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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Candida albicans

1.1.1 Taxonomische Stellung

Candida albicans (lat. candidus: glinzend weiB}; albicare: weill sein/werden)
gehort wie alle Pilze zu den eukaryontischen Mikroorganismen. Da sie sich nur
ungeschlechtlich vermehren kdnnen, werden sie der Klasse der Deuteromycetes
zugeteilt, die auch als Fungi imperfecti bezeichnet werden. Candida albicans
(C. albicans) gehort zur Familie der Cryptococcaceae. In dieser Familie finden
sich eine Reithe humanpathogener Pilze wie beispielsweise die Gattung
Cryptococcus, Trichosporon oder Pityrosporum. Die Gattung Candida umfasst
etwa 150 Arten, von denen C. albicans am besten untersucht ist (70, 99, 100,
116).

Merkmale der Gattung Candida sind nach Meyer et al. (87):

Vermehrung durch multilaterale Sprossung

Keine sichtbare Karotinoid-Pigmentbildung

Keine Asco-, Telio-, Balisto- oder Arthrosporen
Assimilation von Inositol und Pseudomycelbildung

Innerhalb der Gattung Candida unterscheidet man die verschiedenen Arten
aufgrund der morphologischen  Unterschiede und  physiologischen
Eigenschaften, also aufgrund ihrer Fahigkeit, bestimmte organische Substanzen
zu assimilieren. Zur Erstkultivierung wird meist Sabouraud-Glukose-Agar oder
Kimmig-Agar verwendet. Eine Subkultivierung auf Reisagar dient zum
Nachweis von Chlamydosporen, die bei den Hefen ausschlieBlich von C.
albicans gebildet werden. Chlamydosporen sind Dauersporen, die das Uberleben
des Pilzes bei ungiinstigen Bedingungen gewéhrleisten. Des Weiteren stehen
Selektivmedien zur Identifizierung der unterschiedlichen Candida-Spezies zur
Verfligung. Hiufig enthalten diese Selektivagarzubereitungen Néhrstoffe, die
nur von bestimmten Pilzen abgebaut werden. Die unterschiedliche Assimilation
und Fermentation der Nihrstoffe fiihrt zu einer pH-Wert-Anderung und durch
die enthaltenen Farbindikatoren zu einer Umféarbung der Agarplatte (100, 150).
C. albicans zeigt bei Gram-Farbung ein positives Verhalten. Bei systemischen
Kandidosen koénnen die verschiedenen Candida-Arten durch einen Cross-
Agglutinationstest serologisch unterschieden werden. Der Nachweis gelingt
aufgrund der unterschiedlichen Oberflichen-Polysaccharide bzw. Tsuchiya-
Faktoren mit ihren unterschiedlichen Antigen-Eigenschaften. Heutzutage kann
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auch durch die Polymerasekettenreaktion (PCR) ein direkter genetischer
Nachweis einzelner Candida-Spezies erfolgen (44, 149).

1.1.2 Zusammensetzung und Struktur

C. albicans besitzt wie alle Pilze eine Zellwand. Diese hat hauptsdchlich zwei
Funktionen: Sie erhilt die Zellform und ist dazu da, um mit der Umwelt in
Kontakt zu treten.

Die Zellwand besteht aus maximal sechs mehr oder weniger elektronendichten
Zelllagen und ist 250-260 nm dick (Abb.1) (100; S. 26). Ihren Hauptbestandteil
bilden Mannanpolysaccharide, die auch als Tsuchiya-Faktoren bezeichnet
werden und deren Anteil vor allem in den elektronendichten Schichten
besonders hoch ist (37, 110, 152). Mannane von Candida bestehen aus a-1,6-
verkniipften Mannose-Einheiten. An dieses Grundgertist sind weitere Mannose-
Monomere in a-1,2 und a-1,3 Position gebunden (146). An Hand der Tsuchiya-
Faktoren konnen sogar verschiedene Serotypen von C. albicans unterschieden
werden (148).

Die Zellwand enthilt auBerdem Glucane, die aus Glukosemolekiilen aufgebaut
sind, die entweder B-1,3 oder B-1,6 glykosidisch verbunden sind und besonders
in den elektronentransparenten Schichten auftreten. Zudem enthélt die Zellwand
Chitin und verschiedene Lipide (151). Die dulerste Schicht der Zellwand bildet
sich nur aus, wenn bestimmte Kohlenhydrate im Nahrmedium vorhanden sind
oder der Pilz auf festem Néhrboden wichst. Diese Schicht scheint besonders fiir
die Adhédrenz von C. albicans an menschliche Epithelzellen verantwortlich zu
sein (78, 85).

Das Plasmalemma ist eine typische eukaryotische Phospholipid-
Doppelmembran, die hauptsdchlich aus Sterolen und Proteinen besteht. Sie ist
der Hauptangriffspunkt der meisten Antimykotika.

Die Zellorganellen sind die einer eukaryontischen Zelle: Mitochondrien,
endoplasmatisches  Retikulum, ein deutlicher Zellkern mit einer
Doppelmembran, 80S-Ribosomen und Lipidvakuolen (70, 111). Das Genom ist
diploid, bestehend aus acht Chromosomenpaaren (83, 91, 92).
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Abbildung 1. Aufbau der Zellwand von Candida albicans (100)

1.1.3 Morphogenese

C. albicans kommt in vier morphologisch verschiedenen Formen vor: als
Blastospore, Pseudohyphe, Hyphe und Chlamydospore. Welche der
verschiedenen Erscheinungsbilder auftritt, ist stark vom Nahrmedium abhéngig.
In infizierten Geweben kommen meistens sowohl Hefen als auch Hyphen bzw.
Pseudohyphen vor (100).

Die Blastospore, die auch als Hefezelle bezeichnet wird, ist eine 5-7um breite
und 6-10um lange eifoérmige Zelle. Sie vermehrt sich durch Sprossung. Es
kommt zu einem Léangenwachstum, anschlieBend zur Kernteilung und zur
Ausbildung eines Septums. SchlieBlich trennen sich die beiden Blastosporen
voneinander.

Hyphen sind verzweigte tubuldre Strukturen, die aus vielen durch Septen
unterteilten Zellen bestehen. Sie entstehen aus Blastosporen oder aus bereits
bestehenden Hyphen. Als Myzel wird ein Geflecht von Hyphen bezeichnet.
Pseudohyphen haben mikroskopisch gesehen eine groBe Ahnlichkeit mit echten
Hyphen. Im Gegensatz zu diesen bestehen sie aber aus durch Sprossung
entstandenen Einzelzellen, die sich nicht voneinander getrennt haben und die
nicht septiert sind.

Die vierte Erscheinungsform, die Chlamydospore, wurde bisher nur in vitro
beobachtet. Chlamydosporen sind dickwandige, kugelféormige Zellen mit einem
Durchmesser von 9 um. Sie werden von Pseudohyphen und Hyphen gebildet
und von diesen meist durch eine dazwischen liegende ,,Suspensor Zelle*
getrennt. Sie werden gewoOhnlich als ,,ruhende” Formen von C. albicans
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angesehen und wachsen nur auf ndhrstoffarmen Néhrboden mit einer geringen
Glukosekonzentration. Die Zugabe von Detergenzien verstirkt das Wachstum
von Chlamydosporen ebenso wie eine Temperatur zwischen 25-30°C. Durch
Licht wird die Chlamydosporen-Bildung gehemmt. Da Chlamydosporen
ausschlieflich von C. albicans gebildet werden, stellt dies eine gute
Unterscheidungsmoglichkeit zu anderen Candida-Spezies dar (20, 67, 73, 100).

1.1.4 Lokale Infektionen beim Menschen durch C. albicans

Von den etwa 50000 verschiedenen Arten von Pilzen sind bisher weniger als
300 als Krankheiterreger des Menschen bekannt. In der Medizin hat sich eine
Einteilung der Pilze in Dermatophyten, Hefen und Schimmelpilze (sog. DHS-
System nach Rieth) durchgesetzt (113). C. albicans gehort zu den Hefen. Von
den etwa 150 Arten der Gattung Candida ist nur eine kleine Anzahl
humanpathogen. Dabei spielt C. albicans mit 50-70% die groBte Rolle, gefolgt
von Candida tropicalis mit 10-20% und Candida parapsilosis sowie Candida
glabrata mit jeweils 10% (91).

Candida-Spezies kommen beim Menschen saprophytir vor. C. albicans ist bei
30-50% aller  gesunden = Menschen  nachweisbar, ohne dass
Krankheitserscheinungen hervorgerufen werden. Man spricht daher auch von
opportunistischen Krankheitserregern (111).

Pradisponierende Faktoren fiir die Entwicklung einer manifesten Infektion sind
(99, 100, 132):

e Immunschwéche durch HIV-Infektion, angeborene Immunkrankheiten,
Radiotherapie oder Pharmaka wie Immunsuppressiva,
Glukokortikoide, Zytostatika

e Siduglings- und Greisenalter, Schwangerschaft

e Antibiotika

o Stoffwechselerkrankungen und Endokrinopathien (Diabetes mellitus,
Cushing Syndrom, Adipositas)

e lokale Belastung (stindige Feuchtigkeit, Okklusion)

Meist sind die Haut und die angrenzenden Schleimhéute von einer Infektion
betroffen. Gerade in den letzten 20 Jahren ist aber auch die Inzidenz fiir
systemische Candida-Infektionen stark angestiegen (34). Dies liegt weniger am
Auftreten des Krankheitsbildes AIDS als vielmehr an der verbesserten
Intensivmedizin und den vielen Transplantationspatienten. In den 80er Jahren ist
die Haufigkeit der Candida-Sepsis um 487% gestiegen und macht 15% aller
Blutinfektionen aus (82, 98).
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1.1.4.1 Kutane Infektion

Bei der kutanen Kandidose sind vor allem die intertrigindsen und interdigitalen
Bereiche und beim Sdugling der Windelbereich betroffen. Auf Grund des
feuchtwarmen Klimas und der hdufigen erosiv-mazerativen Hautveranderungen
kommt es hier leicht zur Ansiedlung von C. albicans. Das klinische Bild zeigt
teils nidssende, teils schuppende Erytheme und Erosionen mit teilweise
weiBlichen Auflagerungen. Randstindig treten meist Pusteln auf (99, 100, 115).

1.1.4.2 Orale Infektion

Die orale Candida Infektion, die auch als Mund-Soor bezeichnet wird, ist im
typischen Fall gekennzeichnet durch pseudomembrandse, abstreifbare weille
Beldge. Die Mundschleimhaut ist meist gerdtet.

Haufig sind Sduglinge und Kleinkinder betroffen oder dltere Patienten, deren
Zahnprothese schlecht sitzt. Bei Erwachsenen tritt die orale Kandidose meist nur
nach einer Immunsuppression z. B. durch die Verwendung von Glukokortikoid-
Atemwegs-Sprays  mit  Ablagerung der  Glukokortikoide an  der
Mundschleimhaut oder bei Vorliegen einer HIV-Infektion auf (16, 115).

1.1.4.3 Vaginale Infektion

Es wird geschitzt, dass 75% aller Frauen mindestens einmal in ihrem Leben
eine vulvovaginale Kandidose durchmachen (139). Von diesen erleiden 40-45%
die Erkrankung zwei oder mehrmals, wihrend 5% der Frauen sogar von einer
immer wiederkehrenden oder chronischen vulvovaginalen Kandidose, definiert
als vier oder mehr Ereignisse im Jahr, betroffen sind (23, 134). In 80-85% der
Félle wird C. albicans als Erreger der vulvovaginalen Kandidose identifiziert.
Subjektive Beschwerden sind Juckreiz und Brennen. Es kommt zu einem
ausgeprigten Erythem und Odemen im Bereich der Vulva, weiBlichen,
abwischbaren Auflagerungen an der Vagina und einem weillen, wéssrigen bis
,cottage-cheese‘“-artigen Ausfluss. Der vaginale pH-Wert ist in der Regel
unverdndert bei pH 3,6-4,5 (55, 100, 126, 147). Schwangerschaft ist einer der
hiufigsten pradisponierenden Faktoren. Die Inzidenz einer vulvovaginalen
Kandidose ist in dieser Zeit, vor allem im dritten Trimenon, doppelt so hoch wie
bei Nicht-Schwangeren (10). Durch den hohen Ostrogengehalt und den damit
verbundenen Anstieg an Glykogen in der Vaginalschleimhaut entsteht eine
forderliche Umgebung fiir Candida-Spezies. Ostrogene beschleunigen in vitro
zudem das Wachstum von C. albicans (161). Auch die Einnahme von
Breitspektrum-Antibiotika gilt als priadisponierender Faktor fiir eine
Vulvovaginal-Kandidose. Diese Medikamente steigern die Kolonisation von
Candida in der Vagina von 10 auf 30%. Vor allem die Antibiotika, die die
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protektiven Laktobazillen in der Vagina hemmen, wie Penizilline,
Cephalosporine und Tetracycline, pradisponieren eine Patientin fiir eine
vermehrte Kolonisation mit Candida (10, 138). Die vulvovaginale Kandidose
tritt besonders im geschlechtsreifen Alter auf.

