. Da sich jedoch Unterschiede bei Inkubationszeiten, Volumina
und der Zugabe von Biotin-markierten Anti-IL ergeben, werden die Interleukine

im Folgenden zur besseren Ubersichtlichkeit einzeln betrachtet.

5.2.6.1 IL-15

Fir den Versuch wurde eine Platte mit 12 Mikrotiterstreifen zu je acht
Mikrokuvetten verwendet. Fur IL-15 wurden in die beiden ersten Streifen jeweils
100 uyl  der Standardlésung, in die restlichen Wells 50
Standardverdinnungspuffer sowie 50 ul der Probenflissigkeit pipettiert.
Anschlielend wurden jeweils 100 pl Biotin-markiertes Anti-IL-15 hinzugeflgt,
bevor die Platten mit einer Plastikfolie bedeckt und eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert wurden. Um nicht-gebundene Antikdrper aus den
MikrokUvetten zu entfernen, musste die Platte nach der oben genannten
Inkubationszeit gewaschen werden. Dazu wurde zunachst die Proben- und
Standard-FlUssigkeit aus der Platte entleert, dann wurden alle MikrokUvetten der
Platte viermal in Folge mit 0,4 ml verdinnter Waschlésung gefullt und nach einer

Einwirkungszeit von etwa 15 bis 30 Sekunden wieder entleert. Danach wurde die
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Platte umgedreht und auf saugfahigem FlieRpapier vorsichtig ausgeklopft, um
Ruckstande der Waschlésung vollstandig zu entfernen.

FUr den nachsten Schritt musste zunachst das 100-fach konzentrierte
Streptavidin-HRP-Konzentrat mit einer HRP-Verdlinnungslosung gemischt
werden, bevor jeweils 100 ul dieser Meerrettichperoxidase-Ldsung, welche flr
die Farbreaktion verantwortlich ist, in die Mikrokuvetten pipettiert werden
konnten. Die Platten wurden dann wieder mit Klebefolie abgedeckt und fur 30
Minuten inkubiert. Die Platten wurden nach der vorgegebenen Inkubationszeit
wie bereits oben beschrieben viermal gewaschen. Im Anschluss daran wurden
100 ul eines Chromogens in die Mikroklvetten pipettiert, wodurch die
gewunschte blaue Farbreaktion hervorgerufen wurde. Die Platten wurden dann
abgedeckt im Dunkeln inkubiert. Der Testlieferant Biosource schlug in der
Testanleitung eine Inkubationszeit von etwa 30 Minuten vor, wies aber darauf hin,
dass die Inkubationszeit je nach verfugbarem Photometer und dessen oberer
Messgrenze fur die OD auf 25 oder 20 Minuten verklrzt werden sollte. Beim
Testansatz zur Bestimmung von IL-15 wurden die Platten deshalb nur 20 Minuten
inkubiert, da nach diesem Zeitraum bereits eine starke Farbreaktion zu sehen
war. Die Farbreaktion wurde dann durch die Zugabe von 100 ul Stopplésung pro
Mikrokuvette beendet und durch einen Farbumschlag von blau nach gelb sichtbar
gemacht. AnschlieBend wurde die OD mittels Spektralphotometer bei einer

Wellenlange von 450 nm und einer Referenzwellenlange von 620 nm ermittelt.
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5.2.6.2 IL-16

Fir den Versuch wurde eine Platte mit 12 Mikrotiterstreifen zu je acht
Mikrokuvetten verwendet.

Zur Bestimmung von IL-16 wurden in die beiden ersten Streifen jeweils 100 pl
der Standardlésung, in die restlichen Wells 50 ul Standardverdinnungspuffer
sowie 50 pl der Probenflissigkeit pipettiert. Anschliel3end wurden jeweils 100 pl
Biotin-markiertes Anti-IL-16 hinzugeflugt, bevor die Platte mit einer Plastikfolie
bedeckt und drei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Um nicht-
gebundene Antikorper aus den Mikrokuvetten der Platte zu entfernen, mussten
die Platten nach der oben genannten Inkubationszeit gewaschen werden. Der
Waschvorgang erfolgte analog dem Vorgang bei der Bestimmung von IL-15
oben. Fur den nachsten Schritt musste zunachst das 100-fach konzentrierte
Streptavidin-HRP-Konzentrat mit einer HRP-Verdunnungslosung gemischt
werden, bevor jeweils 100 ul dieser Meerrettichperoxidase-Losung, welche flr
die Farbreaktion verantwortlich ist, in die Mikrokuvetten pipettiert werden
konnten. Die Platten wurden dann wieder mit Klebefolie abgedeckt und fir 30
Minuten inkubiert.

Die Platten wurden nach der vorgegebenen Inkubationszeit wie bereits oben
beschrieben viermal gewaschen. Im Anschluss daran wurden 100 pl eines
Chromogens in die Mikroklvetten pipettiert, wodurch die gewlnschte blaue
Farbreaktion hervorgerufen wurde. Die Platten wurden dann abgedeckt im
Dunkeln inkubiert. Der Testlieferant Biosource schlug in der Testanleitung eine
Inkubationszeit von etwa 30 Minuten vor, wies aber darauf hin, dass die
Inkubationszeit je nach verfigbarem Photometer und dessen oberer Messgrenze
fur die OD auf 25 oder 20 Minuten verklrzt werden sollte. Beim Testansatz zur
Bestimmung von IL-16 wurden die Platten jeweils 25 Minuten inkubiert, da nach
diesem Zeitraum bereits eine starke Farbreaktion zu sehen war. Die Farbreaktion
wurde dann durch die Zugabe von 100 ul Stopplésung pro Mikroklvette beendet
und durch einen Farbumschlag von blau nach gelb sichtbar gemacht.
AnschlieRend wurde die OD mittels Spektralphotometer bei einer Wellenlange

von 450 nm und einer Referenzwellenlange von 620 nm ermittelt.
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5.2.6.3 IL-18

Fir den Versuch wurde eine Platte mit 12 Mikrotiterstreifen zu je acht
Mikrokuvetten verwendet.

Zur Bestimmung von IL-18 wurden zunachst 150 pl Standard und Proben in einer
einfachen Platte angerichtet und dann aus dieser mit einer Multi-Channel-Pipette
in die beschichtete ELISA-Platte umgefiillt, um auf diese Weise eine mdglichst
gleichlange Einwirkungszeit von einer Stunde bei Raumtemperatur fir alle
Proben und den Standard zu erreichen. Der |IL-18-Platte wurde zunachst kein
Biotin-markiertes Anti-IL zugegeben. Um nicht-gebundene Antikdrper aus den
Mikrokulvetten der Platte mit den Testansatzen zu entfernen, mussten die Platten
nach der oben genannten Inkubationszeit gewaschen werden.

Das HRP-Konzentrat aus  Anti-IL-18 und daran gebundene
Meerrettichperoxidase flr den IL-18 Testansatz war 101-fach konzentriert und
musste entsprechend verdunnt werden, bevor auch hiervon jeweils 100 pl in die
Mikrokuvetten der IL-18 Platte gegeben und 60 Minuten inkubiert werden
konnten.

Die Platten wurden nach der vorgeschriebenen Inkubationszeit, wie bereits oben
beschrieben, viermal gewaschen. Im Anschluss daran wurden 100 ul eines
Chromogens in die Mikroklvetten pipettiert, wodurch die gewlinschte blaue
Farbreaktion hervorgerufen wurde. Die Platten wurden dann abgedeckt im
Dunkeln 30 min inkubiert. Die Farbreaktion wurde dann durch die Zugabe von
100 pl Stoppldsung pro Mikroklvette beendet und durch einen Farbumschlag von
blau nach gelb sichtbar gemacht. AnschlieRend wurde die OD mittels
Spektralphotometer bei einer Wellenlange von 450 nm und einer

Referenzwellenlange von 620 nm ermittelt.
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5.3 Auswertung der Messergebnisse

Die Auswertung der Messergebnisse erfolgte fur die untersuchten Interleukine
15, 16 und 18 nach demselben Schema. Die genaue Durchfihrung zur

Berechnung der Probenkonzentrationen wird deshalb nur einmal beschrieben.

Mit Hilfe des Computerprogramms Excel von Microsoft wurden die bendtigten
Standardkurven erstellt, mit deren Hilfe zu den gemessenen OD die
entsprechenden Konzentrationen berechnet werden konnten. Dazu wurde
zunachst eine Excel-Tabelle erstellt. Diese enthielt die festgesetzten
Konzentrationen der Standardverdinnungsreihe. Im Falle von IL-18 waren dies
1000pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,25 pg/ml 15,6 pg/ml
und 0 pg/ml. Die entsprechenden OD, die mittels Spektralphotometer ermittelt
worden waren, wurden ebenfalls in die Tabelle eingegeben. Da auf jeder
Mikrotiterplatte zwei Standardverdinnungsreihen aufgebracht worden waren,
konnte aus den beiden ermittelten OD ein Mittelwert errechnet werden. Mit dem
Mittelwert der OD als abhangige Variable und der Konzentration als unabhangige
Variable wurde mittels einer kubischen Gleichung (f(x)= a0 + 1ax + 2ax? + 3ax?®)

die Standardkurve ermittelt.

Beispiel IL-18 A-Proben:

OD Wert 1 OD Wert2| OD Mittelwert  Konz [pg/mi]
2,752 2,554 2,653 1000
1,616 1,617 1,617 500
0,900 0,868 0,884 250
0,498 0,479 0,489 125
0,270 0,238 0,254 62,5
0,168 0,148 0,158 31,25
0,087 0,074 0,081 15,6
0,023 0,035 0,029 0
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Folgende Standardkurve wurde von Excel fir IL-18 berechnet:

y = 14,49x3 + 0,452x? + 277,08x -
Standard IL-18 9,0075
R2 = 0,9999

1200
1000 /
p
800 £
/
600

400 /
o —e_Reihel

200
0 I// —Polynomisch (Reihel)
-208.4200 1.000 2,000 3.000

OD 450 nm

Konz [pg/ml]

Abb. 6: Standardkurve IL-18

Uber das Polynom dritter Ordnung konnte in Excel fiir alle gemessenen optischen

Dichten (x) die entsprechende Konzentration (y) berechnet werden.

Besonderheiten:

Da manche Proben in nicht mehr ausreichender Menge vorlagen, um die
Versuche gemal} der Anleitung im ELISA-Kit durchzufuhren, wurden sie mit
Puffer verdinnt verwendet. Entsprechend ihrer Verdinnung wurde die
berechnete Konzentration am Ende mit einem Faktor multipliziert, um die
wahre Konzentration zu ermitteln.

Da in manchen Proben offenbar sehr hohe Konzentrationen herrschten,
deren OD vom Spektralphotometer nicht mehr gemessen werden konnte
(Overflow), wurden diese Proben in einem zweiten Versuch verdinnt noch
einmal gemessen und die wahre Konzentration am Ende durch Multiplikation
mit dem entsprechenden Verdiinnungsfaktor ermittelt.

Fir einige Proben ergaben sich negative Werte bei der OD, was praktisch
nicht sein kann. Diese Werte kamen zustande, wenn die in den Proben
bestimmten IL-Konzentrationen kleiner waren als der ,Nullwert® der
Standardverdinnungsreihe. Da alle negativen Werte nahe "Null" lagen, ist
davon auszugehen, dass es sich um eine Messungenauigkeit handelt und
das untersuchte Interleukin in den entsprechenden Proben nicht vorhanden
ist. Negative Werte wurden daher auf "Null" gesetzt.
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6 Ergebnisse und Statistik

6.1 Statistische Methoden

Die Gruppe der gesunden Probandinnen wird im Folgenden als Gruppe A
bezeichnet, die Gruppe der Patientinnen mit Candidose als Gruppe B.

Zum graphischen Vergleich der Interleukin-Werte wurden zunachst jeweils
getrennt Histogramme flr Gesunde und Kranke erstellt. Die Histogramme stellen
die Interleukin-Werte aller Proben als Haufigkeitsverteilungen dar. Zusatzlich
wurde die theoretische Normalverteilungskurve eingezeichnet.

Um die Daten nebeneinander optisch vergleichen zu kénnen, wurde aufl’erdem
Boxplots erstellt. Die Boxen enthalten dabei 50% der Wertemenge, werden also
von den 25%- und 75%-Perzentilen begrenzt. Der Median ist als Mittelstrich
eingetragen. Die ,Whiskers®, d.h. die Linien nach oben oder unten, sind die
kleinsten bzw. groflten Werte, die keine Ausreilder sind. Ausreilder sind Werte,
deren Abstand vom 25%-Perzentil nach unten bzw. vom 75%-Perzentil nach
oben zwischen dem 1,5fachen und dem 3fachen der Boxhohe liegen. Sie sind im
Boxplot als Kreise dargestellt. Die Sternchen stehen fur extreme Werte, deren
Abstand vom 25%- oder 75%-Perzentil mehr als das Dreifache der Boxhdhe
betragt. Auf Grund der vielen Nullwerte liegt das 25%-Perzentil auf "Null".

Die Daten wurden mit dem Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest auf
Normalverteilung untersucht. Da fur keines der untersuchten Interleukine eine
Normalverteilung festgestellt wurde, wurde fir die weitere statistische
Auswertung der Messergebnisse als verteilungsunabhangiger Test der Mann-

Whitney-U-Test angewendet.
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6.2 Ergebnisse

6.2.1 Alter und Anzahl der Patientinnen

Zur Auswertung standen fur IL-15 und IL-16 147 gesunde Patientinnen, fur IL-18
139 gesunde Patientinnen zur Verfigung. Die Anzahl der an Candidose

erkrankten Patientinnen betrug bei der Bestimmung aller untersuchten
Interleukine 71.

Altersstruktur der gesunden Patienten

Mittelwert = 35 46
20 0 St -Abw. = 9,322
| M=147

15,0

Haufigkeit

10,0

5.0

Alter

Abb. 7: Altersstruktur der gesunden Probandinnen
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Altersstruktur der kranken Patienten

Mittelwert = 34 85
Std_Abw. =09
=71

4

Haufigkeit

Alter

Abb. 8: Altersstruktur der kranken Probandinnen

Altersstruktur von gesunden und kranken Patienten

60

T

40

Alter

307

{1

T
gesund krank

Gesundheitszustand

Abb. 9: Altersstruktur: Boxplot zum Vergleich gesunder und kranker
Probandinnen



Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest
Alter

N 71
Parameter der Mittelwert 34,85
Normalverteilung®® Standardabweichung 9,900
Extremste Differenzen Absolut ,089

Positiv ,089

Negativ -,085
Kolmogorov-Smirnov-Z ,748
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,631

a. Die zu testende Verteilung ist eine Normalverteilung.
b. Aus den Daten berechnet.

Tab. 1: Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest zum Alter
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Ergebnis: Der Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest ergab bezlglich des Alters

eine Normalverteilung sowohl bei den gesunden als auch bei den kranken

Probandinnen.

Gruppenstatistiken

Standardfeh-
Gesundheitszu- Standardabwei-|ler des Mittel-
stand N Mittelwert chung wertes
Alter |gesund 147 35,46 9,322 , 769
krank 71 34,85 9,900 1,175

Test bei unabhangigen Stichproben

T-Test fur die Mittelwertgleichheit
Sig. (2-sei-|Mittlere Diffe-| Standardfehler
tig) renz der Differenz
Alter [Varianzen sind ,654 ,618 1,375
gleich
\Varianzen sind nicht ,661 ,618 1,404
gleich

Tab. 2: T-Test zum Alter
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Ergebnis: Da der p-Wert mit 0,654 deutlich groRer ist als 0,05, gibt es beim Alter

keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen.

6.2.2 IL-15

Verteilung der IL-15-Werte bei gesunden Patientinnen

60,0
50,07
40,0
=
[ 1]
i
=)
=
g 30,05
T |
20,01 f \
10,01
= =
0 T T T T
o0 50,00 100,00 150,00 200,00

IL 15

Mittelwert =19 9513
Stl.-Abw. = 21 39488
M =147

Abb. 10: Verteilung der IL-15-Werte bei gesunden Probandinnen.

Auffallig ist eine starke Haufung der Werte bei "Null".
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Verteilung der IL-15-Werte bei kranken Patientinnen

40,07 M=71

30,07

Haufigkeit

T T
100,00 150,00 200,00 250,00
IL 15

Abb. 11: Verteilung der IL-15-Werte bei kranken Probandinnen.

Auffallig ist eine starke Haufung der Werte bei "Null". Im Vergleich zu den
gesunden Probandinnen zeigt sich bei den kranken eine groRere Streuung der

Werte.
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Vergleich der IL-15-Werte bei gesunden und kranken Patientinnen

250,00

21

200,00

142

150,00

IL 15

a3

100,00

1

00

| I
gesund krank

Gesundheitszustand

Abb. 12: Boxplot der IL-15 Werte zum Vergleich gesunder und kranker
Probandinnen

Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest
IL-15
N 71
Parameter der Mittelwert 24,6503
Normalverteilung?® Standardabweichung 33,00943
Extremste Differenzen Absolut ,228
Positiv ,142
Negativ -,228
Kolmogorov-Smirnov-Z 1,918
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,001

a. Die zu testende Verteilung ist eine Normalverteilung.
b. Aus den Daten berechnet.

Tab. 3: Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest fur IL-15

Ergebnis: Die Daten weichen hdchst signifikant von einer Normalverteilung ab.

Um einen Unterschied in den Mittelwerten zu untersuchen, verwendeten wir den
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Mann-Whitney-U-Test. Dieser Test basiert auf einem Vergleich der Range der

Daten.
Range
Gesundheitszustand N Mittlerer Rang Rangsumme
IL-15gesund 147 108,20 15906,00
krank 71 112,18 7965,00
Gesamt 218
Statistik fur Test?
IL-15
Mann-Whitney-U 5028,000
Wilcoxon-W 15906,000
Z -,441
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,659

a. Gruppenvariable: Gesundheitszustand

Tab. 4: Mann-Whitney-U-Test flur IL-15

Ergebnis: Ein Wert von 0,659 liegt weit Uber dem Signifikanzniveau von 0,05.
Somit liegt kein signifikanter Unterschied in den IL-15-Werten zwischen

gesunden und kranken Patientinnen vor.



6.2.3 IL-16

Verteilung der IL-16-Werte bei gesunden Patientinnen

Mittelwert = 41 1687
Stel.-Abw. = 116 53275
N =147
120,07
100,07
X 50,04
a
=
om
=
=]
Hicl
I 60,0
40,01
20,04
0= f
on 200,00 400,00 600,00
IL 16

Abb. 13: Verteilung der IL-16-Werte bei gesunden Probandinnen

Verteilung der IL-16-Werte bei kranken Patientinnen

Iittelwert = 84 508
Std - Abw. = 2684 25324
M =71
50,0
£
Q
-
40,0
=
=
3
I
20,01
- . = T
0o 500,00 1000,00 1500,00 2000,00

IL 16

Abb. 14: Verteilung der IL-16-Werte bei kranken Probandinnen
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Vergleich der IL-16-Werte bei gesunden und kranken Patientinnen

2000,00-]

29

1300,00

w
- 16
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1000,00<
136 34
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*
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A 2%
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91% 99 ,—_|_—|
00 T
gesund krank

Gesundheitszustand

Abb. 15: Boxplot der IL-16 Werte zum Vergleich gesunder und kranker
Probandinnen.

Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest
IL-16
N 71
Parameter der Mittelwert 84,5080
Normalverteilung?® Standardabweichung 264,25324
Extremste Differenzen |Absolut 375
Positiv ,354
Negativ -,375
Kolmogorov-Smirnov-Z 3,156
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,000

a. Die zu testende Verteilung ist eine Normalverteilung.
b. Aus den Daten berechnet.

Tab. 5: Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest fur IL-16

Ergebnis: Die Daten weichen signifikant von einer Normalverteilung ab.



Range

Gesundheits-

zustand N Mittlerer Rang Rangsumme
IL-16  gesund 147 106,37 15637,00

krank 71 115,97 8234,00

Gesamt 218

Statistik fur Test?
IL-16

Mann-Whitney-U 4759,000
\Wilcoxon-W 15637,000
z -1,380
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,168

Tab. 6: Mann-Whitney-U-Test fur IL-16
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Ergebnis: Ein Wert von 0,168 liegt Uber dem Signifikanzniveau von 0,05. Somit

liegt kein signifikanter Unterschied in den IL-16-Werten zwischen gesunden und

kranken Patientinnen vor.



6.2.4 IL-18

Verteilung der IL-18-Werte bei gesunden Patientinnen

120,01

100,01

50,0

Haufigkeit

50,07

40,07

20,0

00 20000 400,00

500,00

IL 18

800,00  1000,00

1200,00

Mittelwert = 56,1535
St ~Abw. =151 13831
N =139

Abb. 16: Verteilung der IL-18-Werte bei gesunden Probandinnen.

Verteilung der IL-18-Werte bei kranken Patientinnen

60,07

50,0

40,01

Haufigkeit

30,0

20,0

10,0

1000,00

I
2000,00
IL 18

T
3000,00

T
4000,00

Mittelwert = 250 4623
Stel.-Abw. = 490 59835
N =71

Abb. 17: Verteilung der IL-18-Werte bei kranken Probandinnen.
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Im Vergleich zu den gesunden Patientinnen zeigen sich insgesamt hohere Werte

verbunden mit einer hoheren Streuung.

Vergleich der IL-18-Werte bei gesunden und kranken Patientinnen

4000,00

3000,00]

IL 18
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Abb. 18: Boxplot der IL-18 Werte zum Vergleich gesunder und kranker

Probandinnen

Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest
IL-18
N 71
Parameter der Mittelwert 250,4823
Normalverteilung?® Standardabweichung 490,59835
Extremste Differenzen |Absolut ,305
Positiv ,250
Negativ -,305
Kolmogorov-Smirnov-Z 2,569
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,000

a. Die zu testende Verteilung ist eine Normalverteilung.
b. Aus den Daten berechnet.

Tab. 7: Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest fur IL-18
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Ergebnis: Die Daten weichen signifikant von einer Normalverteilung ab.

Rénge
Mittlerer
Gesundheitszustand N Rang Rangsumme
IL-18 gesund 139 92,09 12800,50
krank 71 131,75 9354,50
Gesamt 210
Statistik fur Test?
IL-18
Mann-Whitney-U 3070,500
Wilcoxon-W 12800,500
Z -4,475
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,000

Tab. 8: Mann-Whitney-U-Test fur IL-18

Ergebnis: Der p-Wert von 0,000 zeigt, dass der Unterschied zwischen den

Mittelwerten der Gesunden und Kranken hochst signifikant ist.
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6.2.5 Differenzierung der Candidaarten in Gruppe B

Candidaarten in Gruppe B

M c. albicans (n = 48)

M c. glabrata (n = 15)

M C. krusei (n=4)

[ c.albicans & C. glabrata (n = 4)

Abb. 19: Kreisdiagramm zur Haufigkeitsverteilung der Candidaarten in Gruppe
B

IL-Werte C. albicans &
nach C. albicans C. glabrata C. krusei C. glabrata
Candidaarten n =48 n=15 n=4 n=4
IL-15 (pg/ml)
Mittelwert (SD) 24,7 (34,9) 28,8 (32,3) 26,5 (29,4) 6,5 (7,1)
Median (Q1 - | 16,9 (0—-41,4) | 14,8 (3,1 —39,0) 22,6 (3,1 - 6,7 (0,6 — 12,6)
Q3) 46,0)
Spannweite 0-212,2 0-92,3 0-60,8 0-12,6
IL-16 (pg/ml)
Mittelwert (SD) 48,3 (125,7) 227,5(513,8) 67,6 (129,3) 0(0)
Median (Q1 - 0(0-39,7) 0(0-73,2) 4,5(0-72,0) 0(0-0)
Q3)
Spannweite 0-689,6 0-1792,9 0-2614 0-0
IL-18 (pg/ml)
Mittelwert (SD) | 277,6 (537,9) 281,6 (446,9) 21,3 (28,4) 37,9 (56,7)
Median (Q1 - | 107,1 (38,7 - 111,3 (33,3 - 11,0 (6,9 — 15,8 (0 — 53,6)
Q3) 309,8) 2527) 25,4)
Spannweite 0 —3552,1 0-1613,4 0-63,1 0-120
C.: Candida; IL: Interleukin; pg/ml: Pikogramm pro Milliliter; SD: Standardabweichung
(Standard Deviation); Q1: Erstes Quantil;
Q3: Drittes Quantil

Tab. 9: Deskriptive Darstellung zur Ubersicht der IL-Werte getrennt nach
Candidaarten
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C. krusei und die Mischinfektion mit C. albicans und gleichzeitig C. glabrata
treten jeweils nur vier Mal im Datensatz auf. Hier ist von einer statistischen
Testung aufgrund der geringen Fallzahl und der daraus resultierenden erhdhten

Unsicherheit abzusehen.