Die Ursachen der chronischen vulvovaginalen Kandidose sind meist nicht
geklart, allerdings stellen Krankheiten wie AIDS und Diabetes mellitus, Chemo-
oder immunsuppressive Therapie sowie der Gebrauch von Antibiotika und
Glukokortikoiden pradisponierende Faktoren dar.

1.1.5 Pharmakotherapie

Zur Bekdmpfung der humanpathogenen Pilzarten stehen einige sowohl intern als
auch extern applizierbare Pharmaka zur Verfiigung. Die meisten von ihnen
greifen in die fiir den Pilz essentielle Ergosterolbiosynthese ein (Abb. 2). Im
Folgenden sollen nur Antimykotika behandelt werden, die gegen Candida-
Infektionen eingesetzt werden. Diese lassen sich in verschiedene Gruppen
einteilen (46, 77, 80, 95, 109, 114, 119, 157):

e Azole

Die Entwicklung der Azol-Antimykotika wird seit etwa 1967 intensiv verfolgt.
Die Azole greifen in die fiir humanpathogene Pilze essentielle Ergosterol-
Biosynthese ein. Dabei hemmen sie die 14-alpha-Demethylase, ein Enzym, das
zur Gruppe der pilzspezifischen Cytochrom P-450-Isoenzyme gehort. Dadurch
kommt es zu einem Mangel an Ergosterol und einer Akkumulation von
Lanosterol in der Zellmembran. Ergosterol ist das wichtigste Fiillmaterial in der
Zellmembran der Pilze. Durch die Verringerung von Ergosterol verdndert sich
die FlieBfahigkeit, wodurch die Wirksamkeit der membrangebundenen Enzyme
wie der Chitinsynthetase beeintriachtigt sowie eine erhdhte Permeabilitit erreicht
wird.

Die Wirkung der Azol-Antimykotika ist meist fungistatisch.

Das Grundgertist dieser Substanzklasse bildet ein Diazol- bzw. ein oder mehrere
Triazolringe. Die neueren Substanzen wie Fluconazol oder Itraconazol enthalten
alle einen Triazolring, wodurch die Affinitit an das fungale Cytochrom P-450
erhoht wird. Die Folge ist eine bessere Vertriglichkeit, eine ldngere
Halbwertszeit und weniger Wechselwirkungen.

Zur externen Anwendung stehen Clotrimazol, Bifonazol, Ketoconazol,
Miconazol, Econazol, Fenticonazol, Oxiconazol, Tioconazol, Sertaconazol,
Croconazol und Isoconazol zur Verfiigung.

Zur internen Behandlung stehen Fluconazol, Itraconazol, Miconazol als
Mundgel, Ketoconazol und seit 2002 zusitzlich Voriconazol zur Verfligung.
Ketoconazol, das erste orale Breitspektrum-Azol fiir tiefe Mykosen, hat den
Nachteil, dass es betrdachtliche Wechselwirkungen mit anderen Pharmaka
eingeht und seltene aber erhebliche unerwiinschte Arzneimittelwirkungen
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besitzt. Darunter fdllt die gewohnlich reversible Hepatotoxizitit, die jedoch
bereits auch zu einigen Todesféllen gefiihrt hat und die Endokrinopathie, die
sich bei Ménnern als Gynédkomastie und bei Frauen als unregelmiflige Menses
duBert. Bei der vaginalen Kandidose wird im Falle einer systemischen Therapie
meist Fluconazol als Einmaldosis mit 150 mg oder Itraconazol als
Eintagestherapie mit zwei mal zwei Kapseln a 100 mg oral verabreicht.

Ergosterol-Biosynthese
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Abbildung 2. Ergosterol-Biosynthese von Pilzen
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e Polyen-Antimykotika

Zu den Polyen-Antimykotika gehort das parenteral verabreichbare Amphotericin
B sowie die ausschlieBlich lokal anwendbaren Substanzen Nystatin und
Natamycin. Polyen-Antimykotika werden seit 1955 aus Kulturfiltraten von
Streptomyces-Arten isoliert. Polyene besitzen einen makrozyklischen
Laktonring mit einer stark hydrophoben Seite, bestehend aus mehreren
konjugierten Doppelbindungen, und einer hydrophilen Seite mit dem
glykosidisch gebundenen Aminozucker Mykosamin.

Die antimykotische Wirkung beruht auf der hydrophoben Wechselwirkung
zwischen den Polyenmolekiilen und dem Ergosterol in der Pilzzellmembran.
Dadurch kommt es zur Entstehung von Poren in der Zellmembran und als Folge
zu einer Storung der Ergosterol-Funktion mit einem erhdhten Ausfluss von
Elektrolyten wie Kalium. Zudem fiihrt dies zu einer irreversiblen ATPase-
Hemmung der Membran. Die Wirkung von Amphotericin B ist sowohl
fungistatisch als auch fungizid. Amphotericin B wird bei allen tiefen
Organmykosen unabhidngig vom jeweiligen Erregertyp angewendet. Bei den
Nebenwirkungen steht vor allem die Nephrotoxizitit im Vordergrund. Durch die
liposomale Verkapselung von Amphotericin B soll das Nebenwirkungsprofil
etwas giinstiger geworden sein.

Bei der vaginalen Kandidose wird ausschlieBlich das Polyen-Antimykotikum
Nystatin lokal angewendet.

e Allylamine

Die beiden Vertreter der Allylamine sind Naftifin, das nur lokal angewendet
wird, und Terbinafin, das sowohl in Creme- als auch in Tablettenform im
Handel ist. Beide Substanzen wirken primér gegen Dermatophyten, werden aber
auch bei Dermatomykosen durch Candida-Spezies angewendet. Der
Wirkmechanismus beruht auf einer Hemmung des Enzyms Squalenepoxidase
bei der Ergosterol-Biosynthese. Dieses Enzym ist verantwortlich fiir die
Umwandlung von Squalen in Lanosterol.

Bei der vaginalen Kandidose kommt diese Substanzklasse nicht zur
Anwendung.

e Morpholin-Derivate

Der einzige auf dem Markt befindliche Vertreter aus der Gruppe der Morpholine
ist das Amorolfin. Es wirkt sowohl fungistatisch als auch fungizid und wird nur
lokal angewendet. Diese Substanz hemmt ebenfalls die Ergosterol-Biosynthese
durch Hemmung der A14-Reduktase und der A8-A7-Isomerase. Durch die zwei
unterschiedlichen Angriffspunkte ergibt sich ein synergistischer Effekt, der das
Risiko des Auftretens von resistenten Mutanten reduziert. Amorolfin wird
hauptsdchlich zur Behandlung von Onychomykosen als Nagellack und als
Creme zur Behandlung von Dermatomykosen eingesetzt.
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e Ciclopiroxolamin

Ciclopiroxolamin verhindert die Aufnahme essentieller Substanzen in die
Pilzzelle und wirkt fungistatisch. Es wird nur topisch angewandt, zumeist zur
Behandlung von Onychomykosen. Zur Behandlung der vaginalen Kandidose
steht eine Creme zur Verfiigung.

e Flucytosin

Flucytosin wird fast ausschlieBlich in Kombination mit Amphotericin B
eingesetzt. Es wirkt als Antimetabolit fungistatisch bis fungizid. Sensible
Pilzzellen schleusen Flucytosin durch die Cytosinpermease in die Pilzzellen ein.
Dort wird es durch die Cytosindeaminase in S5-Fluoruracil umgewandelt.
Dadurch kommt es zur Stérung der Proteinsynthese und der DNA-Synthese. Es
wird bei schweren systemischen Pilzinfektionen wie zum Beispiel Candida-
Endocarditis eingesetzt. Sehr seltene gravierende, unerwiinschte Wirkungen sind
die ulcerdse Enteritis/Colitis und die Knochenmarksdepression mit todlicher
Agranulozytose.

Aufgrund der steigenden Resistenzen vor allem bei HIV-infizierten Patienten
gegen Antimykotika wie Fluconazol ist es wichtig, nach neuen Angriffspunkten
zur Behandlung von Pilzinfektionen zu suchen (2, 3, 127, 128). Eine neu
entwickelte Substanzklasse sind die Echinocandine. Sie stéren den Aufbau der
Zellwand der Pilze, indem sie die B-1,3-D-Glucansynthase hemmen. Ein erster
Vertreter dieser Substanzklasse, Caspofungin, wurde 2002 in Deutschland fiir
invasive Aspergillosen bei Erwachsenen zugelassen, die auf Amphotericin B
und Itraconazol nicht ansprechen. Wegen seiner hohen in vitro-Aktivitit gegen
Candida-Spezies wurde es 2003 auch fiir invasive Kandidosen zugelassen (7, 32,
34). Mycine stellen eine weitere neue Substanzklasse dar, die an der Zellwand
angreifen. Bisher ist jedoch noch kein Vertreter zugelassen. Ein besonders
interessanter Angriffspunkt sind die Sap von C. albicans, mit denen sich meine
Doktorarbeit beschéftigt.

1.1.6 Virulenzfaktoren von C. albicans

C. albicans gilt bei intaktem Immunsystem und gesunder mikrobieller Flora des
Wirtes als normaler und harmloser Kommensale der Schleimhédute und des
Verdauungstraktes warmbliitiger Tiere und des Menschen (154). Durch
Immunschwiche oder Storung der mikrobiellen Flora des Wirtes kann C.
albicans durch ungehemmtes Wachstum vom Kommensalen zum Parasiten
werden. Die Infektion beginnt in der Regel als lokale Schleimhautinfektion, in
schweren Fillen kann es jedoch zu einer systemischen Mykose mit oft
todlichem Ausgang kommen. Man geht davon aus, dass fiir die Infektion kein
einzelner dominanter Virulenzfaktor verantwortlich ist, sondern dass mehrere
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Virulenzfaktoren zusammenwirken miissen (101). Zu den Virulenzfaktoren von
C. albicans gehoren:

e Dimorphismus

Unter Dimorphismus wird der reversible Wechsel von der Hefen- in die
Hyphenform verstanden. Der Hyphenform wird bei Kandidosen hinsichtlich der
Adhision und der Invasion eine besondere Virulenz zugesprochen (28, 72, 91).
Auflerdem wurde beobachtet, dass C. albicans Hyphen bildet, um in vitro aus
phagozytierenden Makrophagen und Neutrophilen zu entkommen (5, 143).
Letztendlich muss man aber festhalten, dass sowohl die Hyphe als auch die Hefe
fiir die Pathogenese der Kandidose eine wichtige Rolle spielt. Wahrscheinlich
kann sich die eine morphologische Form besser als die andere an die
spezifischen Mikronischen des Wirtes anpassen (100).

e Adhisionsfaktoren

Die Adhidrenz des Pilzes an die Wirtsoberflaiche ist der erste Schritt einer
Infektion. Sie wird erreicht durch eine Kombination von spezifischen (Ligand-
Rezeptor Wechselwirkungen) und unspezifischen (Mucopolysaccharid-, Protein-
Protein, Lektin-Kohlenwasserstoff-Interaktionen) Mechanismen, die der Hefe
erlauben, sich an viele unterschiedliche Gewebetypen und kiinstliche
Oberflichen anzuheften (26, 102). Hierbei sind verschiedene Adhésine wie
Fimbrien, Pili und Membranproteine beteiligt. Aufgrund seiner
Adhésionsfaktoren bindet C. albicans besser an menschliche Oberflichen als
andere Candida-Spezies (100).

e Phinotypisches switching

Die meisten C. albicans Stimme sind in der Lage, fast alle zelluldren
Charakteristika der Hefezelle reversibel zu verdndern. Dieses Switching findet
spontan und mit einer Hiufigkeit von 10 bis 10" statt. Zu den zelluldren
Charakteristika, die verdndert werden konnen, zdhlen: die unterschiedliche
Expression von Genen, die Anderung von Zelloberflicheneigenschaften wie
Adhérenz und antigene Strukturen und der zelluldre Phanotyp als ,,white-“ oder
»opaque-“ Form (90, 136, 137).

Bei HIV-Patienten ohne orale Kandidose konnte man feststellen, dass die
switching-Frequenz der aus der Mundhohle gewonnenen Isolate von C. albicans
deutlich erhoht war gegeniiber Isolaten von gesunden Individuen (153).

e Thigmotropismus

Thigmotropismus, im Englischen auch als ,,contact sensing” bezeichnet,
beschreibt die Féhigkeit des Pilzes, sein Hyphenwachstum zielgerichtet den
Oberflachenstrukturen des Wirtes anzupassen. Dabei wachsen die Hyphen in die
Richtung von Rissen, Furchen und Poren in der Horn- bzw. Epithelschicht,
wodurch die Penetration des Wirtsepithels erleichtert wird, indem die Hyphe
Schwachstellen im Gewebe erkennt (52, 133). Gow et al. haben herausgefunden,
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dass der Thigmotropismus durch Calciumkanal-Blocker und andere
spannungsabhingige lonenkanal-Blocker wie Verapamil vermindert wird. Die
Hemmstoffe reduzierten den Anteil der Hyphen, die aufgrund eines Kontaktes
mit einem Oberflaichendefekt ihre Wachstumsrichtung andern, was eine
Beteiligung dieser Kanile bei der thigmotropischen Reaktion nahe legt (156).

e Hydrolytische Enzyme

Hydrolytische Enzyme von C. albicans sind Phospholipasen, Lipasen und
Proteinasen. Phospholipasen sind an der Invasion und der Epithelzellschadigung
wiahrend einer Infektion beteiligt (47, 97). Die Rolle der Lipasen als
Virulenzfaktoren ist bisher wenig untersucht worden. Auf die Funktion der
verschiedenen Proteinasen werde ich auf den folgenden Seiten néher eingehen.

1.1.7 Die sekretorischen Aspartatproteinasen von C. albicans

1.1.7.1 Struktur, biochemische Eigenschaften und Synthese

Proteinasen dienen in der Regel dazu, Peptide zu Erndhrungszwecken zu
spalten. Alle Proteinasen von C. albicans gehoren zur selben Klasse der
sekretorischen Aspartatproteinasen (Sap). IThr Name beschreibt die zwei
wichtigsten Charaktere dieser Enzyme: Es sind Aspartatproteinasen und sie
wirken extrazelluldr. Das bekannteste Mitglied dieser Enzymklasse ist das
Verdauungsenzym Pepsin. C. albicans besitzt zehn verschiedene Isoenzyme.
Bisher ist nur die Struktur von Sap2 bekannt, da es das am meisten sezernierte
Protein in vitro ist, wenn Proteine die einzige Stickstoffquelle im Nédhrmedium
darstellen (63).

Sap bestehen aus einer einzelnen Peptidkette mit etwa 340 Aminosduren. Thr
pH-Optimum ist meist im sauren Bereich. Sap2 denaturiert bei pH-Werten
oberhalb von etwa 8,4 irreversibel, jedoch besitzt sie bei neutralem pH-Wert
noch die Hilfte ihrer Aktivitdt (122, 155). Die zehn Sap-Isoenzyme weisen
Sequenzhomologien im aktiven Zentrum auf, haben eine &dhnliche tertidre
Struktur und sie werden alle von Pepstatin A, einem typischen
Proteinaseinhibitor, gechemmt (29). Die elektrostatische Ladung reicht von —21
fir Sap2 bis +2 fiir Sap6. Dies scheint der Grund zu sein fiir die
unterschiedlichen pH-Optima der unterschiedlichen Proteinasen und der damit
verbundenen Moglichkeit von C. albicans, verschiedene Gewebe zu infizieren
(145).

Aspartatproteinasen kommen bei Vertebraten, Pilzen, Protozoen, Pflanzen und
Retroviren vor und zeichnen sich alle durch denselben katalytischen
Mechanismus aus (29). Sie sind durch die symmetrische Anordnung zweier in
etwa gleich groBer Doménen charakterisiert, was durch Rontgenstrukturanalysen
nachgewiesen werden konnte. Die vier konservierten Cysteinreste sind wichtig
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fiir die dreidimensionale Struktur des Enzyms. Den Kern des aktiven Zentrums
bilden zwei Aspartatreste, die wichtig sind fiir die Spaltung der Peptidbindung
(1). Die Spaltung erfolgt durch den nukleophilen Angriff eines Wassermolekiils.
Das deprotonierte Aspartat polarisiert das Wassermolekiil, das andere bildet eine
Wasserstoffbriicke zur Carbonylgruppe der zu spaltenden Peptidbindung aus.
Dadurch wird die C=0O-Bindung des Peptids polarisiert und der nukleophile
Angriff am Kohlenstoff erleichtert. Im tetraedischen Ubergangszustand ist das
Wassermolekiil intermedidr an die Amidgruppe gebunden (11) (Abb. 3). Die
bevorzugten Substrate der einzelnen Sap sind gréBere hydrophobe
Aminosduren, wobei die Spezifitdt von einer Proteinase zur anderen differiert
(75).

Substrat Ubergangszustand Spaltprodukte

Abbildung 3. Katalytischer Mechanismus der Spaltung einer Peptidbindung
durch die beiden Aspartate im aktiven Zentrum (11).

Die Sap werden zuerst als inaktive Zymogene mit etwa 60 Aminosduren mehr
als das reife Enzym synthetisiert. Die etwa 18 Aminosduren lange
Signalsequenz am N-Terminus wird von der Signalpeptidase im
endoplasmatischen Retikulum abgespalten. AnschlieBend wird das Propeptid im
Golgiapparat an einer Lys-Arg oder Lys-Lys Schnittstelle durch Kex2, andere
Proteinasen oder durch Autokatalyse gespalten und damit aktiviert. Das reife
Enzym wird in Vesikel eingebaut und durch Fusion der Vesikel mit der
Plasmamembran in den Extrazelluldrraum sezerniert (66, 68) (Abb. 4).
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Struktur der Sap - Isoenzyme
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Abbildung 4. Struktur von Sapl mit Elementen, die in allen Sap gefunden
werden. Das SAPI Gen wird in ein Pripropeptid translatiert. Die ersten 18
Aminosduren werden durch die Signalpeptidase im Endoplasmatischen
Retikulum abgespalten.

1.1.7.2 Bedeutung als Virulenzfaktoren

Bereits 1965 wurden von Staib et al. eine sekretorische Proteinase bei C.
albicans entdeckt (141). Vier Jahre spiter postulierte Staib diese das erste Mal
als moglichen Virulenzfaktor, indem er zeigte, dass ein proteolytisch aktiver
Stamm von C. albicans virulenter war als ein Proteinase-negativer Stamm (142).
Dieses Ergebnis konnte in den folgenden Jahren in vergleichbaren
Tierversuchen mit Proteinase-negativen Mutanten von verschiedenen
Arbeitgruppen bestdtigt werden (81, 118). Ebenfalls gelang es recht bald in vivo,
Sap-Antigene in infizierten Geweben nachzuweisen (123). Die Tatsache, dass
wenig oder nicht pathogene Candida-Spezies keine oder nur sehr geringe
Mengen an Sap produzieren, unterstiitzt die Behauptung, dass die Pathogenitit
von C. albicans direkt mit der Menge an Sap Sekretion korreliert (120). In den
letzten Jahren konnte anhand von Genexpressionsstudien an Modellen der
oralen und kutanen Kandidose nachgewiesen werden, dass die Expression
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sekretorischer Aspartatproteinase Gene (SAP) direkt mit der Invasion von C.
albicans korreliert (129, 130). Zu verschiedenen Zeitpunkten der Infektion
wurden verschiedene S4Ps nachgewiesen. Dies fiihrt zu der Annahme, dass
verschiedene Sap bei unterschiedlichen Infektionsstadien von Bedeutung sind
(129, 130). AuBerdem konnte in vivo gezeigt werden, dass HIV-positive
Patienten mit oropharyngealer Kandidose eine doppelt so hohe Proteinase-
Aktivitit zeigen wie HIV-negative Kontrollgruppen mit derselben C. albicans-
Infektion (103). Interessanterweise gab es auch einen Zusammenhang zwischen
der Proteinase-Aktivitdt und der Empfindlichkeit gegeniiber Antimykotika: Die
C. albicans Population mit der hochsten Proteinase-Aktivitit war am wenigsten
empfindlich gegeniiber Ketoconazol und Fluconazol (103). Spéater konnte diese
hohere Proteinase-Aktivitit auch bei HIV-positiven Patientinnen mit einer
vaginalen Kandidose gezeigt werden (31). Einen weiteren Beweis, dass die
Aspartatproteinasen Virulenzfaktoren von C. albicans darstellen, lieferte der
Einsatz von Proteinaseinhibitoren. Es konnte gezeigt werden, dass Pepstatin A
die Penetration von C. albicans durch die Oberfliche der Mukosa in Méusen
verhindert, aber nicht die Verteilung der Keime, wenn diese die Blutgefdlle
erreicht haben (38). Die Invasion und Schidigung verschiedener Gewebe konnte
ebenfalls in einigen Modellen durch Pepstatin A gehemmt werden (129, 130).

1.1.7.3 Die SAP-Genfamilie

SAP-Genfamilien wurden aul8er bei C. albicans auch bei C. parapsilosis (89), C.
dubliniensis (49) und C. tropicalis (89, 160) nachgewiesen. Die S4P-Genfamilie
von C. albicans umfasst 10 Mitglieder. Innerhalb dieser Gruppe existieren zwei
relativ eng verwandte Gruppen. SAP-3 sind bis zu 67% identisch und SAP4-6
bis zu 89%, wihrend SAP7 nur zu 20-27% identisch zu den anderen SAP-Genen
ist (Abb. 5)(66, 89). Das erste Candida SAP-Gen (SAP1) wurde von Hube et al.
mit Hilfe der PCR und der Kenntnis der N-terminalen Aminosiuresequenzen
von gereinigten Proteinasen und der bekannten konservierten Sequenzen
kloniert (65). Alle zehn SAP-Gene kodieren Priproenzyme, die etwa 60
Aminoséduren ldnger sind als das reife Enzym. Die Gene besitzen einen offenen
Leserahmen von 1173-1764 Basenpaaren und sind auf fiinf verschiedenen
Chromosomen lokalisiert (40, 66).

Die ersten Untersuchungen der SAP Expression dienten dazu, herauszufinden,
welche SAP-Gene bei den unterschiedlichen in vitro-Bedingungen exprimiert
werden. Die Untersuchungen der SAP-Genexpression in vitro zeigte, dass bei
30-37°C in Medien, in denen Proteine die einzige Stickstoff Quelle darstellen,
hauptsdchlich SAP2 exprimiert wird (63). Bei 25°C steigt die Menge an SAPS
Transkript an (88). SAPI wird nur in der ,,opaque-*“ Form und nicht in der
»white-“ Form, SAP4-6 wihrend der Hefe-Hyphen-Transformation bei
neutralem pH exprimiert (63) (Abb. 6). SAP7 wurde in vitro bisher nicht
nachgewiesen, so dass man nichts iiber seine biologische Funktion aussagen
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kann. S4P9 und SAPI10 scheinen konstitutiv sowohl von der Hyphen- als auch
von der Hefeform exprimiert zu werden (Felk unpubliziert). C. albicans ist also
in der Lage, in Abhédngigkeit von der physiologischen Situation unterschiedliche
Proteinase-Gene bzw. Proteinasen zu exprimieren. Fine Moglichkeit
herauszufinden, welche Funktion die einzelnen Proteinasen bei den
unterschiedlichen Infektionen haben, besteht darin, verschiedene SAP-
Nullmutanten in unterschiedlichen Kandidose-Modellen zu testen.