Im Folgenden werden daher ausschliel3lich C. albicans und C. glabrata weiter

untersucht.
6.2.5.1 IL-15 Werte nach Candidaarten
Mittelwerte und zugehdrige Konfidenzintervalle der IL-15 Werte
fiir Gesunde (A}, C. gesamt (B), C. albicans und C. glabrata
200 [16 5 23 4]

Gesunde (A)-

24.7 [16.8; 32.5]
C. gesamt (B)-

24.7 [14.6; 34.8]
C. albicans -

28.8 [10.9; 46.7]

C. glabrata-

0 25 50 75 100
Mittelwert (arithmetisches Mittel)

Abb. 20: Mittelwerte und zugehorige Konfidenzintervalle der IL-15 Werte flr
Gesunde (A), C. gesamt (B), C. albicans und C. glabrata

Ergebnisse:

¢ Die Konfidenzintervalle der IL-15 Mittelwerte von Gruppe A und Gruppe
B weisen auf keinen Unterschied hin, da sich diese Uberschneiden.

¢ Auch einzeln betrachtet lasst sich fur C. albicans und C. glabrata kein
Unterschied zu den Gesunden erkennen, da sich die Konfidenzintervalle
Uberlappen.

e Zwischen den Arten C. albicans und C. glabrata im Vergleich zu Candida

gesamt ist ebenfalls kein Unterschied erkennbar.
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C. gesamt (B) | C. albicans | C. glabrata
IL-15 Wert (pg/ml) n=71 N =48 n=15
Mittelwert 24,7 24,7 28,8
Differenz zu Gesunden (A) 4,7 4,7 8,9
p-Wert? 0,277 0,378 0,313

a: Berechnung mit Hilfe der t-Verteilung
IL: Interleukin; pg/ml: Pikogramm pro Milliliter; C.: Candida

Tab. 10: Unterschiede im IL-15 Wert zwischen Gesunden (A), C. gesamt (B),

C. albicans und C. glabrata

Ergebnis:

e Bei Gruppe B, C. albicans und C. glabrata besteht kein statistisch signifi-

kanter Unterschied im Vergleich zu Gruppe A.
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6.2.5.2 IL-16 Werte nach Candidaarten

Im Folgenden werden die IL-16 Mittelwerte und die zugehorigen
Konfidenzintervalle fur die einzelnen Gruppen dargestellt. Im Datensatz zeigten
sich hierbei zwei Extremwerte in der Gruppe C. glabrata. Um die Ergebnisse
besser einordnen zu konnen wurden daher die Analysen sowohl mit allen

Werten als auch ohne die beiden Extremwerte durchgefuhrt.

Mittelwerte und zugehdrige Konfidenzintervalle der IL-16 Werte
fiir Gesunde (A), C. gesamt (B), C. albicans und C. glabrata

Alle Werte Ohne die beiden Extremwerte 1046,14 und 1792,88 bei C. glabrata
412[222:60.2] 412[222:602]
Gesunde (A)-
84.5 [22 0 147.1] 458 [17 5; 74 1]
C. gesamt (B)-
48.3 [11.8; 84.8] 48.3 [11.8; 64.6]
C. albicans -
2275[0.0; 512.0] 44 1[0.0; 108 9]
C. glabrata-
0 200 400 0 200 400

Mittelwert (arithmetisches Mittel)

Abb. 21: Mittelwerte und zugehorige Konfidenzintervalle der IL-16 Werte flr
Gesunde (A), C. gesamt (B), C. albicans und C. glabrata (mit und ohne

Extremwerte)

Ergebnisse:

o Alle Werte:
Die IL-16 Mittelwerte von Gruppe A vs. C. albicans zeigen keinen
Unterschied. Bei Gruppe A vs. Gruppe B und Gruppe A vs. C. glabrata
zeigt sich ein numerischer Unterschied. Jedoch ist zu beachten, dass

sich auch hier die Konfidenzintervalle Gberlappen.

e Ohne die beiden Extremwerte 1046,14 und 1792,88 bei C. glabrata:
Schlief3t man die Extremwerte bei C. glabrata aus, sind die Mittelwerte
uber alle Gruppen hinweg nahezu identisch.
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C. gesamt (B) | C. albicans | C. glabrata
IL-16 Wert (pg/ml) n=71 N = 48 n=15
Mittelwert 84,5 48,3 2275
Differenz zu Gesunden (A) 43,3 71 186,3
p-Wert? 0,190 0,730 0,183

a: Berechnung mit Hilfe der t-Verteilung
IL: Interleukin; pg/ml: Pikogramm pro Milliliter; C.: Candida

Tab. 11: Unterschiede im IL-16 Wert zwischen Gesunden (A), C. gesamt (B), C.
albicans und C. glabrata (alle Werte inkludiert)

Ergebnisse:

e Bei Gruppe B, C. albicans und C. glabrata besteht kein statistisch signifi-
kanter Unterschied im Vergleich zu Gruppe A.

e Auch bei Ausschluss der beiden Extremwerte 1046,14 und 1792,88 bei C.
glabrata ergibt sich kein signifikanter Unterschied (Gruppe A vs. Gruppe
B, p = 0,787 und Gruppe Avs. C. glabrata, p = 0,926).
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6.2.5.3 IL-18 Werte nach Candidaarten

Mittelwerte und zugehdrige Konfidenzintervalle der IL-18 Werte
fiir Gesunde (A), C. gesamt (B), C. albicans und C. glabrata

66.2 [40.8; 91.5]
Gesunde (A)-
250.5 [134.4; 366.6]
C. gesamt (B)-
277.6 [121.4; 433.8]
C. albicans-
281.6 [34.1; 529.1]
C. glabrata-
0 200 400 600 800

Mittelwert (arithmetisches Mittel)

Abb. 22: Mittelwerte und zugehodrige Konfidenzintervalle der IL-18 Werte fur
Gesunde (A), C. gesamt (B), C. albicans und C. glabrata

Ergebnisse:

¢ Die Konfidenzintervalle der IL-18 Mittelwerte von Gruppe A und Gruppe
B weisen auf einen Unterschied hin, da sich diese nicht Gberschneiden.

¢ Auch einzeln betrachtet Iasst sich fiir C. albicans und C. glabrata ein Un-
terschied zu den Gesunden erkennen.

e Zwischen den Arten C. albicans und C. glabrata im Vergleich zu Candida

gesamt ist kein Unterschied erkennbar.
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C. gesamt (B) | C. albicans | C. glabrata
IL-18 Wert (pg/ml) n=71 N =48 n=15
Mittelwert 250,5 277,6 281,6
Differenz zu Gesunden (A) 184,3 2114 215,5
p-Wert? 0,003 0,010 0,084

a: Berechnung mit Hilfe der t-Verteilung
IL: Interleukin; pg/ml: Pikogramm pro Milliliter; C.: Candida

Tab. 12: Unterschiede im IL-18 Wert zwischen Gesunden (A), C. gesamt (B), C.

albicans und C. glabrata

Ergebnisse:

e Es besteht ein signifikanter Unterschied bezlglich der IL-18 Werte zwi-
schen Gruppe A und B (p = 0,003).

e Es besteht ein signifikanter Unterschied zwischen Gruppe A und C. albi-
cans (p = 0,010).

e Es besteht ein numerischer Unterschied zwischen Gruppe A und C.
glabrata. Dieser ist statistisch nicht signifikant (p = 0,084 und somit grofer
als 0,05). Die Nicht-Signifikanz ist vermutlich auf die geringe Fallzahl (n =

15) zurtickzufihren.
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6.3 Zusammenfassung der Statistik

Bezuglich IL-15 lasst sich kein Unterschied zwischen gesunden und kranken
Probandinnen feststellen. Bei IL-16 weisen Gesunde niedrigere Werte auf.
Dieser Unterschied konnte wegen der gro3en Streuung der Werte nicht als
signifikant nachgewiesen werden. Bei IL-18 ergab sich ein signifikanter
Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen. So sind die IL-18 Werte bei

kranken Patientinnen hoher als bei gesunden.

Die Subgruppenanalyse von C. albicans und C. glabrata im Vergleich zu Gruppe
A erbrachte fur IL-15 und IL16 jeweils keinen signifikanten Unterschied. Bei IL-18
zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen Gruppe A und C. albicans. Der
numerische Unterschied zwischen Gruppe A und C. glabrata. ist statistisch nicht
signifikant (p = 0,084 und somit groRer als 0,05). Die Nicht-Signifikanz ist

vermutlich auf die geringe Fallzahl (n = 15) zurtckzufuhren.

Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest
IL-15 IL-16 IL-18

N 71 71 71
Parameter der Mittelwert 24,6503 84,5080 250,4823
Normal- Standard- 33,00943 264,25324) 490,59835
verteilung®P abweichung
Extremste Absolut ,228 , 375 ,305
Differenzen Positiv 142 ,354 ,250

Negativ -,228 -,375 -,305
Kolmogorov-Smirnov-Z 1,918 3,156 2,569
Asymptotische Signifikanz ,001 ,000 ,000
(2-seitig)

Tab. 13: Ubersicht Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest



Mann-Whitney-U-Test

Test auf Unterschied zwischen den Gruppen bezuglich IL-15, -16, -18.
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Dieser nonparametrische Test wurde gewahlt, da keine Normalverteilung

gegeben ist.
Range
Mittlerer
Gesundheitszustand N Rang Rangsumme
IL-15  gesund 147 108,20 15906,00
krank 71 112,18 7965,00
Gesamt 218
IL-16  gesund 147 106,37 15637,00
krank 71 115,97 8234,00
Gesamt 218
IL-18  gesund 139 92,09 12800,50
krank 71 131,75 9354,50
Gesamt 210
Statistik fur Test?
IL-15 IL-16 IL-18
Mann-Whitney-U 5028,000 4759,000 3070,500
Wilcoxon-W 15906,000 15637,0000  12800,500
Z -,441 -1,380 -4,475
Asymptotische Signifikanz ,659 ,168 ,000
(2-seitig)

a. Gruppenvariable: Gesundheitszustand

Tab. 14: Ubersicht Gber die p-Werte des Mann-Whitney-U-Tests
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7 Diskussion

Wir untersuchten in unserer Studie 71 Scheidenproben von Patientinnen mit
nachgewiesener vulvovaginaler Candidainfektion. Als Vergleichsgruppe diente
das Scheidensekret von 147 (IL-15 und IL-16) bzw. 139 (IL-18) objektiv und
subjektiv gesunden, eubiotischen, nicht schwangeren Probandinnen. Die
Bestimmung der Interleukine 15, 16 und 18 erfolgte dabei aus demselben
Patientinnenkollektiv. Bei der Bestimmung von IL-18 konnten jedoch 8 Proben
auf Grund einer zu geringen Menge verbleibenden Untersuchungsmaterials nicht
mehr verwendet werden. Hier wurden deshalb nur 139 Proben ausgewertet. Die
Auswahl der Patientinnen flr beide Untersuchungsgruppen erfolgte mit dem
Einverstandnis der Patientin und nach Beurteilung des behandelnden Arztes. Bei
allen Frauen wurden, um eine Besiedelung des Genitaltraktes nachzuweisen
oder auszuschlieRen, Kulturen auf Sabouraud-Agar angelegt. Im Falle eines
Pilzwachstums erfolgte die Candidaspezifizierung durch Uberimpfung von
Kulturen auf eine Chromagarplatte. Chromagar-Kulturmedien gelten als
zuverlassig und gunstig, wenn es darum geht eine Besiedelung mit Candida zu
erfassen und anhand der unterschiedlichen Farbreaktion der jeweiligen
Candidagattung den Pilz zu spezifizieren (Novikova et al., 2002, Mardh et al.,
2003, Horvath et al., 2003). Diese Spezifizierung ist in der klinischen Routine flr
die Behandlung der Patientinnen wichtig. Stamme wie Candida glabrata und
Candida krusei unterscheiden sich zum Teil in der klinischen Symptomatik von
Infektionen mit Candida albicans. Infektionen mit Candida glabrata kdnnen
ausgesprochen symptomarm verlaufen, erweisen sich therapeutisch gesehen
aber oft als sehr hartnackig, da sie gegenuber Azolen oft wenig sensitiv oder gar
resistent sind und daher auf die Ubliche antimykotische Therapie nur schlecht
ansprechen (Weissenbacher and Spitzbart, 2001, Mardh et al., 2002, Sobel,
2007).