C. albicans SAP - Genfamilie

—  SAP4
——  SAP6
— SAPS

SAPI

SAP2
SAP3

SAP8

SAP9
SAP10

SAP7

Abbildung 5. Dendrogramm der SAP-Gene von C. albicans (144)
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In vitro - Expression der SAP - Gene

Switching
44—

Abbildung 6. Differentielle Regulation der SAP-Gene bei unterschiedlichen in
vitro Bedingungen (63)

1.1.7.4 Funktionen der Sap-Isoenzyme

Obwohl die sekretorischen Aspartatproteinasen von C. albicans bekannte
Virulenzfaktoren sind, ist bisher wenig iiber die Funktionen der einzelnen
Isoenzyme bekannt. Die Substratspezifitit der Proteinasen ist breit. Sap2 ist
beispielsweise in der Lage, Oberflachenproteine und Matrixproteine des Wirtes
wie Muzin, Fibronectin und Laminin zu degradieren (24, 92). Dies scheint
wichtig zu sein fiir die Adhirenz von C. albicans an Epithelzellen. Eine weitere
wichtige Aufgabe der Sap ist die Spaltung von menschlichen Proteinen wie
Albumin, Keratin, Kollagen, Hidmoglobin und IgA, einer der
Hauptabwehrmechanismen gegen mikrobielle Angriffe (124). Die Spaltung von
IgA scheint die Adhédrenz des Pilzes an die Wirtsoberfldche zu verstirken, was
fiir einen wichtigen Pathogenititsfaktor von Candida gehalten wird (86). Sap4-6
scheint wichtig zu sein fiir Candida, um sich gegen die Phagozytose durch
Makrophagen zu wehren. Dies wurde durch eine Asap4-6 Mutante indirekt
bestétigt, die zu 53% mehr durch Makrophagen eliminiert wurde (12). In ex
vivo-Experimenten basierend auf Modellen der oralen und kutanen Kandidose
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mit den Einfachmutanten 4sapl, Asap2 und Asap3 konnte gezeigt werden, dass
verglichen mit dem Wildtyp-Stamm alle drei Mutanten die Virulenz des Pilzes
verringerten. Der Virulenz-Phénotyp der Asap4-6- Dreifachmutante war dhnlich
dem des Wildtyps. Daraus lésst sich schlieBen, dass Sap1-3 mehr als Sap4-6 bei
der oralen und der kutanen Kandidose von Bedeutung sind (129, 130).

1.2 Die menschliche Vaginalschleimhaut

1.2.1 Anatomie und Ultrastruktur

Die Vagina erstreckt sich vom Scheideneingang (Ostium vaginae) bis zum
duBeren Muttermund (Portio vaginalis uteri) und ist 8-10 cm lang. Ausgekleidet
wird sie von einem mehrschichtigen, unverhornten, glykogenreichen
Plattenepithel, dessen Differenzierung zyklusphasenabhingig ist. Unverhornte
mehrschichtige Plattenepithelien kommen in feuchter Umgebung vor und
bestehen von innen nach auflen aus drei Schichten: das Stratum basale, dessen
Zellen die Aufgabe haben, durch Zellteilung die oberen Schichten zu generieren,
das Stratum spinosum, das fiir mechanische Stabilitdt sorgt, und das Stratum
superficiale, das im Gegensatz zur obersten Schicht des verhornten
Plattenepithels noch lebende Zellen enthélt, die sich von den unteren
Zellschichten lediglich dadurch unterscheiden, dass sie sich abgeflacht haben
(Abb. 7) (51, 71, 113). Stratum basale und Stratum spinosum werden
zusammenfassend als Stratum germinativum bezeichnet.

Abbildung 7. In vivo-Vaginalschleimhaut aus einem mehrschichtigen
unverhornten Plattenepithel (135)
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1.2.2 Funktion, Physiologie und Immunologie

Die Vagina dient dem Schutz der inneren Genitale, als Kohabitationsorgan und
als Geburtskanal.

Der Vaginalschleim ist ein Gemisch aus Zervixsekret, abgestorbenen
Plattenepithelzellen und Doderleinflora. Eine eigentliche Sekretion findet in der
Vagina nicht statt. Es handelt sich vielmehr um eine durchblutungs- und
hormonabhéngige Transsudation, die pramenstruell thr Maximum erreicht (51,
71).

Die Einlagerung von Glykogen in den Epithelzellen ist 6strogenabhidngig. In der
Proliferationsphase kommt es proportional zum Ostrogeneinfluss zu einem
Epithelaufbau. Das Epithel ist zum Zeitpunkt der Ovulation am
glykogenhaltigsten. In der Sekretionsphase kommt es zu einer vermehrten
Abschilferung der Zellen, die nach Aufbrechen der Zellwand Glykogen
freisetzen. Dieses wird hauptsdchlich von Milchsdurebakterien (Ddderleinflora)
zu Milchsdure verstoffwechselt und hélt somit ein saures Scheidenmilieu mit
einem pH-Wert von 3,6-4,5 aufrecht (13). Lactobacillus ist der dominante
Mikroorganismus in der Vagina von gesunden Frauen (4). Der vermutete
Mechanismus, mit dem Lactobazillen die Vagina schiitzen, scheint der
Konkurrenzkampf mit den entsprechenden pathogenen Keimen um das
Nahrungsangebot und um die Adhirenzrezeptoren zu sein, und die Produktion
von  Wasserstoffperoxid (H,O,) und  Milchsdure (104). Einige
Lactobazillenstimme sind beispielsweise in der Lage, die Adhidrenz und das
Wachstum von C. albicans in vitro zu hemmen (105).

Die Rolle des Wirtsimmunsystems bei der Bekidmpfung einer vaginalen
Kandidose wird bisher nur wenig verstanden, allerdings deutet einiges darauf
hin, dass die vaginale Immunantwort auf eine Candida-Infektion anders abliuft
als die orale Immunantwort, wo CD4+-Zellen eine wichtige Rolle spielen (8,
17). In einem Mausmodell der vaginalen Kandidose konnte gezeigt werden, dass
Maiuse eine begrenzte Form der Immunitit nach einer fritheren vaginalen
Infektion erwerben, aber nicht nach einer systemischen Immunisierung (42, 43).
Die Miuse bekommen immer noch eine akute Infektion, auch wenn die Stiarke
und die Dauer der Infektion reduziert ist. Es wird vermutet, dass bei der
vaginalen Kandidose andere Immunfaktoren neben der systemischen T-Zell
vermittelten Immunitdt wichtig sind und dass zwar systemisch ein Candida
Antigen-Gedichtnis  vorkommt, dieses aber nicht auf die lokale
Vaginalschleimhaut iibertragen wird, da systemische T-Zellen anscheinend nicht
in die Vaginalschleimhaut einwandern (8, 41). Interessanterweise besitzen die
T-Zellen, die in der Vagina gefunden werden, auch einen anderen Phénotyp als
die T-Zellen in der Peripherie (41).

Die Einwanderung von Leukozyten in die Genitalorgane ist sowohl beim
Menschen als auch beim Tier zyklusabhéingig und findet nach der Ovulation
statt (140). Dabei spielt beim Menschen vor allem Interleukin-8 (IL-8) eine
wichtige Rolle. Dieses Chemokin ist verantwortlich fiir die Aktivierung und
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Anlockung von polymorphkernigen, neutrophilen Granulozyten (PMN,
Neutrophile) (94). Die IL-8-Produktion wird ihrerseits durch die beiden
Chemokine IL-la and TNF-a induziert. Chemokine werden von durchaus
verschiedenen Zellen, wie zum Beispiel Makrophagen, PMN, Mastzellen, T-
Zellen, Fibroblasten und auch Keratinozyten produziert (6).

PMN sind wichtige Zellen der angeborenen Immunantwort gegen systemische
C. albicans-Infektionen und besitzen eine deutliche Aktivitit gegen Candida in
vitro (35, 100). Obwohl PMN in der Vagina der Maus, neben Makrophagen,
Lymphozyten und verschiedenen anderen Leukozyten, mit 85% die
vorherrschenden Zellen der Immunantwort sind, ist ihre Bedeutung fiir die
Bekdmpfung der vaginalen Kandidose bis jetzt unklar. Die Anwesenheit von
PMN scheint im Mausmodell die Pilzzellzahl wéhrend einer Infektion nicht
deutlich zu verringern (41, 125). Wéhrend es im Mausmodell einer vaginalen
Kandidose zu einem Einstrom von PMN kommt (9), ist beim Rattenmodell nur
eine minimale Infiltration von entziindlichen Zellen zu beobachten (21). Es ist
daher fraglich, ob diese Tiermodelle fiir die Erforschung der Funktion der PMN
bei der vaginalen Kandidose der Frau geeignet sind, zumal auch einige
Chemokine wie IL-8 bei der Maus nicht identisch vorhanden sind (140), oder ob
nicht ein rekonstituiertes humanes Vaginalschleimhautmodell bessere
Ergebnisse liefert.

1.2.3 Pathologie der Vaginitis

Bei der Entziindung der Vagina unterscheidet man infektiose und nicht
infektiose Kolpitiden. Nicht infektidse Kolpitiden entstehen durch Chemikalien,
allergische Reaktionen, Traumata oder eine Atrophie. Bei den infektiosen
Kolpitiden sind die hdufigsten Ursachen eine bakterielle Vaginose (BV; in 40-
50% der Fille), die Vulvovaginalkandidose (in 20-25% der Félle) und
Trichomoniasis (in 15-20% der Fille).

Die BV ist charakterisiert durch das Vorhandensein eines erhohten pH-Wertes
von pH 5-5,5. Die Vaginalflora verdndert sich von einer Lactobacillus
dominierten Flora zu einem Milieu, in dem Gardnerella vaginalis, Mycoplasma
hominis und andere anaerobe Bakterien vorherrschen. Der Fluor ist grau,
diinnfliissig und nach Fisch riechend. Im Gegensatz zur Vulvovaginalkandidose
(s.1.1.4.3) tritt keine R6tung und kein Juckreiz auf. Bei der Trichomoniasis ist
der pH-Wert im Gegensatz zur Vulvovaginal-Kandidose durch die Verdringung
der Lactobazillen ebenfalls erhoht. Erreger ist Trichomoniasis vaginalis. Die
Ubertragung erfolgt fast ausschlieBlich sexuell. Klinisch erkennbar ist die
Erkrankung an einem {ibel riechenden, gelb-griinlichen, schaumigen Fluor mit
Brennen, Juckreiz und Dyspareunie. Die Vagina ist gerdtet (51, 57, 113, 115).
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1.3 Proteinaseinhibitoren

Aufgrund der steigenden Anzahl an resistenten C. albicans-Stammen (19) ist es
wichtig, nach neuen Moglichkeiten zu suchen, um Patienten mit Candida-
Infektionen zu behandeln. Ein moglicher Angriffspunkt sind die sekretorischen
Aspartatproteinasen von C. albicans. Ein bekannter Proteinaseinhibitor ist
Pepstatin A, der hdufig als Modellsubstanz eingesetzt wird, um die Virulenz
bzw. die Funktion der Aspartatproteinasen zu untersuchen. Dieser Inhibitor
hemmt relativ unspezifisch Aspartatproteinasen des HI-Virus, von Candida-
Spezies, aber auch vom Menschen. Er kann aufgrund seiner schnellen Clearance
aus dem Blut und seiner Toxizitdt nicht in vivo eingesetzt werden (121).
Proteinaseinhibitoren hemmen die Spaltung des Substrates im aktiven Zentrum
der Proteinase, indem sie den Ubergangszustand der Substratspaltung simulieren
und dadurch das aktive Zentrum blockieren (11). Durch die Kenntnis der
Rontgenkristallstruktur ~ von  Sap2  wurde es  moglich, gezielt
Proteinaseinhibitoren gegen Sap von C. albicans zu entwickeln (1, 27). Ein
Inhibitor, A-70450, hemmt Sap2 in einer subnanomolaren Menge, was eine
deutliche Verbesserung zu Pepstatin A ist, wo die notige Hemmkonzentration
mehr als 15fach hoher liegt (18). Ein wesentlicher Fortschritt bei der Suche nach
neuen  Proteinaseinhibitoren = wurde  durch  die  Einfilhrung  von
Proteinaseinhibitoren in die HIV-Therapie gemacht. Die Proteinasen des HI-
Virus sind ebenfalls vom Typ der Aspartatproteinasen. Bis jetzt sind fiinf
Proteinaseinhibitoren, ndmlich Saquinavir, Indinavir, Ritonavir, Nelfinavir und
Amprenavir, fiir die Therapie von AIDS zugelassen. In vitro konnte
nachgewiesen werden, dass Saquinavir und Indinavir auch die Sap-Aktivitit
dosisabhingig reduzieren konnen. Die Hemmwirkung lag bei beiden Stoffen bei
80-85%, und dies bei einer Konzentration, wie sie auch beim Menschen
wihrend einer Behandlung der HIV-Infektion gemessen wurde (77). Die
Ergebnisse stimmen mit einem Einzelfallbericht {iberein, der einen HIV-
positiven Patienten mit oraler Kandidose beschreibt, wobei der Erreger gegen
die Antimykotika Fluconazol, Itraconazol, Amphotericin B und Nystatin
resistent war. Die Infektion verschwand plotzlich, als seine HIV-Infektion
zusétzlich mit Saquinavir behandelt wurde (162). In einer einjdhrigen
prospektiven Fall-Kontroll-Studie konnte gezeigt werden, dass die Priavention
von wiederkehrenden oralen Kandidosen bei HIV-Patienten weitestgehend auf
die Therapie mit Proteinaseinhibitoren zuriickzufiihren ist und dass nicht nur der
verbesserte Immunstatus daflir ausschlaggebend ist, sondern eine direkte
Hemmung der Sap von C. albicans eine Rolle spielen konnte (22). Die meisten
der fritheren Untersuchungen zeigen eine reduzierte Virulenz, aber keine
komplette Avirulenz von C. albicans unter dem Einfluss von Pepstatin A oder
den HIV-Proteinaseinhibitoren. Ein Grund dafiir kénnte die unvollstindige
Hemmung aller Sap Isoenzyme sein. Trotzdem scheinen die Sap ein wichtiger
Angriffspunkt fiir die Entwicklung neuer Antimykotika zu sein. Durch die
Erforschung der Rontgenkristallstrukturen aller zehn Sap-Isoenzyme sollte es
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moglich sein, gezielt Proteinaseinhibitoren gegen die Sap zu entwickeln, die in
dem jeweiligen Infektionsstadium und bei dem jeweiligen Infektionsort von
Bedeutung sind.

1.4 Ziel der Arbeit

Zur Untersuchung der vaginalen Kandidose werden meist Tiermodelle
verwendet. Die am héufigsten verwendeten Tierarten sind Mause und Ratten.
Um eine C. albicans-Infektion bei der Maus oder der Ratte etablieren zu
kénnen, miissen die Tiere mit Ostrogenen vorbehandelt werden. Nach einer 3-7-
tagigen Vorbehandlung werden die Tiere dann mit C. albicans infiziert. Neben
den ethischen Bedenken stellen v.a. die mangelnde Ubertragbarkeit vieler
Ergebnisse auf den Menschen einen erheblichen Nachteil dar (8, 30, 41). Daher
bietet ein ex vivo-Modell der vaginalen Kandidose, basierend auf einer
rekonstituierten humanen Vaginalschleimhaut, eine gute Alternative.

Ziel der Forschungsarbeit war es, ein ex vivo-Modell der vaginalen Kandidose
zu etablieren, anhand dessen der Einfluss der sekretorischen Aspartatproteinasen
auf den Verlauf der vaginalen Infektion untersucht werden kann. Durch die
Verwendung von S4P-Nullmutanten sollte die Funktion der einzelnen Sap nédher
charakterisiert werden. AufBlerdem wurden einige Proteinaseinhibitoren
beziiglich ihrer Wirksamkeit gegentiber Sap von C. albicans und damit ihres
Einflusses auf den Infektionsverlauf im rekonstituierten vaginalen
Schleimhautmodell untersucht (131). Die Wirksamkeit der Proteinaseinhibitoren
wurde durch die Untersuchung der chemischen Wechselwirkungen der
Hemmstoffe mit dem aktiven Zentrum von Sap2 computergestiitzt aufgeklart.
Die ex vivo-Ergebnisse beziiglich der SAP-Expression wurden mit denen mittels
in vivo-Proben einer vaginalen Kandidose gewonnenen verglichen.

SchlieBlich wurde auch die Wirtsantwort durch Zugabe von PMN simuliert und
die damit verbundene Zytokinexpression auf Gen-Ebene gemessen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Ex vivo-Virulenzuntersuchungen zu den Sap von C. albicans

2.1.1 Ex vivo-Vaginalschleimhautmodell

Unm die Virulenz der einzelnen Sap zu untersuchen, wurde zunichst ein Modell
der vaginalen Kandidose etabliert. Das humane Epithel fiir das ex vivo-Modell
der vaginalen Kandidose wurde von der Firma Skinethic (Nizza, Frankreich)
geliefert. Es besteht aus A431-Zellen, die von einem humanen Epidermoid-
Karzinom der Vulva stammen (48, 117). Diese Zelllinie bildet durch in vitro-
Kultivierung auf einem 0,5 cm’ groBen Polycarbonatfilter, der als Dermisersatz
fungiert, ein mehrschichtiges Epithel ohne Stratum corneum, das der
menschlichen Vaginalschleimhaut in vivo gleicht. Die Kultivierung dauert finf
Tage und findet in einem serum-, antibiotika- und antimykotikafreien MCDB
153 Spezialmedium (Clonetics, San Diego, USA) statt, das Sug/ml Insulin und
eine Calciumkonzentration von 1,5 mM enthilt. Die Dicke des Epithels betragt
am fiinften Tag 64 um. Es wurden jeweils zwolf gekiihlte, 0,5 cm® groBe, sterile
Epithelien in Alufolie verpackt geliefert. Zusitzlich wurde ein antibiotika- und
antimykotikafreies Erhaltungsmedium mitgeliefert, das bei ldngeren Versuchen
alle 24h gewechselt werden muss. Die infizierten und nicht infizierten
Gewebekulturen wurden jeweils in 1ml Erhaltungsmedium gestellt und bei
37°C, 5% CO, und 100% Luftfeuchtigkeit in einem Brutschrank (Heraeus,
Hanau, Deutschland) inkubiert.

2.1.2 Synchronisation der Stamme

Alle verwendeten C. albicans-Stimme wurden vor threr Verwendung im
rekonstituierten humanen Vaginalepithel-(RHVE) Modell synchronisiert. Dazu
wurden die eingefrorenen Stimme mit Hilfe einer Ose auf Sabouraud-Glukose-
Agarplatten (Difco, Detroit, USA) iiberimpft und fiir 24h bei 37°C in einem
Inkubator (Heraeus) angeziichtet. Ein Teil der gewachsenen Kolonien wurde
anschlieBend in S5ml steriler, 0,9%iger Natriumchlorid (NaCl)-Losung
suspendiert und bei 1500 U/min (Rotanta/S, Hettich, Berlin, D; Rotor: 6775064)
10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde weggekippt und der
Waschvorgang mit 10ml 0,9%iger NaCl-Losung zweimal wiederholt.
AnschlieBend wurde der Riickstand in Sml destilliertem Wasser resuspendiert
und die Zellzahl mit Hilfe einer Neugebauer-Zahlkammer bestimmt. 2x10°
Zellen/'ml wurden darauthin in autoklaviertes YPD-Medium (Yeast-Extract-
Peptone-Dextrose, Hefeextrakt-Pepton-Glukose, Difco, Detroit, USA)
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eingeimpft. Diese Suspension wurde fiir 16h bei 25°C und 150 U/min in einem
Schiittelinkubator (HT, Infors AG, Bottmingen, Schweiz) inkubiert. Am
nidchsten Tag wurde wiederum die Zellzahl bestimmt und diesmal eine
Konzentration von 4x10° Zellen/ml mit frischem YPD eingestellt. Diese
Suspension wurde fiir 24h bei 37°C und 150 U/min inkubiert. Abschliefend
wurde die Mischung dreimal mit jeweils 10 ml steriler Phosphat-gepufferter
Kochsalz-Losung (PBS, Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, USA)
gewaschen. Die InokulumgrBe wurde mit PBS auf 2x10” Zellen/ml eingestellt.

2.1.3 Verwendete C. albicans-Stimme

Fir die Wildtyp-Infektion des RHVE wurde der C. albicans Stamm SC5314
(50) verwendet. AuBBerdem wurden die bekannten Asap -, Asap2- und Asap4-6-
Mutanten (64) und die 4sapl- und Adsap2-Revertanten eingesetzt. Die SAP-
Nullmutanten waren gezielt durch gene-targeting nach dem URA-Blaster-
Protokoll konstruiert worden(45, 53). Dies hat den Vorteil, dass die niedrigere
proteolytische Aktivitét direkt auf das deletierte Gen zuriickfithrbar ist und nicht
wie bei den durch ungerichtete Mutationen (UV-Strahlung, Chemotherapie)
zufillig erzeugten Mutanten auf eventuelle weitere Verdnderungen des Erbgutes
(62).

Die Konstruktion mehrerer isogener Mutanten gestaltet sich aufgrund des
diploiden Charakters von C. albicans relativ schwierig, da immer beide Allele
ausgeschaltet werden miissen. Bei den Revertanten wurden die deletierten Gene
mit Hilfe eines Plasmids wieder in die Zelle eingefiihrt (Hube unpubliziert).

2.1.4 Ex vivo-Infektionsmodell

Das RHVE wurde in einer Laminar-Air-Flow-Box (Lamin Air, Heraeus)
jeweils mit 50ul einer Stammsuspension infiziert. Zudem wurden
Kontrollproben mit 50ul PBS angesetzt. Die einzelnen Inserts wurden in 1 ml
Erhaltungsmedium gestellt, das bei lingeren Versuchen alle 24h gewechselt
werden musste. Die Proben wurden bei 37°C, 5% CO, und 100%
Luftfeuchtigkeit in einem Inkubator angeziichtet. Zu bestimmten Zeiten wurden
jeweils Proben entnommen. Das Epithel mit Polycarbonattrigerschicht wurde
dabei mit einem Skalpell aus dem Plastikinsert herausgeschnitten und halbiert.
Ein Teil wurde fiir die weitere Untersuchung mittels Reverser Transkriptase
Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) in fliissigem Stickstoff schockgefroren
und bei —80°C gelagert. Der andere Teil wurde in Karnovsky-Fixierung gelegt
und fiir die histologischen und (immun-)elektronenmikroskopischen
Untersuchungen verwendet. Das Erhaltungsmedium wurde ebenfalls
schockgefroren und bei —80°C fiir spitere Zytokinbestimmungen oder LDH-
Tests aufgehoben.
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2.1.4.1 Infektion mit dem C. albicans Wildtyp SC5314

Das Epithel wurde jeweils mit 2x10° C. albicans Zellen des Wildtypstammes
SC5314 in 50 pl PBS infiziert. Gleichzeitig wurden Kontrollproben mit 50 pl
PBS angesetzt. Die Proben wurden bei 37°C, 5% CO, und 100%
Luftfeuchtigkeit fiir 1, 3, 6, 12, 14, 22, 24 und 36h inkubiert. Das
Erhaltungsmedium wurde nach 24h gewechselt.

Das Epithel wurde auBerdem mit 2x10° C. albicans Zellen des Wildtypstammes
SC5314 in 50ul PBS unter Zugabe von konzentrierter Essigsdure infiziert. Der
pH-Wert des Erhaltungsmediums wurde dabei ebenfalls mit konzentrierter
Essigsdure auf pH 4,5 eingestellt. Die entsprechenden Kontrollproben wurden
ebenfalls auf pH 4,5 eingestellt. Die Inkubationszeit betrug 3, 6 und 12h.

2.1.4.2 Infektion mit dem C. albicans Wildtyp SC5314 wund
Proteinaseinhibitoren

Die rekonstituierte Vaginalschleimhaut wurde jeweils mit 2x10° C. albicans-
Zellen des Wildtypstammes SC5314 in 50 ul PBS infiziert. Des Weiteren
wurden jeweils 50 ul der oben erwdhnten Stammsuspension zusdtzlich entweder
mit Pepstatin A (Sigma, Saint Louis, USA) (Abb. 8) in einer Konzentration von
15 uM, mit Ritonavir (Abbott, Wiesbaden, D) (Abb. 9) in einer Konzentration
von 32uM, mit Amprenavir (GlaxoSmithKline, Bad Oldeslohe, D) (Abb. 10) in
einer Konzentration von 0,5 pM oder mit einem peptidartigen
Proteinaseinhibitor mit der Sequenz BocValValPstAla(3R,4R)PstOMe (Inh18)
in einer Konzentration von 15uM, synthetisiert von Pichova et al. (108),
versetzt. Die Kontrollen wurden nur mit PBS und dem entsprechenden
Proteinaseinhibitor inkubiert. Die Infektionszeiten betrugen 6, 12 und 24h fiir
Pepstatin A und Ritonavir, 6 und 12h fiir Inh18 und 24h fiir Amprenavir. Die
Konzentrationen der HIV-Proteinaseinhibitoren Amprenavir und Ritonavir
entsprachen den Plasmaspiegeln, die bei oraler Gabe auch bei HIV-Patienten
gemessen wurden (56, 59).

0 OH 0 OH
NH, NH., HN, COH
W ", NH ., NH i
o o} 0

Abbildung 8. Strukturformel von Pepstatin A
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Amprenavir Ox

f,

T)

Abbildung 9-10. Strukturformel von Ritonavir und Amprenavir

2.1.4.3 Infektion mit dem C. albicans Wildtyp SC5314 und Lactobacillus
acidophilus

Das Epithel wurde jeweils mit 2x10° C. albicans-Zellen des Wildtypstammes
SC5314 in 50 pl PBS und jeweils 1x10’ Lactobacillus acidophilus-Zellen
(Kl1ssterl-Apotheke, Miinchen) infiziert. Die Kontrollen wurden nur mit 1x10’
Lactobacillus acidophilus-Keimen in PBS inkubiert. Die Infektionszeit betrug 6
und 12h.