In unserer Studie verteilten sich die auf Chromagar ermittelten Spezies bei 71
Proben folgendermalRen: Bei 67,6% der Patientinnen konnte C. albicans
nachgewiesen werden (48 Proben), bei 21,1% C. glabrata (15 Proben) und bei
5,6% C. krusei (4 Proben). Zusatzlich lag bei 5,6% der Patientinnen (4 Proben)
gleichzeitig eine Infektion mit C.albicans und C. glabrata vor. Insgesamt konnte
C. albicans also bei 73,2% der Patientinnen (52 Proben) und C. glabrata bei
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26,7% (19 Proben) nachgewiesen werden. Eine Studie in Polen und Deutschland
(Mendling et al., 2004) kam 2004 bei der Untersuchung von 472 Patientinnen mit
akuter VVC zu einer Verteilung der verschiedenen Candidaarten von 95,3% C.
albicans, 2,1% C. glabrata und 0,9% C. krusei. An anderer Stelle gibt Mendling
den Anteil von C. albicans mit 80 bis 90% an (Mendling, 2020), was zwischen

den von uns gemessenen Werten und der deutsch/polnischen Studie liegt.

Um die Vergleichbarkeit der Gruppen zu prufen, wurde das Alter als
Gruppeneigenschaft mit dem t-Test fur unverbundene Stichproben bezlglich
eines signifikanten Unterschieds zwischen Patientinnengruppe und gesunder
Kontrollgruppe geprift. Da der p-Wert mit 0,654 deutlich gréfRer ist als 0,05, gibt
es beim Alter keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen und die

Gruppen sind somit gut vergleichbar.

In einer Studie von 2002 kommen die Autoren zu dem weitgefassten Schluss,
dass Epithelzellen auf eine Candida albicans-Infektion mit verstarkter Produktion
eines spezifischen Zytokinprofils reagieren. Proinflammatorische Zytokine haben
dabei ein Ubergewicht (Steele and Fidel, 2002). Dieses durch Epithelzellen
induzierte Zytokin/Chemokin-Profil spielt eine wesentliche Rolle bei der Abwehr
eindringender Pilze und ermdoglicht einen Einblick in die Kontrollmechanismen,
die bei Pilzinfektionen an Schleimhauten ablaufen (Verma et al., 2017).
Insgesamt gibt es einige Untersuchungen zu Interleukinen und anderen
Entzindungsmediatoren im Vaginalsekret. Bezuglich eines Zusammenhangs
zwischen einer VVC und den Zytokinspiegeln von IL-15, -16 und -18 im

Vaginalsekret liegen allerdings keine Vergleichsarbeiten vor.

Fir mehrere Zytokine gibt es Hinweise auf zyklusabhangige
Konzentrationsschwankungen im Vaginalsekret (Al-Harthi et al., 2000). So wurde
in einer Studie - allerdings an einer sehr kleinen Fallzahl - gezeigt, dass die
Interleukine IL-6, IL-8 und IL-1B zyklusabhangigen Schwankungen unterliegen.
Dies ist grundsatzlich auch fur IL-15, -16 und -18 mdglich. Eine Studie von Fidel
zur lokalen Immunantwort kommt sogar zu dem Ergebnis, dass der Anstieg von
Zytokinen und Prostaglandin im Vaginalsekret nicht durch die eigentliche
Infektion mit Candida bedingt ist, sondern in erster Linie auf hormonelle
Schwankungen im Rahmen des Menstruationszyklus zurtckzufuhren ist. Dabei

wurde bei gesunden Frauen ohne Anzeichen rezidivierender Beschwerden eine
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Zytokinmessung vor und nach intravaginaler Gabe eines Antigens eines
Candida-Hauttests durchgefihrt. Die gemessenen proinflammatorischen
Zytokine, Prostaglandin, IgE und Histamin zeigten keine Veranderung, so dass
sich kein Anhalt fur eine Immunstimulation oder ein allergisches Geschehen
ableiten lie (Fidel et al., 2003). Kritisch betrachtet werden muss hierbei die
Virulenz des verwendeten Antigens (Weissenbacher, 2004). Umfassendere
Untersuchungen im Rahmen eines Live-Challenge-Modells mit der Inokulation
lebender Candidastamme zu verschiedenen festgelegten Zeitpunkten des
Menstruationszyklus konnten hier sicher umfassendere Erkenntnisse bringen.
Der hormonelle Einfluss spielt weiterhin eine Rolle bei der adhasiven Aktivitat von
Candida gegen vaginale Epithelzellen (Nikitin et al., 2003) sowie auch bei der
Anfalligkeit fur den Ausbruch einer VVC. Frauen mit rezidivierenden
Beschwerden, die sich in der follikularen Menstruationsphase befinden, scheinen
anfalliger zu sein als Frauen in der lutealen Phase (Corrigan et al., 1998). Es
konnte auch eine héhere Rate an Pilzrezidiven bei hohen Ostrogenspiegeln
durch die Einnahme von Ostrogenen bei postmenopausalen Patientinnen
beobachtet werden (Clancy et al., 1999). Bei unserer Untersuchung waren
sowohl die Probandinnen des Patientinnenkollektivs als auch die der gesunden
Kontrollgruppe Uber den gesamten Zyklus verteilt und es wurde nur eine
Stichprobe entnommen, so dass kein Ruckschluss auf zyklusabhangige
Schwankungen der Interleukine maoglich ist. Hier sind weitere Untersuchungen
zu moglichen zyklusabhangigen Schwankungen der von uns untersuchten
Interleukine notwendig, um infektiologisch bedingte Zytokinschwankungen von

zyklusabhangigen Schwankungen zu differenzieren.

Als Ergebnis unserer Untersuchung kann festgehalten werden, dass sich bei der
Konzentration von IL-15 im Vaginalsekret kein Unterschied zwischen gesunden
und erkrankten Probandinnen feststellen liel3. Bezlglich IL-16 weisen Gesunde
niedrigere Werte auf als an Candidose Erkrankte. Dieser Unterschied konnte
wegen der grofden Streuung der Werte nicht als signifikant nachgewiesen
werden. Bei der quantitativen Bestimmung von IL-18 ergab sich ein signifikanter
Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen. So sind die IL-18 Werte bei

Patientinnen mit Candidose hoher als bei gesunden Probandinnen.
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Seit mehr als drei Jahrzenten versucht man die Pathogenese der VVC und der
RVVC zu entschlisseln. Dabei beschéftigten sich verschiedene Untersuchungen
— wie auch die vorliegende Arbeit - mit der quantitativen Bestimmung von
Interleukinen im Vaginalsekret erkrankter Patientinnen. Um diese Ergebnisse
einzuordnen, ist es wichtig den Wandel im Verstandnis tGber die Pathogenese der

VVC zu verstehen.

Zunachst ging man davon aus, dass die zellvermittelte Immunitat (CMI), getragen
durch die Lymphozyten und ihre Kooperationspartner, die Phagozyten,
Hauptabwehrmechanismus gegen die meisten mukdsen Candida-Infektionen ist
(Wozniak et al., 2005, Friese et al., 2003). Es wurde angenommen, dass eine
verminderte CMI auch eine wichtige Rolle bei einer RVVC spielt (Kosonen et al.,
2006, Melzer, 2008, Fidel et al., 2004). Die humorale Immunabwehr schien bei
der Abwehr der Sprosspilzinfektionen nur eine untergeordnete Rolle zu spielen
(Friese et al., 2003). So hielt sich lange Zeit das Th1/Th2-Paradigma: Man
vermutete, dass bei einer asymptomatischen Besiedelung mit Candida
vorwiegend Thl-Zellen (Typl-Zellen) durch Makrophagen und polymorphkernige
Granulozyten (PMNs) stimuliert werden. Aktivierte Typ1-T-Zellen bewirken tGber
die Ausschuttung von Zytokine wie IFN-y, IL-2 und TNF-a eine Aktivierung und
Differenzierung von Makrophagen, welche ihrerseits durch Zytokinausschuttung
(IL-12) die Typ1-Polarisierung reaktiver T-Zellen fordern. Zugleich verstarken die
Makrophagen ihre Wirkung als antigenprasentierende Zellen (APC) und
verbessern ihre antimikrobielles Potential gegen extra- und intrazellulare
Antigene (Fidel et al., 2004, Kosonen et al., 2006, Melzer, 2008). Auf diese Weise
solite das Candida-Wachstum begrenzt werden (Fidel et al., 2004,
Weissenbacher et al., 2000). Durch exogene oder endogene Faktoren, so
glaubte man, kAme es bei der RVVC zu einer verstarkten Stimulation von Th2-
Zellen mit der konsekutiven Ausschuittung von die IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13. Dies
fuhrt zu einer Verminderung der Thl-Zellaktivitat und Candida wechselt in die
pathogene Hyphenform mit entsprechenden Symptomen bei den Patientinnen.
Proinflammatorische Zytokine vom Th1-Typ férdern die zelluldre Immunitat,
wirken also protektiv. Die Immunantwort vom Th1-Typ hemmt die Aktivierung der
Th2-Zellen. Umgekehrt flhrt eine Th2-Typ-Antwort Uber die Freisetzung der Th2-
spezifischen Zytokine und deren Wirkung zu einer Downregulation der CMI

(Witkin et al., 2000, Johnson, 2001), was zu aggravierten Krankheitssymptomen
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fuhren kann. Die Anfalligkeit flr eine VVC wurde als Resultat eines Defekts der
adaptiven Immunantwort gesehen — ahnlich wie bei anderen Formen der

mukosen Candidose.

Wahrend bei oraler, chronisch mukokutaner und gastrointestinaler Candidose
weiterhin Konsens besteht, dass eine derartige T-Zell-abhangige Anfalligkeit
besteht (Fidel, 2002, Romani et al., 1996, Samaranayake et al., 2002), unterlag
das Verstandnis Uber die Pathogenese der vaginalen Candida-Infektion in den
vergangenen Jahren einem Paradigmenwechsel. So konnten Studien an Frauen
mit VVC und einem entsprechenden Mausmodell zeigen, dass der CMI bei VVC
keine protektive Rolle zukommt (Conti and Gaffen, 2010). Bereits vorher zeigten
zahlreiche Studien an Frauen mit RVVC keine humoralen oder zellvermittelten
Immundefekte (Fidel et al., 1993, Fong et al., 1992, Mendling and Koldovsky,
1996, Yano et al., 2017). Diese Ergebnisse wurden unterstitzt durch die
Tatsache, dass bei HIV-positiven Frauen mit reduzierter CD4+T-Zellzahl keine
erhohte Pravalenz einer VVC oder RVVC beobachtet werden konnte (Yano et al.,
2017, Sobel, 1992, Cu-Uvin et al., 1999, White, 1996, Leigh et al., 2001), wobei
andere Candidosen bei immunsupprimierten Patientinnen durchaus vermehrt
beobachtet werden. Diese Beobachtung lie® vermuten, dass die vaginalen
Abwehrmechanismen unabhangig von anderen systemischen Mechanismen
ablaufen (Fidel, 2004). Versuche einer Gentherapie, die Th1-Typ Zytokine
induziert (bei den meisten anderen Candidoseformen eine schitzende
Immunantwort), konnte an der Vaginalschleimhaut keinerlei Schutz hervorrufen
(Wozniak et al., 2005). Obwohl inzwischen Konsens herrscht, dass die
Anfalligkeit fur VVC oder RVVC nicht in Verbindung mit der erworbenen
Immunitat steht, bleiben schitzende Immunmechanismen und die Rolle der
nattrlichen Abwehr zum Teil weiterhin unklar (Yano et al., 2017). Obwohl sie an
verschiedenen Schauplatzen im Koérper an einer adaptiven Immunantwort
beteiligt sind, spielen Th1-Zellen beim Schutz gegen Candida albicans in der
Vagina keine signifikante Rolle (Fidel, 2007).

Eine besonders in den 1990er Jahren verbreitete Hypothese war, dass die RVVC
eine allergische Reaktion ist, die durch Candida-spezifisches IgE verursacht wird
(Rigg et al., 1990, Witkin, 1991). Die meisten Studien konnten jedoch nur bei

einer Minderheit der Frauen eine IgE vermittelte Immunreaktion nachweisen. Es
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ist wahrscheinlich, dass eine kleine Untergruppe an Frauen mit RVVC an einer
Art vaginalem Hyper-IgE-Syndrom leidet, das in einer RVVC resultiert (Fidel et
al., 1997).

Auch die Rolle der angeborenen Immunitat bei der Abwehr vaginaler Candida
Infektionen war lange Zeit unklar und viele Erkenntnisse nicht eindeutig
einzuordnen. So sind klassische Zellen der natlirlichen Abwehr wie
Makrophagen, DZ und PMNs wahrend einer Infektion entweder kaum vorhanden
(DZ und Makrophagen) (Saavedra et al., 1999) oder wenn sie nachweisbar sind,
wie im Falle der PMNs, haben sie keinen Effekt auf die Pilzlast (Fidel et al., 2004,
Yano et al., 2010, Fidel et al., 1999). Vermutlich erkennen vaginale Epithelzellen
bei einer VVC Candida-spezifische Antigene, wodurch proinflammatorische
Zytokine freigesetzt werden und eine vaginale Candidose entsteht. Bei Frauen
mit asymptomatischer Candida-Besiedelung scheinen die Epithelzellen dagegen
gegenuber geringen Candidamengen tolerant zu sein. (Melzer, 2008). Die Rolle
der PMNs im Mausmodell blieb zunachst unerkannt, zumal sich kein Effekt auf
die Pilzlast ausmachen lie3, bis Studien an freiwilligen Frauen, die intravaginal
mit Candida infiziert wurden, neue Erkenntnisse brachten: Nur Frauen, die auch
Zeichen oder Symptome einer VVC entwickelten, wiesen auch eine auffallige
Migration vaginaler PMNs auf. Frauen, die auf die Inokulation mit Candida
albicans keine Symptome einer VVC entwickelten, zeigten auch keine vermehrte
PMN-Migration (Fidel et al., 2004). Diese Studien lieRen zum ersten Mal die
Vermutung zu, dass VVC-Symptome mit einer PMN-Rekrutierung in die Vagina
assoziiert sind und dass die Pilzlast allein keine Vorhersage fur die Entstehung
einer Erkrankung erlaubt (Yano et al., 2017). Eine starke proinflammatorische
Immunantwort durch PMNSs scheint wesentlich bei der Genese einer VVC zu sein
und untermauert so die vorrangige Rolle des angeborenen unspezifischen
Immunsystems (Barousse et al., 2004, Wozniak et al., 2005, Fidel, 2005).
Weitere Studien konnten die Korrelation zwischen Symptomen und Anwesenheit
von PMN beziehungsweise zwischen asymptomatischer Kolonisation
(Kommensalismus) und Abwesenheit von PMN festigen und damit einen
entscheidenden Hinweis dahingehend liefern, dass eine VVC/RVVC das
Ergebnis einer irregeleiteten Immunantwort ist, bei der die Immunantwort der

Patientin, und nicht die Pilzlast allein, die Symptome triggert.
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Der natirlichen Resistenz wird heute ein hoher Stellenwert sowohl beim Schutz
vor VVC als auch - bei mangelnder Funktionstlichtigkeit - bei der Entstehung
einer symptomatischen VVC  zugeschrieben. Dies lautete einen
Paradigmenwechsel ein (Fidel, 2005). Insgesamt kristallisierte sich in den
vergangenen Jahren immer mehr heraus, wie unterschiedlich sich das
Zusammenspiel von angeborener und erworbener Immunitat bei der
Bekampfung ein und desselben Erregers in den verschiedenen Geweben und
Kompartimenten des Korpers gestaltet. Die Frage nach dem biologischen Grund
fur  unterschiedlich  ablaufende  Immunantworten in  verschiedenen
Kompartimenten des Korpers auf denselben Erreger kann dabei noch nicht
eindeutig beantwortet werden. Weitere Erkenntnisse uUber immunologische
Schutzmechanismen und die Mechanismen, die 2zu einer erhdhten
Erkrankungsanfalligkeit ~ fihren, sind daher von  Bedeutung flr
immuntherapeutische Strategien zur Behandlung der rezidivierenden wie der
akuten VVC (Fidel, 2007).

Die von uns untersuchten Interleukine missen vor diesem Hintergrund anders
als friher eingeordnet werden. Wahrend friher eine Zuordnung zu Th1/Th2-Zel-
len erfolgte, muss nun der Tatsache Rechnung getragen werden, dass die VVC
ihre ganz eigenen milieuspezifischen Pathomechanismen aufweist, dass das
Th1/Th2-Paradigma in diesem Milieu nicht greift und sich auch die Neutrophilen

,anders” verhalten.

Die Studienlage bezuglich IL-15 im Vaginalsekret und bei VVC ist sparlich. Eine
vorbeschriebene antifungale Wirkung von IL-15 macht dieses Interleukin aber
zum interessanten Untersuchungsgegenstand bei Frauen mit VVC. So wird die
Fahigkeit von IL-15 beschrieben, die Superoxid-Produktion und die antifungale
Aktivitat menschlicher Monozyten gegen Candida albicans zu steigern (Vazquez
et al., 1998). Bei systemischer Candidose wird IL-15 als wichtiger Mediator bei
deren Abwehr beschrieben und scheint daher vielversprechend fur das Design
von |L-15-basierten antimykotischen Immuntherapien (Dominguez-Andres et al.,
2017).

IL-15 Ubt im Zusammenwirken mit IL-12 und IL-17 wesentliche Funktionen aus,
die zu unterschiedlichen Stadien im Ablauf einer T-Zell-vermittelten

Immunantwort ihre Wirkung zeigen. Die Tatsache, dass wir bei unseren
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Patientinnen keinen erhéhten IL-15 Spiegel fanden, passt zu den Erkenntnissen
bezuglich vaginaler Immunitat, dass keine T-Zell-vermittelte Immunantwort
vorliegt. Einen verminderten IL-15 Spiegel bei den untersuchten Candida-
Patientinnen, der eine Anfalligkeit fur eine Candidainfektion durch verminderte IL-

15 vermittelte antifungale Aktivitat erklart hatte, konnten wir ebenfalls nicht finden.

In vitro konnte gezeigt werden, dass IL-15 an der angeborenen Immunantwort
gegen Pilze beteiligt ist. Die Exposition von PBMC gegenuber Candida albicans
fuhrte zu einem sofortigen Anstieg der NK-Zell-Zytotoxizitat. Somit spielt IL-15
eine wichtige Rolle bei der Hochregulierung der NK-Zell-Aktivitat nach Candida
Exposition (Tran et al., 2003). IL-15 steigert die Phagozytose von heat-killed
Candida albicans durch PMN in dosis-abhangiger Weise und verstarkt die
Candida-albicans-Wachstums-inhibierende Aktivitat der PMN (Musso et al.,
1999).

Eine mogliche Erklarung fir die Diskrepanz zwischen Studien, die eine
eindeutige Beteiligung von IL-15 bei der Candida albicans Abwehr zeigen, und
unseren Ergebnissen, kdnnten Milieuunterschiede sein. Mehrere Studien kamen
zu dem Ergebnis, dass die Immunreaktion auf Candida albicans stark
ortsabhangig ist, ja sogar an verschiedenen Schleimhauten unterschiedlich
verlaufen kann (Fidel, 2002). So konnte bereits bei anderen Interleukinen wie IL-
17 und IL-22 festgestellt werden, dass sie zwar einen wichtigen Beitrag zur
Abwehr der meisten mukdsen Candidainfektionen leisten, davon ausgenommen
scheint jedoch die vaginale Mukosa zu sein (Kagami et al., 2010, Hernandez-
Santos et al., 2013). Hier tragen IL-17 und IL-22 nicht zum Immunschutz bei
(Yano et al., 2010).

Verschiedene Studien beschaftigen sich mit dem Zusammenspiel von IL-15 und
IL-18, welche beide auch von uns bestimmt wurden. Um die Rolle von IL-18 im
Rahmen der angeborenen Immunantwort aufzuklaren, untersuchte Dias-Melicio
die Wirkung von IL-18 auf menschliche periphere Blutmonozyten und deren
Einfluss auf die Produktion von TNF-a, IL-12, IL-15 und IL-10. Monozyten von
gesunden Spendern wurden 18 Stunden lang mit IL-18 stimuliert oder nicht
stimuliert, dann wurden die Spiegel von TNF-a, IL-12, IL-15 und IL-10 in
Kulturiberstanden mittels ELISA gemessen. Die Produktion von TNF-a und IL-
10 wurde durch die Zytokinbehandlung mit IL-18 erhdht. IL-18 konnte jedoch
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weder IL-12 noch IL-15 durch Monozyten induzieren (Dias-Melicio et al., 2015).

Eine weitere Studie widmete sich ebenfalls dem Zusammenwirken von IL-15 und
IL-18: Der Einfluss von rekombinantem humanem (rh) IL-15 und rhlL-18 sowie
die Wirkung einer rhiL-15 und rhlL-18 Kombination auf die Induktion der
Sekretion von slL-6Ra und sgp130 durch humane Neutrophile wurde verglichen
(Jablonska and Marcinczyk, 2003). SIL-6R und sgp130 sind Iésliche Rezeptoren,
die als Regulatoren von IL-6 sowohl lokale als auch systemische IL-6 vermittelte
Antworten kontrollieren kdnnen. Vorangegangen waren Untersuchungen, die
zeigten, dass IL-15 mehrere Funktionen von normalen Neutrophilen (PMNs)
potenzierte, die an der angeborenen Immunantwort gegen eindringende
Pathogene beteiligt sind. Es wurde beobachtet, dass IL-15 die Phagozytose, die
NF-kB-Aktivierung und die IL-8-Produktion verstarkt und die Apoptose dieser
Zellen verzogert (Cassatella, 1995, McDonald et al., 1998, Girard et al., 1996).
Frihere Studien hatten gezeigt, dass IL-18 ein vielversprechender Kandidat fur
die vermehrte Sekretion von IL-6 durch menschliche Neutrophile ist, aber nicht
fur die beiden Ioslichen Rezeptoren von IL-6. Es ist bekannt, dass IL-18 nicht
allein wirkt, sondern in Kombination mit anderen Zytokinen wie IL-12 und/oder IL-
15. Unterschiedliche Kombinationen von [IL-18, IL-12 und IL-15 induzieren
unterschiedliche Wirkungen. Zum Beispiel berichteten Mclnnes et al., dass die
IL-18-induzierte Zytokinproduktion durch gleichzeitige Zugabe von IL-15
signifikant erhéht werden kann. Entsprechend waren die Ergebnisse der
Untersuchung von Jablonska, die zeigten, dass IL-15 allein, ahnlich wie IL-18,
keine signifikante Fahigkeit zur Regulation der beiden |6slichen IL-6-Rezeptoren,
sIL-6R und sgp130, aufweist, die von menschlichen Neutrophilen freigesetzt
werden. Es wurde gezeigt, dass die Kombination von rhIL-15 und rhiIL-18 PMN
zur Sekretion relativ héherer Mengen von sgp130 im Vergleich zur Stimulation
von PMN mit rhIL-15 allein und rhlL-18 allein fuhrte. Die Autoren schlieRen aus
diesen Ergebnissen, dass IL-15 und IL-18, die zu den inflammatorischen
Zytokinen gehdren, durch die Regulation der sgp130-Sekretion ebenfalls als
entzundungshemmende Mediatoren angesehen werden konnen, die die von der
IL-6-Zytokinfamilie vermittelten Gleichgewichtsreaktionen beeinflussen kénnen
(Jablonska and Marcinczyk, 2003).