2.1.4.4 Infektion mit den S4P-Nullmutanten Asap1, Asap2 und Asap4-6

Das Epithel wurde jeweils mit 2x10° C. albicans-Zellen des Wildtypstammes
SC5314 oder der dsapl-, Asap2- oder Asap4-6-Mutante in 50 pl PBS infiziert.
Die nicht infizierten Kontrollen wurden nur mit 50 pl PBS inkubiert. Die
Infektionszeiten betrugen 6, 12 und 24h.
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2.1.4.5 Infektion mit den 4sapI- und Asap2-Revertanten

Das Epithel wurde jeweils mit 2x10° C. albicans-Zellen des Wildtypstammes
SC5314 oder 2x10° Zellen der Asapl- oder Asap2-Revertanten in 50 ul PBS
infiziert. Die Dauer der Infektion betrug 6 und 12h.

2.1.4.6 Exposition gegeniiber den Enzymen Sap1 und Sap2

Das RHVE wurde mit Sap2 in einer Konzentration von 1 und 2,5 pg pro 50ul
PBS fiir 3, 6 und 8h infiziert. AuBerdem wurde das Gewebe fiir 8h mit Sapl in
einer Konzentration von 2 ug pro 50 ul PBS inkubiert. Die entsprechenden
Kontrollproben wurden nur mit 50 pl PBS inkubiert. Sapl und 2 war in dem
Mikroorganismus P. pastoris hergestellt worden, das ein Plasmid enthilt,
welches SAPI und SAP?2 {iberexprimiert (12).

2.1.4.7 Infektion mit dem C. albicans Wildtyp SC5314 und PMN

Das Epithel wurde jeweils mit 2x10° C. albicans-Zellen des Wildtypstammes
SC5314 in 50 ul PBS infiziert. 5h vor Ende der Infektionszeit wurden 4x10°
neutrophile Granulozyten dazugegeben. Die Infektionszeit betrug 12 und 24h.
Die Kontrollproben wurden mit 50 pl PBS inkubiert.

Die PMN wurden aus menschlichem Blut isoliert. Dazu wurden 40 ml
menschliches Blut abgenommen und dieses mit Heparin versetzt, um eine
Gerinnung zu vermeiden. Bei der Gewinnung von Zellen aus menschlichem
Blut macht man sich das Prinzip der Dichtegradientenzentrifugation zunutze.
Boyum beschrieb als Erster 1968 die Isolierung von mononukledren Zellen aus
zirkulierendem Blut und Knochenmark (14). Dabei wird eine Losung aus
Polysaccharose und einem strahlenundurchldssigen Kontrastmittel mit einer
Dichte von 1,077 verwendet (Histopaque-1077; Sigma, Saint Louis, USA).
Diese bewirkt das Ansammeln der mononukledren Zellen in der Interphase
zwischen Plasma und Histopaque-1077. Um die PMN abzutrennen, wird
zusétzlich eine zweite Losung aus Polysaccharose und Natriumdiatrizoat
(Histopaque-1119; Sigma) mit einer Dichte von 1,119 verwendet. Diese beiden
Losungen werden vorsichtig libereinander geschichtet, wobei zuerst 10 ml der
Losung mit der hoheren Dichte (Histopaque-1119) in ein dickes
Zentrifugenrohrchen gegeben wird und anschliefend 10 ml Histopaque-1077
dazu pipettiert wird. Dadurch wird ein doppelter Gradient gebildet (36). Die
beiden Losungen werden mit 20 ml Vollblut {iberschichtet. AnschlieBend wird
die Mischung 30 Minuten bei 700 x g bei Raumtemperatur zentrifugiert. Dabei
sammeln sich die Zellen je nach Dichte in den unterschiedlichen Schichten an
(Abb. 11). Die Schicht mit den Neutrophilen wird mit einer Pipette abpipettiert
und dreimal mit 10 ml Zellkulturmedium RPMI 1640 mit fetalem Rinderserum
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(Sigma) gewaschen. Darauthin werden die PMN mit Hilfe der Neugebauer-
Zahlkammer gezdhlt und mit RPMI 1640 auf die gewiinschte Zellzahl von 8x10’
Zellen/ml gebracht.

ZENTRIFUGIEREN PLASMA

NUKLEAREZELLEN
. [THROMBOZYTEN
'B-GRANULOZYTEN

BLUT

C-ROTE _
BLUTKOPERCHEN

HISTOPAQUE ®1077
HISTOPAQUE ®1119

Abbildung 11. Auftrennung der Blutzellen nach ihrer Dichte zur Isolierung von
PMN.

2.1.5 Fixierung und Einbettung

Fiir die histologischen und elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurde
das Epithel im Anschluss an die Infektion fixiert. Dazu wurden die Proben fiir
mindestens fiinf Stunden bei 4°C in eine nach Karnovsky modifizierte Losung
gelegt. Diese besteht aus 2,5%iger Glutaraldehyd- (Serva, Heidelberg) und
2,0%iger Formaldehyd-Losung (Merck) in 0,1 M Phosphatpuffer (Merck) mit
einem pH-Wert von 7,3 (69). AnschlieBend wurde die Losung bei
Raumtemperatur abpipettiert und dreimal mit 0,1 M Phosphatpuffer fiir jeweils
15 Minuten gesplilt. Die Nachfixierung des Epithels erfolgte eine Stunde lang
bei Raumtemperatur mit 1% Osmiumtetroxid- (OsOy-, Serva) Losung in 0,1 M
Phosphatpuffer. Danach wurde die Haut noch zweimal fiir jeweils 15 Minuten
mit 0,1 M Phosphatpuffer gespiilt. Die Entwésserung der Schleimhaut erfolgte,
indem man die Proben nacheinander fiir jeweils 15 Minuten in steigende
Alkoholkonzentrationen, bestehend aus 30, 50, 70, 90% und schlieB3lich
absolutem Ethanol (Apotheke der Innenstadtkliniken der LMU, Miinchen),
legte. Fiir die folgende Glycidethereinbettung nach Luft (79) musste zunichst
eine fliissige Kunstharzlosung hergestellt werden, die sich aus mehreren
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Komponenten zusammensetzt. Komponente A enthélt 62 ml Glycidether (Serva)
und 100 ml Dodecanylbernsteinsdureanhydrid (Serva). Komponente B setzt sich
aus einer Mischung von 100 ml Glycidether (Serva) und 89 ml
Methylnadicanhydrid (Serva) zusammen. Nach intensiver Mischung der beiden
Komponenten A und B im Verhéltnis 2:3 wurde abschlieBend noch der
Polymerisationsbeschleuniger  p-Dimethylaminomethylphenol  (Serva) in
1,5%iger Konzentration zugesetzt. Die Proben wurden zundchst 60 Minuten in
eine Mischung des oben beschriebenen Kunstharzes und absoluten Ethanols im
Verhiltnis 1:1 gegeben. AnschlieBend wurden das Kunstharz und der absolute
Ethanol im Verhéltnis 2:1 gemischt und die Proben zwei Stunden in diese
Mischung gelegt. Danach legte man die Proben in die reine Kunstharzmischung.
Nach drei Stunden erneuerte man diese Kunstharzmischung und lie3 die Proben
iiber Nacht im Kiihlschrank stehen. Am néchsten Tag wurden die in der
Kunstharzmischung liegenden Schleimhautproben fiir eine Stunde auf 37°C
erwarmt, um den restlichen Alkohol aus den Proben zu entfernen. Anschlief3end
wurde das Epithel unter der Lupe mit einer Rasierklinge in kleine Stiicke
geschnitten und in mit fliisssiger Kunstharzmischung gefiillte Einbettungsformen
gelegt, die dann zur Aushidrtung des Harzes fiir 7 Tage bei 60°C im
Trockenschrank (WTB Binder, Tuttlingen) aufbewahrt wurden. Nach erfolgter
Aushértung konnten die einzelnen Kunstharzblocke auf die optimale Grofle
getrimmt werden (Ultracut, Reichert, Wien, Osterreich).

2.1.6 Lichtmikroskopische Untersuchungen

Fir die lichtmikroskopischen Untersuchungen wurden aus den getrimmten
Kunstharzblocken mit Hilfe eines Ultramikrotoms (Ultracut, Reichert)
Semidiinnschnitte mit einer Dicke von 1 pm angefertigt. Diese wurden mit einer
frisch hergestellten Mischung aus 1%iger Pyronin G Losung (Merck) und
1%igem Toluidinblau (Merck), gepuffert mit 1% Dinatriumtetraborat (Borax,
Na,B;,07), im Verhiltnis 1:4 fiir fiinf Minuten bei 60°C auf einer Heizplatte
(Medax, Miinchen) gefirbt. Die gefarbten Schnitte wurden bei 60°C getrocknet
und anschlieend mit einem Lichtmikroskop (Zeiss, Oberkochen) bei 400facher
VergroBerung ausgewertet.

2.1.7 Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Fiir die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden aus den getrimmten
Kunstharzblocken mit Hilfe eines Ultramikrotoms (Ultracut S, Reichert) und
Diamantmessern Ultradiinnschnitte mit einer Dicke von 60-80 nm angefertigt.
Anschliefend erfolgte eine Kontrastierung mit 0,5%igem Uranylacetat (Leica,
Bensheim) bei 30°C fiir 20 Minuten sowie mit 2,7%igem Bleicitrat (Leica) fiir
10 Minuten in einem Ultrastainer (Leica). Die Auswertung der Schnitte wurde
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mit einem EM 902-Transmissionselektronenmikroskop (Zeiss, Oberkochen) bei
80 kV und einer Vergroerung zwischen x2400 und x85000 durchgefiihrt.

2.1.8 Immunelektronenmikroskopische Untersuchungen

Zum Nachweis von intrazellulir und auch extrazelluldr gelegenen Sap-
Antigenen wurden Proben nach 24 h dauernder Infektion mit dem C. albicans
Wildtypstamm SC5314 immunelektronenmikroskopisch aufgearbeitet. Dabei
erfolgte die Markierung der Schnitte nach dem Postembedding-Immunogold-
Labelling-Verfahren (96). Die Proben wurden zunichst 3,5h in einer 0,1 M
Phosphatpufferlosung (Merck), die 2% Formaldehyd (Merck) enthielt, fixiert.
AnschlieBend wurden die Schnitte in LR-White Medium (London Resin;
London, England) eingebettet und das Kunstharz bei 50°C zwei Tage
ausgehértet. Nach der Anfertigung von Ultradiinnschnitten (60-80 nm) mit Hilfe
eines Ultramikrotoms (Ultracut S, Reichert) wurden diese auf ein befilmtes
Nickelnetzchen aufgebracht und 10 Minuten lang mit destilliertem Wasser
sowie 2 x 10 Minuten mit 5%igem Ziegenserum, gelost in PBS, gespiilt. Die
Schnitte wurden danach mit dem gegen Sapl-3 gerichteten, polyklonalen
Kaninchenantikorper a-Sap2 (12) 1:100 verdiinnt, oder mit dem gegen Sap4-6
gerichteten, polyklonalen Kaninchenantikérper a-Sap6 (12), 1:80 verdiinnt,
inkubiert. Die Verdiinnung erfolgte mit PBS Losung (Gibco), die 1%
Ovalbumin (Sigma), 0,1% Tween 20 (Merck) und 0,015 M Natriumazidldsung
(Merck) enthielt. Die Netzchen mit den Schnitten wurden iiber Nacht mit PBS
gewaschen und am nédchsten Tag mit einem 10 nm-goldpartikelmarkierten
Ziegen-Anti-Kaninchen-IgG-Antikérper  (Auroprobe, EM  Immunogold
Reagents, Amersham, Little Chalfont, GroBbritannien) fiir 1,5 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Antikorper mussten zuvor mit 0,02 M Tris-HCI-
Puffer pH 8,2 (Merck), der zusitzlich 0,45 M NaCl (Fluka), 0,015 M
Natriumazid (Merck), 1% Ovalbumin (Sigma) und 0,1% Tween 20 (Merck)
enthielt, 1:50 verdiinnt werden. Nach der Inkubation wurden die Proben erneut
mehrmals mit der oben genannten Tris-HCI-Losung gewaschen und mit 2%igem
Glutaraldehyd in PBS fiir 15 Minuten nachfixiert. Die Reste der Fixierlosung
wurden anschlieBend durch 3 x Waschen mit Aqua destillata entfernt. Zuletzt
erfolgte die Kontrastierung der Schnitte mit 0,5%igem Uranylacetat (Leica) fiir
7 Minuten bei 30°C sowie mit 2,7%igem Bleicitrat (Leica) fiir 3 Minuten bei
20°C in einem Ultrastainer (Leica). Die Begutachtung der Schnitte wurde mit
einem EM 902-Transmissionselektronenmikroskop (Zeiss) bei 80 kV und
VergroBerungsstufen zwischen x 3000 und x 50000 durchgefiihrt.
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2.1.9 SAP-Genexpressionsstudien mittels RT-PCR

Um die Rolle der verschiedenen Isoenzyme bei den unterschiedlichen
Infektionsstadien zu untersuchen, wurden S4P-Genexpressionsuntersuchungen
durchgefiihrt. Dabei musste zundchst einmal die gesamte RNA nach der
Infektion aus den Zellen isoliert werden. Da nur die enthaltenen 5% mRNA
(messenger RNA) bei der Proteinbiosynthese durch Translation in die
entsprechenden Aminoséduren iibersetzt werden, war es giinstig, nur die mRNA
in cDNA (complementary DNA) zu iibersetzen. Dies ist moglich durch die
Verwendung eines Oligo-(dT)-Primers (Gibco), der selektiv mRNA in cDNA
umschreibt. mRNA besteht am 3°-Ende aus einer Kette von Adenosinresten. Der
komplementire Oligo-(dT)-Primer, der aus Desoxythymidin-Nukleotiden
besteht, lagert sich am 3'-Ende der mRNA an und wandelt diese mit Hilfe des
Enzyms Reverse Transkriptase (Superscript, Gibco) in cDNA um. Mit Hilfe von
SAP-spezifischen Primern wurde darauthin die cDNA mittels PCR amplifiziert.
Die enthaltenen SAP Gene konnten anschlieBend durch Ethidiumbromid-
Gelelektrophorese aufgetrennt und nachgewiesen werden (Abb. 12)(25).