Weitere Autoren haben sich mit IL-15, IL-18 und deren Zusammenspiel
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beschaftigt und betont, wie wichtig detailliertere Forschung auf diesem Gebiet ist.
Eine grundliche Aufklarung der biologischen Aktivitat der IL-15- und IL-18-
Expression  scheint den Autoren besonders im  Hinblick auf
Autoimmunerkrankungen von grofer Bedeutung und allgemein ein wichtiger
Baustein entzindlicher und immunologischer Vorgange zu sein (Liew and
Mclnnes, 2002).

Bezuglich IL-16 zeigte sich in unserer Untersuchung kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen Patientinnen und gesunder Kontrollgruppe. Die
Literaturrecherche brachte keine Ergebnisse bezuglich IL-16 im Vaginalsekret
oder bei VVC. Auch eine weitergefasste Suche zu IL-16 bei Candidosen im
Allgemeinen bringt nur wenige Treffer. Eine Studie befasst sich mit der
Ausschuittung von Zytokinen durch den Kontakt von Mastzellen mit Candida
(Lopes et al., 2015). Mastzellen sind in Geweben vorhanden, die anfallig fur
Pilzkolonisierung sind und gehéren erwartungsgemal® zu den ersten
Immunzellen, die mit Candida albicans in Kontakt kommen. Um die
immunmodulatorischen Reaktionen von Mastzellen zu testen, wurden
menschliche Mastzellen mit Candida albicans infiziert und danach die
Kulturiiberstande auf die Anwesenheit von Zytokinen analysiert. Es fanden sich
funf Zytokine, die nach Infektion mit Candida albicans zeitabhangig von
Mastzellen freigesetzt wurden. Eine friihe Zytokinreaktion (6 h nach der Infektion)
beinhaltete die Freisetzung von IL-8, einem starken Neutrophilen-
Chemolockstoff. Nach der Stimulation durch Candida albicans sezernierten
Mastzellen zusatzlich den Makrophagen-Migrations-Inhibitor-Faktor (MIF), ein
proinflammatorisches Zytokin, das fur die Aufrechterhaltung eines entzundlichen
Milieus entscheidend ist. Interessanterweise wurde die Sekretion von Monocyte
Chemoattractant Protein 1 (MCP-1), einem der Schlissel-Chemokine, die
Migration und Infiltration von Monozyten/Makrophagen induzieren, nicht
freigesetzt. Die Autoren gehen daher davon aus, dass Mastzellen zwar
wahrscheinlich zur Rekrutierung von Neutrophilen beitragen, aber nicht zur
Rekrutierung von Makrophagen bei Candida-albicans-Infektion. Zu spateren
Zeitpunkten (12 und 24 h) zeigte das Zytokinprofil die Freisetzung von IL-16,

einem Chemokin, das mit der Chemoattraktion von CD4+-T-Lymphozyten
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assoziiert ist. Der proinflammatorischen Zytokinantwort zu friihen Zeitpunkten
nach der Infektion scheint die Freisetzung des entzindungshemmenden Zytokins
IL-1ra nach 24 h entgegenzuwirken. Zusammengenommen legen diese Daten
nahe, dass die Sekretion von pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen ein
kontrollierter Prozess ist, der durch verschiedene Stadien der Infektion
beeinflusst wird. (Lopes et al., 2015). Bei den von uns untersuchten Patientinnen
mit VVC wurden keine Informationen zur Dauer der bestehenden Beschwerden
erfasst. Eine zeitlich derart engmaschige Bestimmung verschiedener Zytokine
wie in der oben zitierten Studie ist in vivo kaum mdglich und daher auch nicht auf

unsere Klientel Ubertragbar.

Dermatologische Studien konnten eine Beteiligung von IL-16 an der IL-17
vermittelten Abwehr mukokutaner Candidosen nachweisen. So vermitteln das
proinflammatorische IL-16 und IL-23 die Differenzierung von T-Zellen zu Th17-
Zellen. Th17-Zellen sekretieren IL-17A, IL-17F und IL-22, welche Epithelzellen
aktivieren, Neutrophilen-rekrutierende Chemokine (z.B. CXCL1 und CXCLS3),
Neutrophilen Wachstumsfaktoren (G-CSF) und antimikrobielle Peptide gegen
Candida (AMPs) zu produzieren. Die Autoren postulieren, dass die IL-17
vermittelte Rekrutierung von Neutrophilen und die Induktion von AMPs am
Infektionsort (Mukosa und Hautoberflachen) den primaren Immunmechanismus
zur Abwehr von Candida darstellt (Gao and Chen, 2017).

Verschiedene Untersuchungen haben sich dieser These auch im Hinblick auf
vaginale Candida-Infektionen angenommen, kamen jedoch zu dem Ergebnis,
dass Milieuunterschiede zu grofen immunologischen Unterschieden fuhren. Th-
17-Zellen spielen zwar eine wesentliche Rolle bei mukdsen Candida-Infektionen,
ausgenommen davon ist jedoch die Vaginalschleimhaut, an der andere
immunologische Vorgange wirken. Th-17-Zellen scheinen hier keine Rolle zu
spielen (Yano et al.,, 2012). Folglich ist es moglich, dass auch IL-16 als
Differenzierungsvermittler fur Th17-Zellen keine Rolle an der vaginalen

Schleimhaut spielt.

Das proinflammatorische Zytokin IL-18 erwies sich in unserer Untersuchung als
signifikant erhoht im Vaginalsekret von Frauen, die an einer nachgewiesenen

VVC litten. Bei der Subgruppenanalyse zwischen Gruppe A und C. albicans war
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der Unterschied ebenfalls signifikant, beim Vergleich von Gruppe A und C.
glabrata zeigte sich jedoch nur ein numerischer Unterschied, der statistisch nicht
signifikant ist. Diese Nicht-Signifikanz ist vermutlich auf die geringe Fallzahl
zuruckzufuhren. Fragen zur Ursache der unterschiedlich klinischen Symptomatik
und dem unterschiedlichen Ansprechen auf Medikamente beziglich der Stamme
C. albicans und C. glabrata bleiben damit aufgrund der kleinen Fallzahl in dieser

Studie auf Zytokinebene weiter offen.

IL-18 ist Mitglied der IL-1-Superfamilie. Diese IL-Familie wird zum einen mehr als
jede andere mit der angeborenen Immunitat in Verbindung gebracht, zum
anderen jedoch auch mehr als andere Zytokin-Familien mit schadigender

Entzindungsreaktion (Dinarello, 2018).

Gemeinsam mit IL-12 oder IL-15 kann IL-18 Uber NK-Zellen INFy induzieren und
ist so Teil des Th1-Paradigmas. Ohne IL-12 oder IL-15 induziert IL-18 kein INFy.
IL-12 und IL-15 steigern die Expression von IL-18R[}, die fir die IL-18
Signaltransduktion essenziell ist. Ohne das Zusammenspiel mit IL-12 oder IL-15
spielt IL-18 jedoch eine Rolle bei Th2-Krankheiten (Dinarello, 2018).

In Abwesenheit von IL-12 oder IL-15 zeigt IL-18 Eigenschaften, die auch von
anderen entzundungsfordernden Zytokinen der IL-1-Familie bekannt sind und
fuhrt z. B. zur Zunahme von Zelladhasionsmolekulen sowie zu einer vermehrten
Stickoxidsynthese und Chemokinproduktion. Die IL-18-Aktivitdt kann gehemmt
werden, indem man entweder neutralisierende anti-IL-18-Antikorper oder das IL-
18-Bindungsprotein verabreicht. Im Allgemeinen fuhrt die Hemmung der I1L-18-

Aktivitat zu einer Verringerung der Schwere der Erkrankung (Dinarello, 2018).

Als ein als wesentlich vermutetes Virulenzmerkmal von Candida albicans wurde
den Sekretorischen Aspartylproteinasen (Sap) vermehrt Aufmerksamkeit
gewidmet. In diesem Zusammenhang gelangte auch IL-18 in den Fokus der
Untersuchungen. Saps scheinen eine wesentliche Rolle bei der Entstehung
vaginaler Entzindungen durch den humanpathogenen Pilz Candida albicans zu
spielen. Verschiedene Erkenntnisse legen nahe, dass die Sap-Expression den
Pilz befahigt, am Wirtsgewebe anzuhaften und/oder darin einzudringen und zu
schadigen, die Wirtsimmunitat zu schwachen oder eine Exazerbation der
Immunantwort hervorzurufen (Pericolini et al., 2015, De Bernardis et al., 2001,

Naglik et al., 2003, Cassone, 2015). Uber eine proinflammatorische
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Zytokinproduktion nach Sap-Stimulation in vitro war bereits berichtet worden
(Schaller et al., 2005). Dennoch gelang erst Pietrella et al. eine Demonstration,
dass Sap2 und andere Sap eine klassische Entzindungskaskade induzieren
konnen, die durch eine NLRP3-Inflammasom-Aktivierung in kultivierten humanen
Monozyten und anderen hamatopoetischen Zellen vermittelt wird (Pietrella et al.,
2013). In einer Studie analysierten Pericolini et al. die Mechanismen, Uber die
Sap diese Rolle spielt (Pericolini et al., 2015) und konnten dabei auch eine
Beteiligung von IL-18 aufzeigen: Sap2 induzierte die Expression von aktivierter
Caspase-1 in vaginalen Epithelzellen von Mausen und Menschen Uber den
Inflammasom-Komplex. Die Caspase-1-Inhibition senkte die Produktion von [L-1
und IL-18 durch vaginale Epithelzellen. Insgesamt legen die Daten nahe, dass
einige Sap, insbesondere Sap2, in vivo proinflammatorische Proteine sind,
welche die Inflammasom-abhangige akute Entziindungsreaktion von vaginalen
Epithelzellen auf Candida albicans vermitteln kdnnen. Pericolini et al. vertreten
dabei die These, dass die Enzymaktivitat entscheidend ist fur die Sap2 induzierte
proinflammatorische Aktivitat im vaginalen Milieu. Dies scheint einen
bemerkenswerten Unterschied zu Sap-induzierten Entziindungsreaktionen bei
menschlichen Monozyten (und anderen Immunzellen) zu machen, die keine Sap-
Enzymaktivitat bendtigen (Pericolini et al., 2015, Pietrella et al., 2013). Die
unterschiedlichen Eigenschaften und Funktionen von hamatopoetischen Zellen
und vaginalen Epithelzellen sollten jedoch berlcksichtigt werden (Pericolini et al.,
2015): Monozyten, Makrophagen und DZ sind dazu in der Lage, Partikel oder
Molekule durch Phagozytose oder auf anderen Wegen schnell zu internalisieren,
wahrend vaginale Epithelzellen durch Schleim und ein dickes keratinahnliches
Material, das normalerweise auf der Vaginalschleimhaut durch Ostrogeneinfluss
induziert wird, beschichtet sind (Mosci et al., 2013). Es ist mdglich, dass die
enzymatische Aktivitat erforderlich ist, um das oben beschriebene Material zu
hydrolysieren, um dann die Sap-Penetration, wie es fur menschliche Monozyten
beschrieben wurde, zu ermoglichen (Pietrella et al., 2013). Dazu passt, dass
Keratin und keratindhnliche Proteine auflerst empfindlich gegenuber Sap-
Hydrolyse sind (Cassone and Cauda, 2012). Zur Entziindung beitragen oder
diese verstarken, konnten Zytokine oder andere Mediatoren, die nicht nur von
Epithelzellen, sondern auch von PMNs und anderen Entzindungszellen, die in

die Vagina rekrutiert werden, freigesetzt werden (Pericolini et al., 2015). Sap2 gilt
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auch als PMN-Chemolockstoff (EI Messaoudi et al., 1999, Ran et al., 2013).

FUr andere Autoren bleibt die Rolle der Saps jedoch weiterhin kontrovers (Yano
et al., 2017). Eine Studie zeigte, dass Candida-Mutanten, die nicht in der Lage
waren, Hyphen zu bilden, aber dafur Sap2 oder Sap5 Uberexprimierten, in einem
Mausmodell keine immunpathologische Reaktion hervorrufen konnten (keine
Rekrutierung Neutrophiler, keine IL-1B -Sekretion, keine Lactatdehydrogenase-
Freisetzung). Die Autoren schlief3en daraus, dass der physiologische Beitrag von
Saps zur vaginalen Immunpathologie eine Hyphenbildung, andere Hyphen-
assoziierte Faktoren oder andere Interaktionen erfordert, um eine

symptomatische Infektion zu verursachen (Willems et al., 2017).

Untersuchungen, die sich zum Ziel setzten, die komplexe Wirt-Pathogen-
Interaktion zu entschlisseln, konnten zeigen, dass vaginale (wie auch orale)
Epithelzellen durch die Aktivierung des MAPK / c-Fos / MKP1-Signalweges
zwischen kolonisierender Hefe und invasiven Hyphen unterscheiden kénnen und
dass diese ,Wahrnehmung" mit zellularer Schadigung einhergeht (Moyes et al.,
2011, Moyes et al., 2012, Moyes et al., 2010). Die exakten Pilzfaktoren und
Mechanismen, die zur Rekrutierung Neutrophiler, zum Ansto3 der
pathologischen Immunreaktion und zur Schadigung der Vaginalschleimhaut
fuhren, blieben jedoch unklar (Richardson et al, 2017). Ein aktuell
vielversprechender Forschungsgegenstand ist das neu entdeckte Candidalysin.
Dieses Peptid-Toxin, das von Candida albicans Hyphen freigesetzt wird, wird von
Richardson et al. aktuell als Hauptvirulenzfaktor sowohl fur die Rekrutierung von
Neutrophilen als auch fur die vaginale Immunpathogenese angesehen
(Richardson et al., 2017).

Kurzlich wurde gezeigt, dass das Candida albicans ECE1 (extend of cell
elongation 1) -Genprodukt entscheidend fir die zellulare Schadigung, die
proinflammatorische Zytokinproduktion und die Rekrutierung von Neutrophilen
bei einer oropharyngealen Candidose bei Mausen ist. ECE1, ein stark
exprimiertes, mit Hyphen assoziiertes Gen, kodiert fir ein Protein (Ece1p), das
von der Pilzprotease Kex2p zu acht verschiedenen Peptiden verarbeitet wird
(Bader et al., 2008, Moyes et al., 2016). Genetische, biochemische und
funktionelle Tests ergaben, dass die Aminosauren 62 bis 92 von Ecelp ein

Pilztoxin namens Candidalysin bilden, das sowohl Iytische als auch
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immunstimulierende Aktivitat (einschliellich MAPK-Signalgebung) auf orale
Epithelzellen besitzt (Moyes et al., 2016). Diese Aktivitat konnte nun von
Richardson et al. auch auf vaginalen Epithelzellen nachgewiesen werden.
Zusammenfassend zeigte diese Studie, dass Candidalysin entscheidend fur die
Induktion immunpathologischer Signale an der Vaginalschleimhaut ist. Dartber
hinaus sehen die Autoren durch die Studienergebnisse die Hyphenbildung per se
von der Krankheitssymptomatik  entkoppelt und verbinden die
Immunpathogenese klar mit der Candidalysin-Produktion und ihrer Fahigkeit, die
Vaginalschleimhaut direkt zu schadigen. Therapeutische Strategien, um
entweder Candidalysin selbst zu neutralisieren, seine Expression zu hemmen
oder stromabwarts gelegene Signalwege des Wirts zu blockieren, bieten aus
Sicht der Autoren die Mdglichkeit, die Symptomatik der VVC in Zukunft schneller
zu stoppen. Weitere Untersuchungen zur Interaktion von Candidalysin mit Wirts-
und Pilzfaktoren (zum Beispiel mit Zellwandbestandteilen und Sap) sind

allerdings unerlasslich.

Ein erhdhter IL-18 Wert bei an VVC erkrankten Patientinnen passt nach dem
derzeitigen Kenntnisstand gut in den immunologischen Ablauf bei VVC.
Zusammenfassend konnte eine Reihe von Studien unter Verwendung des
Mausmodells zeigen, dass die PMN-Antwort durch die Interaktion von Candida
albicans-Hyphen mit Epithelzellen ausgeldst wird, wobei Candidalysin und die
Pilzerkennung Uber Mustererkennungsrezeptoren (PRRs) wie den Toll-like-
Rezeptor 4 (TLR4) eine Rolle spielen. Im weiteren Verlauf werden wichtige
Schlisselentziindungsmediatoren, einschliel3lich des Alarmins S100A8 und
Interleukin-1 (IL-1B) Uber das NLRP3-Inflammasom freigesetzt (Yano et al.,
2017). Als moglicher Aktivator des NLRP3-Inflammasoms steht Sap2 im Raum,
eine Aktivierung Uber 3-Glukan von Candida-Hyphen Uber Dektin 1 ist ebenfalls
beschrieben. Uber das Inflammasom NLRP3 wird die Caspase-1 aktiviert,
welche sowohl prolL-13 als auch prolL-18 in die aktiven Zytokine IL-13 und IL-
18 spaltet (Netea et al., 2015). Diese Mediatoren wiederum initiieren eine starke
PMN-Chemotaxis in die Vagina (Yano et al., 2017). Die folgende PMN-Infiltration
ist ausgepragt, aber ohne Effekt — die PMN sind nicht in der Lage, die Pilzlast zu
reduzieren. Diese besondere ,anergistische® PMN-Antwort ist ein
Alleinstellungsmerkmal der VVC, denn PMN sind bei anderen Formen einer

Candidose fur ihre starken antimikrobiellen Eigenschaften und ihre schutzende
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Rolle bekannt (Yano et al., 2017). Die These der ,Neutrophil Anergy* stutzt sich
auch auf Beobachtungen, dass die PMN zwar keinen klarenden Nutzen haben,
aber auch keinen Schaden anrichten. So scheint die Gewebsschadigung
wahrend der immunpathogenen Reaktion primar durch die Candida-Hyphen und
nicht durch die infiltrierenden PMN vermittelt zu werden, denn die Uber
Lactatdehydrogenase gemessene Gewebeschadigung ist bei Mausen mit PMNs
ahnlich ausgepragt wie bei neutropenischen Mausen (Peters et al., 2014). Grund
fur die Anergie der Neutrophilen scheint das Proteoglykan Heparan-Sulfat zu
sein, das uUber seine Fahigkeit als kompetitiver Mac-1-Ligand die Fahigkeit der
PMN mit Candida albicans zu interagieren hemmt. Die PMN werden dadurch

unfahig, Candida zu binden und die Eliminierung einzuleiten (Yano et al., 2017).

Weitere  Untersuchungen zur vollstdndigen Klarung der exakten
Immunmechanismen bei VVC sind erforderlich. Je genauer die einzelnen
Faktoren bekannt sind, desto besser konnen therapeutische Nutzen daraus
gezogen werden. IL-18 konnte dabei ein Angriffspunkt klnftiger
Therapieversuche der VVC sein. Die Entdeckung des IL-18-bindenden Proteins
(IL-18BP), einem physiologischen Inhibitor von IL-18, macht dieses Zytokin zu
einem attraktiven Untersuchungsobjekt bei entzindlichen Erkrankungen
(Esmailbeig and Ghaderi, 2017).
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8 Zusammenfassung

Mittels ELISA bestimmten wir in unserer Studie die Konzentration der Interleukine
IL-15, IL-16 und IL-18 in 71 Scheidenproben von Patientinnen mit
nachgewiesener vulvovaginaler Candidainfektion. Als Vergleichsgruppe diente
das Scheidensekret von 147 (IL-15 und IL-16) bzw. 139 (IL-18) objektiv und
subjektiv gesunden, eubiotischen, nicht schwangeren Probandinnen. Es bestand

kein signifikanter Unterschied beim Alter zwischen den beiden Gruppen.

Bezlglich der Konzentration von IL-15 im Vaginalsekret zeigte sich kein
Unterschied zwischen gesunden und erkrankten Probandinnen. Gesunde
Probandinnen wiesen geringere Konzentrationen von IL-16 auf als Patientinnen
mit VVC. Dieser Unterschied konnte wegen der grof3en Streuung der Werte nicht
als signifikant nachgewiesen werden. Auch bei der Subgruppenanalyse von C.
albicans und C. glabrata im Vergleich zu Gesunden zeigte sich fur IL-15 und IL16

jeweils kein signifikanter Unterschied.

Bei der quantitativen Bestimmung von IL-18 ergab sich ein signifikanter
Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen. So sind die IL-18 Werte bei
Patientinnen mit Candidose hoher als bei gesunden Probandinnen. Dieser
signifikante Unterschied bezlglich IL-18 zeigte sich auch bei der
Subgruppenanalyse zwischen Gruppe Aund C. albicans. Zwischen Gruppe A und
C. glabrata zeigte sich ein numerischer Unterschied, der statistisch nicht
signifikant ist. Die Nicht-Signifikanz ist vermutlich auf die geringe Fallzahl bei C.

glabrata zurlGckzufthren.

Nach dem derzeitigen Erkenntnisstand passen die hoheren IL-18 Werte bei
Patientinnen mit Candidose zu den immunologischen Ablaufen bei VVC. Uber
das Inflammasom NLRP3 wird die Caspase-1 aktiviert, welche sowohl prolL-113
als auch prolL-18 in die aktiven Zytokine IL-113 und IL-18 spaltet, welche eine
starke PMN-Chemotaxis in die Vagina bewirken. Wahrend die Pilzlast allein keine
Vorhersage uber die Entstehung einer symptomatischen VVC erlaubt, scheinen
VVC-Symptome und PMN-Rekrutierung assoziiert zu sein. Die Existenz des IL-
18-bindenden Proteins (IL-18BP), einem physiologischen Inhibitor von IL-18,
macht das von uns untersuchte Interleukin zu einem interessanten Angriffspunkt

kunftiger Therapieversuche der VVC.
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Einschrankend muss hier erwahnt werden, dass in unserer Studie keine
Untersuchung beziglich zyklusabhangiger Schwankungen der Interleukine 15,
16 und 18 erfolgte. Hier sind weitere Untersuchungen notwendig, um
infektiologisch bedingte Zytokinschwankungen sicher von zyklusabhangigen

Schwankungen zu differenzieren.
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9.2 Tabellarische Zusammenstellung der gesamten Messwerte
Gruppe A: gesunde Frauen

Gruppe B: an Candidose erkrankte Patientinnen

Probe |Gesund = A IL-15 IL-16 IL-18
If. Nr. | Candida = B pg/ml pg/ml pg/ml ZT| Alter