.. albicans infiziertes Epithel

Isolation l

RNA

Reverse
Transkription

cDNA

PE—— A T AL T
cmm—————b b

PCR 1*— SAP-Primer

EtBr Gelelektrophorese

Abbildung 12. RT-PCR Methode zum Nachweis der S4P-Gene auf mRNA
Ebene
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Die Polymerasekettenreaktion (PCR), die Mitte der achtziger Jahre von Kary
Mullis entwickelt wurde (93), ist eine enorm empfindliche Methode, mit der es
moglich ist, einzelne DNA Abschnitte nachzuweisen, indem diese millionenfach
kopiert werden. Sie besteht aus drei wesentlichen Schritten (Abb. 13). Zuerst
miissen die Basenpaarungen der Ziel-DNA (femplate) durch Erhitzen auf ca.
95°C denaturiert bzw. geldst werden, so dass Einzelstringe entstehen, die dann
in der ndchsten Syntheserunde als Matrize dienen. Im nichsten Schritt, der sog.
Hybridisierung, lagern sich die zugesetzten Primer an die komplementéiren
Enden der Einzelstrang DNA an. Dieser Schritt bestimmt die Spezifitidt der
PCR. Die angelagerten Primer sind in der Regel 20-30 Nukleotide lang. Die
Hybridisierungstemperatur liegt in der Regel zwischen 45 und 60°C und héngt
vom Verhiltnis der Nukleotide Guanosin/Cytidin zu Adenosin/Thymidin ab. Als
letzter Schritt folgt die DNA-Synthese, die auch als Polymerisierung bezeichnet
wird. Die hitzestabile DNA-Polymerase verlidngert bei 72-74°C in Gegenwart
von Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTP's) die Primer entlang des
templates. Diese drei Schritte werden je nach gewiinschter Menge an DNA 25-
50-mal wiederholt. Dabei entstehen maximal 2" Kopien des gewiinschten DNA-
Fragments, wobei n die Zahl der Versuchszyklen darstellt (15, 33).

5‘ oo 3‘

3' SR e e A e R P S e T e 5'

Denaturierung
95°C

3' Bk b A A S L T M i B R S e R R 5'
<
Hybridisierung *
45-60°C
5" o T A Y ey T T A e it st 3'

3| R A T e e T T T S R T T S st 5I

Polymerisierung
72°C

3' '&'W:éiéag}'}«-;..}-.-:.'.:- ot Vo o e S e o R A R il 5'

Abbildung 13. Schematische Darstellung eines PCR-Zyklus (33)

2.1.9.1 RNA-Aufarbeitung

Fiir die Genexpressionsstudien musste die RNA sowohl aus infizierten als auch
aus nicht infizierten Epithelien isoliert werden. Dies gestaltet sich bei Pilzzellen
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im Gegensatz zu humanen oder tierischen Zellen relativ schwierig, da Pilze eine
sehr stabile Zellwand besitzen. Die RNA-Extraktion besteht aus fiinf
wesentlichen Schritten: Homogenisieren, Phasentrennung, RNA-Prézipitation,
Waschen der RNA und Losen der RNA. Zum Homogenisieren wurden die bei -
80°C schockgefrorenen Proben zuerst einmal mit 1 ml peqGOLD RNAPure
(PeqLab; Erlangen) versetzt. Diese Losung enthdlt Phenol und
Guanidinisothiocyanat in einphasiger LOsung. Zusdtzlich wurden 0,5 g
Glaskiigelchen (Sigma) mit einem Durchmesser von 425-600 um dazugegeben
und das Gemisch zum AufschlieBen der Zellen fiir 10 Minuten geschiittelt.
Daraufhin wurden die Proben fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur stehen
gelassen, um die Dissoziation der Nukleotidkomplexe zu gewdhrleisten.
Anschlieend wurden 200 pl Chloroform dazugegeben und die Proben 15
Sekunden lang kriftig geschiittelt, danach wurden sie fiir 5 Minuten bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Eine 5-miniitige Zentrifugation bei 12000 x g
in einer Kiihlzentrifuge (Biofuge fresco, Heraeus; Rotor 3324) bei 20°C fiihrte
zur Trennung der Probe in drei Phasen: eine untere gelbe Phenol-Chloroform-
Phase, eine obere farblose wissrige Phase und eine dazwischenliegende
Interphase. Die RNA reichert sich ausschlieBlich in der wissrigen Phase an,
wiahrend DNA und Proteine sich in der Interphase und der Phenol-Chloroform-
Phase befinden. Die wéssrige Phase mit RNA wurde darauthin in ein neues
Rohrchen (Tube) iiberfithrt und mit 0,5 ml Isopropanol (Sigma) und 10 pl
Glykogen (Amersham) versetzt. Das Gemisch wurde 10 Minuten bei
Raumtemperatur stehen gelassen und anschlieBend fiir 10 Minuten bei 12000 x
g in einer Kiihlzentrifuge (Biofuge fresco) bei 4°C zentrifugiert. Dies fiihrte zur
Ausfillung der gelartigen RNA am unteren Ende des RoOhrchens. Der
Isopropanol-Uberstand wurde weggekippt und die RNA zweimal mit 1ml 75%
Ethanol (Apotheke der Innenstadtkliniken der LMU) gewaschen und
zentrifugiert. Das erhaltene RNA-Pellet wurde anschliefend leicht getrocknet
und danach in 1 pl RNase Inhibitor (Gibco BRL, Life Technologies, Grand
Island, USA) und 8 pl Diethylpyrocarbonat (DEPC; Sigma)-Wasser geldst.
DEPC und RNase-Inhibitor verhindern die Kontamination mit RNasen, das sind
Enzyme, die RNA zersetzen. Die Proben wurden bis zur weiteren Verarbeitung
bei —20°C aufbewahrt.

Mit Hilfe eines RNA Gels wurde iiberpriift, ob nicht degradierte Gesamt-RNA
isoliert wurde. Dazu wurden 2 ul RNA Losung mit 5 ul RNA-Loading-Buffer
(Sigma), der u.a. Ethidiumbromid enthélt, versetzt. Die Mischung wurde 10
Minuten auf 65°C erhitzt und anschlieBend auf Eis gelegt. Zugleich stellte man
ein RNA-Gel aus 1,5 g Agarose (Sigma), 73 ml DEPC-Wasser, 10 ml 10fach
konzentrierter MOPS-Losung [41,8 g Morpholinpropansulfat (Sigma), 16,7 ml 3
M Natriumacetatlosung (Sigma), 20 ml 0,5 M EDTA pH 8 (Sigma) ad 1 1
DEPC-Wasser] und 16,2 ml 37%igem Formaldehyd (Merck) her. Die gesamte
Mischung konnte nun direkt in die Taschen des erstarrten Gels pipettiert werden.
Das beladene Gel musste nun 1 h in einer Gelkammer (Biorad, Miinchen), die
mit Ifach konzentrierter MOPS-Losung gefiillt war, bei 100 V entwickelt
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werden. AnschlieBend erfolgte die Auswertung der Banden mit Hilfe einer UV-
Lampe (Biometra, Gottingen) bei 311 nm.

Nachdem man sichergestellt hatte, dass man keine degradierte RNA erhalten
hat, wurde der RNA-Gehalt in einem Photometer (Bio Photometer, Eppendorf)
gemessen. Dazu wurde 1 ul RNA-Losung in eine Quarzkiivette gegeben und die
Probe bei 260 und 280 nm vermessen. Zuvor wurde ein Nullabgleich gegen
DEPC-Wasser mit RNase-Inhibitor durchgefiihrt. Durch die Messung der
Absorption bei 260 nm kann direkt der Gehalt an Gesamt RNA ausgerechnet
werden, indem man folgende Formel verwendet:

Az60nm X 100 x 40 = Konz. [ng/ml]

Durch das Verhéltnis der Absorption 260 nm/280 nm kann man untersuchen, ob
die RNA mit Proteinen, Guanidinisothiocyanat oder Phenol kontaminiert ist, die
die RT-Reaktion stéren wiirden. Fiir eine optimale RNA-Isolierung sollte das
Verhiltnis zwischen 1,7 und 2,0 liegen (25). Ansonsten musste noch ein
weiterer Waschvorgang mit Ethanol durchgefiihrt werden. Fiir die RT-Reaktion
wurden immer 2 pg Gesamt-RNA verwendet.

2.1.9.2 RT-Reaktion

2 pg Gesamt-RNA wurden mit 1ul DNase I (Gibco), 6 ul DEPC Wasser und 1
ul DNase-Puffer (Gibco), bestehend aus 200mM Tris-HCI pH 8,4, 500 mM
KCl, 20mM MgCl,, versetzt, um die eventuell noch vorhandene DNA zu
zersetzen. Die Mischung wurde 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlieBend mit 1 pl 25 mM EDTA Ldsung versetzt, um die {iberschiissigen
Metallionen zu binden. Durch Erwédrmen des Gemischs auf 65°C wurde die
DNase [ inaktiviert. AnschlieBend wurde die Mischung gekiihlt. Fiir die
eigentliche RT-Reaktion wurden die Proben zunédchst mit 1 pl 10 mM dNTP
Mix (Gibco) und 1 pl Oligo-(dT)-Primer (Gibco) versetzt. Die Anlagerung der
Primer erfolgte bei 65°C fiir 5 Minuten. Nach kurzer Abkiihlung wurde den
Proben 2 pl 10fach konzentrierter RT-Puffer (Gibco; 200 mM Tris-HCI pH 8,4,
500 mM KCl), 4 ul 25mM MgCl, Losung (Gibco), 2 ul 0,1 M DTT (Gibco) und
1 ul Reverse Transkriptase (SuperScript II RT; Gibco) zugesetzt. Die
Umschreibung der mRNA in ¢cDNA erfolgte bei 42°C fiir 50 Minuten. Die
Reaktion wurde durch Erhitzen auf 70°C fiir 15 Minuten beendet. Die
verbleibende RNA wurde durch Zugabe von 1 pul RNase H (Gibco) bei 37°C
innerhalb von 20 Minuten abgebaut. Das entstandene cDNA-Gemisch konnte
nun direkt fiir die PCR verwendet werden. Als Beweis fiir eine erfolgreiche RT-
Reaktion wurde bei der RT-Reaktion immer auch Kontroll-RNA (Gibco) in
cDNA umgewandelt. Um die Anwesenheit von genomischen DNA-
Verunreinigungen auszuschliefen, erfolgte die cDNA-Synthese auch ohne
Zusatz der Reversen Transkriptase.
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2.1.9.3 PCR-Methode

Folgende Primerpaare wurden fiir die S4P-spezifische Genexpression verwendet
(Tabelle 1):

Primer |Nukleotidsequenz Fragmentgrofie
fiir
SAPI: 5"-GATGTCATTAAAACTCCTGTTAATG- | 783 bp

3" und

5-CCAGTTTCAATTCAGCTTGG-3"