1 A leer leer leer 6 41

2 A 32,58 -40,31 leer 12 41

3 A 32,58 -55,17 3,60 kein 52

4 A 20,30 -63,77 11,36 kein 45

5 A 21,84 203,19 leer 18 19

6 A 11,04 -52,32 111,37 12 44

7 A 35,64 -41,71 9,29 8 22

8 A 55,41 197,02 leer 22 18

9 A 20,30 -54,45 32,85 16 27
10 A -2,74 -48,77 leer 17 45
11 A 18,76 32,32 63,60 18 36
12 A 15,67 -45,23 42,92 19 40
13 A 112,17 -32,63 43,75 16 35
14 A 17,22 62,81 21,22 9 49
15 A 31,05 -46,65 49,33 28 18
16 A 49,35 -49,48 62,76 48 32
17 A 17,22 -54,45 51,29 kein 43
18 A 26,45 -60,18 29,46 22 30
19 A 37,17 -43,82 18,46 23 49
20 A 24,91 -42.42 44 10 15 32
21 A 24,91 17,34 30,37 12 37
22 A 35,64 -36,11 138,82 10 23
23 A 38,69 -47,35 19,21 16 34
24 A 44,79 -49,48 2,26 kein 43
25 A 14,13 -58,03 7,11 7 48
26 A 26,45 -43,82 9,37 60 41
27 A 32,58 -45,94 -0,51 9 42
28 A 35,64 -5,26 16,04 80 39
29 A 43,27 2,78 28,14 24 48
30 A 27,98 -48,77 137,63 kein 31
31 A 4479 -49,48 5,29 kein 26
32 A 46,31 6,11 148,74 8 29
33 A 24,91 109,24 235,77 kein 42
34 A 40,22 -8,64 48,50 6 27
35 A 46,31 -55,17 2,91 10 40
36 A 34,11 143,99 106,52 9 37
37 A 27,98 106,25 53,24 11 28
38 A 32,58 397,56 4,85 16 27
39 A 46,31 -43,82 31,22 6 25
40 A 62,97 -65,22 2,08 14 43
41 A 32,58 -53,03 1,80 11 43
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Probe | Gesund = A IL-15 IL-16 IL-18
If. Nr. | Candida =B pg/ml pg/ml pg/ml ZT| Alter
42 A 40,22 -67,39 0,41 14 44
43 A 32,58 -32,63 32,61 8 20
44 A 31,05 101,45 12,06 9 46
45 A 27,98 141,66 75,67 12 37
46 A 31,05 -6,61 6,37 12 22
47 A 31,05 -58,74 2,08 13 34
48 A 52,38 -51,61 8,59 6 18
49 A 21,84 -35,42 2,08 16 19
50 A 15,67 -65,22 5,96 14 29
51 A 29,52 7,44 694,27 kein 42
52 A 37,17 -65,94 3,19 9 39
53 A 27,98 -63,05| 1244,33 20 19
54 A 29,52 -59,46 323,24 10 26
55 A 29,52 -76,85 2,91 26 38
56 A 53,90 -58,74 11,50 28 34
57 A 40,60 -61,61 11,78 18 32
58 A 15,67 -31,24 43,20 13 41
59 A 26,45 494,76 141,87 kein 37
60 A 24,91 12,08 61,64 26 47
61 A 31,05 -71,01 17,33 kein 48
62 A 24 .91 -60,90 37,34 16 43
63 A -26,41 632,40 9,01 17 36
64 A 34,11 -36,81 20,11 10 45
65 A 35,64 35,54 162,29 7 32
66 A 15,67 690,16 leer 7 33
67 A 46,31 -66,66 2,63 22 19
68 A 37,17 -60,18 104,53 19 41
69 A 35,64 277,91 145,35 kein 23
70 A 35,64 -27,78 6,79 26 26
71 A 37,17 -47,35 5,96 11 40
72 A 157,37 -62,33 7,90 kein 47
73 A 21,84 264,70 182,39 18 40
74 A 11,04 -73,20 135,50 15 48
75 A 24 .91 -71,01 39,85 10 22
76 A 27,98 -55,88 5,96 26 50
77 A 18,76 22,58 73,70 15 29
78 A 15,67 -43,82 41,52 8 23
79 A 27,98 -52,32 -0,42 23 20
80 A 29,52 80,17 429,41 20 49
81 A -1,96 -46,71 80,33 kein 36
82 A 6,77 -50,16 53,93 kein 42
83 A 4,28 22,90 306,67 kein 41
84 A 15,46 -57,11 5,68 18 28
85 A 8,01 -76,08 12,99 11 50
86 A 26,59 -5,93 48,93 42 29
87 A 10,50 -84,57 1,70 15 34
88 A 37,66 -62,97 5,02 24 37
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Probe | Gesund = A IL-15 IL-16 IL-18
If. Nr. | Candida =B pg/ml pg/ml pg/ml ZT| Alter

89 A -1,96 197,91 876,23 36 47

90 A 1,79 -70,08 6,68 22 27

91 A 9,26 -57,11 5,02 11 39

92 A 9,26 -67,70 6,01 21 32

93 A 6,77 -82,13 10,00 kein 47

94 A -3,21 -74,87 1,37 14 28

95 A -3,21 -55,95 -1,29 23 38

96 A 11,74 417,06 35,27 29 42

97 A -31,50 -76,08 leer 10 41

98 A -6,96 -66,52 37,27 24 38

99 A 6,77 -73,67 0,04 22 27
100 A -15,75 137,20 163,10 14 35
101 A -1,96 -83,35 0,00 7 40
102 A -25,84 -26,48 20,64 21 44
103 A -3,21 -80,92 14,99 17 32
104 A 14,22 -77,28 -3,25 16 47
105 A leer leer leer 3 30
106 A -4,46 -35,38 34,61 21 45
107 A 12,98 -77,28 2,69 kein 42
108 A 14,22 415,74 76,99 13 32
109 A -8,22 -70,08 8,01 13 50
110 A -9,47 -80,92 131,83 16 31
111 A 3,03 -47,86 15,98 15 32
112 A 19,18 -46,71 14,65 15 33
113 A -0,71 -91,95 4,35 7 23
114 A -15,75 -65,33 19,97 13 32
115 A -4,46 25,89 60,27 16 38
116 A -1,96 -91,95 4,69 11 45
117 A 5,53 -95,67 1,70 11 42
118 A -14,49 -62,97 13,66 31 32
119 A -9,47 -62,97 94,42 14 49
120 A 3,03 220,91 61,27 25 48
121 A -14,49 -64,15 83,01 20 24
122 A -6,96 -99,41 0,37 9 21
123 A -4,46 -88,25 11,66 14 31
124 A 5,53 -67,70 15,65 43 48
125 A -13,24 -55,95 56,60 13 46
126 A -4,46 -72,47 5,35 16 49
127 A 0,54 -70,08 15,98 10 21
128 A 5,53 409,17 171,99 7 31
129 A -19,53 -119,77 115,28 8 26
130 A -4.46 -100,67 0,04 21 43
131 A 33,97 56,63 300,91 6 31
132 A -4.46 -54,78 34,61 21 39
133 A -6,96 108,91 118,99 7 22
134 A -46,63 -103,18 leer kein 41
135 A -5,71 -90,71 30,28 7 24
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Probe |Gesund = A IL-15 IL-16 IL-18
If. Nr. | Candida =B pg/ml pg/mi pg/mi ZT| Alter
136 A 9,26 -94.43 4,69 13 18
137 A 4,28 -91,95 43,60 kein 39
138 A -19,53 -14,49 37,27 14 32
139 A -3,21 -85,79 17,64 10 46
140 A -3,21 -62,97 17,98 18 22
141 A 6,77 -98,16 2,03 kein 45
142 A -24,58 -94 43 10,67 26 29
143 A -8,22 -79,70 10,00 15 42
144 A -10,73 -76,08 15,65 26 48
145 A -41,58 -85,79 leer 28 22
146 A -15,75 -89,48 3,36 10 43
147 A 1,79 -58,28 75,31 11 30
148 A -9,47 -96,92 -1,62 15 34
149 A leer leer leer 15 44
150 A 27,98 -38,21 22,88 6 23
; IL-15 |IL-16 IL-18
ﬁr?ut:e gﬁﬁ;ﬁs Candida pag/ml |pg/ml pg/ml ZT Alter
alb | glabr | krus
1| B X 6,22 -32,57 -3,58 16|50
2| B 15,82 -25,93 844,82 46
3| B X 28,52 -27,92 119,14 7118
4, B X | X 0,86 -32,57 0,03 10|28
5/ B X -16,45 -33,9 595,35 14|29
6| B -6,69 -2,21| 1194,43 39
7] B 12,63 -42,56 0,43 22
8| B 10,5 230,17 995,68 36
9| B X 1,93 61,95 115,24 23|36
10| B X 3 -37,23 -0,37 7|23
11| B 13,69 -35,9 4,03 30
12| B -14,27 0,41 163,88 49
13| B -22,99 -7,46 72,59 45
14| B -14,27 -18,66 0,43 21
15| B -31,76 -45,23 17,21 41
16| B 14,76 26,48 57,24 39
17| B 9,43 196,54 824,55 25
18| B -1,29 -41,89 -7,6 28
19| B 12,63 424,33 354,6 24
20 B X 9,43 -59,32 44,6 2229
21 B 0,86 -55,96 1,63 40
22| B -15,36 -12,07 36,69 30
23| B 0,86 -39,23 2,83 20
24| B 9,43 -33,9 11,23 22
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: IL-15 |IL-16 IL-18
ﬁr?ubre ‘éiﬁé.‘ls Candida pa/ml |pg/ml pg/ml ZT Alter
alb | glabr | krus
25| B 1,93 -20,64 4,83 21
26| B -6,69 -27,26 4,43 45
28| B leer leer leer 23
29 B leer leer leer 30
30 B leer leer leer 27
32| B 41,1 155,42 172,03 20
33| B -13,19 -33,23 22,39 44
34, B 22,19 -18,66 247,06 18
35| B X -15,36 -29,91 22,39 23|40
36| B X 41,1 29,07 158,83 24|20
37| B X 11,56 38,78 197,27 20|24
38| B X 16,88 -27,26 72,98| Amen |36
39| B X 5,15 -35,23 447,19 12|20
40, B X 36,92 -46,57 287,73| Amen |42
41| B X -12,1 -25,93 351,8 13|16
42| B X -4,53 -47,24 -6,39 9|44
43 B X -12,1| 1046,14 70,62 23|47
44| B X 42,15 -30,58 -0,37| Amen |45
45 B X 14,76 -37,23 111,34 28|26
46| B X 27,47 -41,89 745,41 14|22
47| B X 29,57 438,1 690,6 6|49
48| B X 212,21 303,93 175,53 1941
49| B X 4,08 77,95 39,46 Amen|32
50| B X -18,62 190,85 647,58 11|43
51| B X 30,63 -59,32 6,43| Amen|33
52| B X 9,43 -42,56 15,22 27|35
53| B X 1,93 -14,7 36,29 20|36
54, B X X 12,63 -48,58 31,53 11|41
55| B X -6,69 36,19 98,06 10|38
56| B X 41,1 1792,88| 1613,37| Amen |40
57| B x| 4,08 -41,89 9,23 7139
58| B X 44,23 -66,07 15,62 Amen |48
59| B X 29,57 78,59 511,92 5|42
60| B x| 60,79 261,43 63,15 14|31
61| B X 43,19 689,62| 3552,12 7139
62| B X 16,88 -33,23 211,65 7133
63| B X 27,47 -0,9 130,83 16|26
64| B X 24,3 -37,89 64,72 48 |42
65| B X 50,46 -8,12 347,81 6|40
66| B X 9,43 -65,39 4,03 21|54
67| B X 43,19 -74,87 732,09 365 |54
68| B x| 41,1 -54,62 12,83 26|26
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: IL-15 |IL-16 IL-18
ﬁr?ubre ggﬁ?:s Candida pa/ml |pg/ml pg/ml ZT Alter
alb | glabr | krus
69| B X 47,35 -60 52,51 19|26
70| B x| -0,22 8,91 0,03 10|26
71| B X 48,39 103,44 295,98 22|55
72| B X 74,09 -12,07 86,32 13|33
73| B X 55,64 -39,89 9,63 8|27
74| B X 35,87 -49,92 104,7| Amen |43
75| B X 21,13 -27,26 31,13| Amen |44
76| B X X 12,63 -49,92 -3,58 15|39
77! B X 14,76 -27,26 67,87 27|53
78| B X -29,57 -45,23 40,25 24141
79| B X 60,79 -45,9 58,03| Amen|28
80| B X 36,92 -3,52 308,18 7128
81| B X 21,13 138,96 297,16 6|45
82| B X 92,3 -39,89 44,21 12|20
83| B X 75,11 67,72 169,7 9|16
84| B X 88,27 -32,57 -0,77| Amen |43
85| B X 63,87 -59,32 -1,98 10|34
86| B X 0,54 -77,28 13,66 19|26
87| B X -15,75 53,83 201,22 13|21
88| B X -6,96 -91,95 109,55 22|29
89| B X -9,47 -66,52 7,68 21|45
90| B X 19,18 -25,38 496,53| Amen|33
91 B X -1,96 -88,25 268,05 10|24
92| B X -9,47 -37,63 199,5 21|30
93| B X -11,98 -22,09 84,02 7126
94, B X -9,47 91,37 460,25 26|47
95| B X -10,73 50,08 43,93 13|29
96| B X -23,31 51,96 907,91 8|42
97| B X -11,98 388,31 956,25 90|33
98| B X X -5,71 -66,52 120 7131
Anmerkungen:

e Proben B27 und B31 existieren nicht

¢ hellgrau unterlegte Proben gehen nicht in die Auswertung ein, da kein
Candida-Nachweis erfolgte

¢ dunkelgrau unterlegte Proben gehen nicht in die Auswertung ein, da keine

ausreichende Probenmenge vorhanden war

¢ Amen: Amenorrhoe
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