SAP2: 5'-CTCCTAAAGCATTCCCAGTTAC-3" 915 bp
und
5'-CATCATCACCTTGTAAAGAAGC

SAP3: 5'-CATGTCAAGCTGGTCAAGGAC-3" 802 bp
und
5'-ATAGGCTGATCTCAAGAAATTATC-
3

SAP4: 5'-GTTCCAGATTCAAATGCCG-3" und 870 bp
5-CTTGAGCCATGGAGATCTTTC-3°

SAP5: 5'-TGAGACTGGTAGAGATGGTG-3" und |902 bp
5-GGTTTACCACTAGTGTAATATGT-3"

SAPG6: 5'-AAACCAACGAAGCTACCAGAAC-3" |605bp
und
5'-TAACTTGAGCCATGGAGATTTTC-3"

SAP7: 5"-GATAAGGCATCAGGTACTATGG-3" | 866 bp
und
5'-AGGAACAACGGCATGGTTATC-3"

SAPS: 5-CTGTTATTGTTGACACAGGTTC-3" 903 bp
und
5'-GTAGAAATACTTGAAGAAGTAGTG-
3

SAPY: 5'-CACCATAAGCAACGTGACTG-3" und [898 bp
5-GCGAAAGCAACAACCCATAC-3

SAP10: |5 -ACGTCAGAAGACTTTTCCATTG-3" 938 bp
und
5'-ATATGGCGATCCATGAACGTG-3'

Tabelle 1: Primerpaare zum Nachweis der einzelnen SAP-Gene von C. albicans

Fiir die PCR wurde ein 50 pl Ansatz, bestehend aus 5 pl Sfach konzentriertem
Puffer A (Gibco), 5 ul Sfach konzentriertem Puffer B (Gibco), 1 ul ANTP Mix
(Gibco), jeweils 2,5 pl des 5 uM Primerpaares, 1 ul cDNA, 32 ul DEPC-Wasser
und 1 pl Elongase (Gibco), hergestellt. Elongase besteht aus einem Gemisch aus
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Taq und Pyrococcus Spezies DNA-Polymerasen. Die Proben wurden fiir die
PCR in einen Thermocycler (iCycler; Biorad) gestellt. Es wurde fiir alle SAP-
Genexpressionsstudien folgendes PCR-Protokoll mit 35 Zyklen verwendet:

e Denaturierung: 1 Minute bei 95°C
e Hybridisierung: 1 Minute bei 60°C
e DNA-Synthese: 1 Minute bei 72°C

Um Verunreinigungen mit genomischer DNA ausschliefen zu konnen, wurde
das konstitutiv exprimierte Gen EFBI, das fiir den Elongationsfaktor EF-10
kodiert (84), als interne Kontrolle verwendet.

Es wurden Primer konstruiert (5'-TTCTTCAACAGCAGCTT-GTAAGTC-3’
und 5'-AGTCATTGAACGAATTCTTGGCTG), um ein 891 bp grofes
Fragment des EFB1-Gens nachweisen zu konnen. Dieses Gen weist, wenn es
aus genomischer DNA amplifiziert wird, ein Intron mit einer Linge von 365 bp
auf. Wird das Fragment allerdings aus cDNA amplifiziert, so sind die Introns
bereits durch Spleilen entfernt worden. Das entsprechende Fragment aus cDNA
ist somit nur noch 526 bp lang. Man kann damit genau differenzieren, ob die
erhaltenen Signale von genomischer DNA oder von durch RT-Reaktion
gewonnener cDNA stammen.

2.1.9.4 cDNA-Ethidiumbromid-Gelelektrophorese

Zur Auswertung der amplifizierten SAP-Gene wurde anschlieBend eine
Gelelektrophorese durchgefiihrt. Hierzu wurde ein 1%iges Agarosegel aus 1g
Agarose (Gibco) ad 100g TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA; Gibco) hergestellt.
Die Proben wurden mit 20 ul LBIII-Farbstoff (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)
versetzt und geschiittelt. 15 pl des Proben-Farbstoff-Gemisches wurde in die
Taschen des Gels pipettiert. In eine Tasche wurden 7 pl des DNA-
GroBenmarkers peqGOLD DNA-Sizer XIII (PeqLab, Erlangen) pipettiert. Das
beladene Gel wurde 1 h bei 100 V in einer Gelkammer (Biorad) entwickelt, die
mit 1fach konzentrierter TAE-LSsung gefiillt war. AnschlieBend wurde das Gel
zum Anfiarben der Banden fiir 30 Minuten in eine Losung aus Ethidiumbromid
in TAE gebracht. Darauthin konnten die Banden unter einer UV-Lampe
(Biometra) bei 311 nm ausgewertet werden.

2.2 LDH-Test

Die Laktatdehydrogenase ist ein Enzym, das die Reduktion von Pyruvat zu
Laktat bei der Glykolyse katalysiert. Das Coenzym dabei ist NADH (Abb. 14).
LDH ist aus vier Polypeptidketten aufgebaut. Es existieren fiinf Isoenzyme,
deren Verteilung fiir verschiedene Organe charakteristisch ist. Kommt es zu
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einer Schiadigung der Zellen, wie zum Beispiel beim Herzinfarkt, so erhoht sich
der LDH-Spiegel im Serum. Werden die Zellen der Vaginalschleimhaut
geschidigt, so kommt es ebenfalls zu einer Erh6hung der LDH-Konzentration
im Erhaltungsmedium. Diese Konzentration kann iiber die Messung der NADH-
Abnahme photometrisch bei 340 nm nach der Wroblewski-La Due-Methode
(159) bestimmt werden. Es wurden die Erhaltungsmedien nach der Infektion des
RHVE mit dem C. albicans Wildtyp SC5314 mit und ohne Lactobacillus
acidophilus-Zellen (s. 2.1.4.1 bzw. 2.1.4.3), mit der 4sapl- und Asap2-Mutante
(s. 2.1.4.4), mit der entsprechenden Revertante oder nur mit PBS (Kontrolle)
nach verschiedenen Infektionszeiten auf ihre LDH-Konzentration hin
untersucht.

TDOH
L-Laktat + NAD" — Pyruvat + NADH + H"

Abbildung 14. Reaktion von Laktat zu Pyruvat bei der Glykolyse

2.3 Statistische Analysen

Die statistische Signifikanz bei der Auswertung der immunelektronen-
mikroskopischen Proben wurde mit dem Fisher-Pitman-Test gepriift (74).
Dabei wurde ein p-Wert von weniger als 0,05 fiir signifikant gehalten.

2.4 Ex vivo-Untersuchungen zur Zytokinexpression bei der vaginalen
Kandidose

Um die Wirtsantwort auf eine C. albicans Infektion zu untersuchen, wurde die
Expression von /L-8 untersucht. Hierzu wurde die Schleimhaut fiir 1, 3 und 6 h
mit 2x10° Zellen des WT SC5314 in 50 pl PBS infiziert. AnschlieBend wurde
aus den Proben die RNA aufgereinigt und durch eine RT-Reaktion in cDNA
umgewandelt. Die ¢cDNA wurde daraufhin in einer PCR mit spezifischen
Primern fiir /L-8 vervielfdltigt und die entsprechenden Banden in einem mit
Ethidiumbromid angefiarbten Agarosegel ausgewertet. Als Kontrolle diente das
RHVE, das entsprechende Zeiten lang mit 50 pul PBS inkubiert wurde. Als
Kontrolle fiir die erfolgreich verlaufene PCR und RT-Reaktion dienten
wiederum die Gene EFBI und EFBI genomisch. Der /L-8 Primer hatte folgende
Sequenz (Tabelle 2):
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Primer |Nukleotidsequenz Fragmentgrofie

fiir

IL-8 5"-GCAGCTCTGTGTGAAGGTGCAG-3"und |365 bp
5"-GCATCTGGCAACCCTACAACAG-3"

Tabelle 2: Primerpaar zum Nachweis von Interleukin 8

Die PCR verlief nach folgendem Protokoll mit 35 Zyklen:

e Denaturierung: 1 Minute bei 95°C
e Hybridisierung: 1 Minute bei 65°C
e DNA-Synthese: 1 Minute bei 72°C

Die /L-8 Expression wurde aber nicht nur auf mRNA-Ebene untersucht, sondern
zudem noch auf Proteinebene. Dabei wurde das RHVE fiir 12 h mit 2x10°
Zellen des C. albicans Wildtyps SC5314 infiziert und anschlieBend die
Proteinmenge an IL-8 im Erhaltungsmedium gemessen. Auflerdem wurde die
IL-8-Konzentration bei Proben gemessen, die zusédtzlich zu C. albicans noch mit
Pepstatin A oder Ritonavir (s.2.1.4.2) oder mit PMN (s. 2.1.4.7) versetzt
wurden. Hierzu verwendete man einen ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) mit einer optimalen Konzentration eines monoklonalen Antikorpers der
Maus (G265-5; PharMingen, San Diego, CA, USA), gerichtet gegen
menschliches IL-8, und einen biotinylierten monoklonalen Antikorper der Maus
(G265-8; PharMingen), ebenfalls gegen menschliches IL-8 gerichtet, als
detektierende Antikorper. Eine Mikrotiterplatte (Nunc, Roskilde, Déanemark)
wurde Uber Nacht mit dem gegen humanes IL-8 gerichteten monoklonalen
Antikorper versetzt. Nachdem nicht spezifische Bindungsseiten blockiert
worden waren, wurde das Erhaltungsmedium auf die Platte gegeben und {iber
Nacht inkubiert. Nach einigen Waschvorgingen wurde der biotinmarkierte,
gegen menschliches IL-8 gerichtete monoklonale Antikérper dazugegeben.
SchlieBlich wurde ein alkalischer Avidin-Biotin-Phosphatase-Komplex (DAKO,
Glostrup, Déanemark) dazugegeben. Um die Signale zu erfassen, wurde die
Platte mit dem Farbstoff p-Nitrophenylphosphatdinatrium (Sigma) inkubiert,
und die optische Dichte wurde bei einer Wellenldinge von 405 und 490 nm
bestimmt. Die IL-8-Konzentration wurde dann iiber den linearen Bereich der
entsprechenden Standardkurven von rekombinatem IL-8 (PharMingen)
bestimmt.
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2.5 In vivo-Untersuchungen zur Expression der sekretorischen
Aspartatproteinasen von C. albicans

Um zu priifen, inwieweit die ex vivo-Ergebnisse des RHVE-Modells mit der in
vivo-Situation ibereinstimmen, wurden Abstriche von Patientinnen mit
Verdacht auf eine Vulvovaginal-Kandidose auf ihre SAP-Expression hin
untersucht. Das Abstrichmaterial wurde von Patientinnen der Klinik und
Poliklinik fiir Frauenheilkunde und Geburtshilfe, Klintkum Innenstadt der
Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen, nach deren Einverstindnis
gewonnen.

Ein Teil des gewonnenen Abstrichmaterials der Patientinnen wurde fiir
mikrobiologische Untersuchungen verwendet. Dazu wurden die Proben auf
Kimmig-Agar aufgebracht und fiir 24h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend
erfolgte eine biochemische Charakterisierung, basierend auf dem System ATB
32 C (API System, Bio M¢érieux, La Balme-les-Grottes, Montalieu Vercieu,
Frankreich). Es konnte gezeigt werden, dass es sich bei den Erregern um C.
albicans handelte.

Der andere Teil der Proben wurde direkt nach der Entnahme auf die SAP-
Genexpression mittels RT-PCR untersucht (s. 2.1.9).

2.6 Untersuchungen zur dreidimensionalen Struktur von Sap2

Wenn man nach Proteinaseinhibitoren zur Behandlung von C. albicans-
Infektionen sucht, ist es wichtig, sich die dreidimensionale Struktur der Sap
genau anzuschauen. Das aktive Zentrum ist hier von besonderer Bedeutung. Um
ein dreidimensionales Bild von Molekiilen zu erhalten, wird héiufig die
Rontgenkristallstrukturanalyse verwendet. Die erste Kristallstrukturanalyse
wurde 1913 von Bragg et al. durchgefiihrt. Sie bestimmten damals die
Kristallstruktur von Kochsalz. Bei dieser Strukturanalyse wird ein Kristall mit
Rontgenstrahlen bestrahlt. Die Strahlen werden durch das Auftreffen auf den
Atomen unterschiedlich stark gebeugt. Zur Vermessung eines Kristalls muss
man jede der Ebenenscharen eines Kristalls so zum Rontgenstrahl orientieren,
dass sie zur Reflexion kommt. In Abhingigkeit vom relativen Winkel zum
Rontgenstrahl vermisst man die Intensitdt der reflektierten Rontgenstrahlung
(11). Heutzutage ist man in der Lage, die Struktur von Proteinen mit 4000
Aminosduren aufzukldren. Zwei Arbeitsgruppen gelang es bisher, die
dreidimensionale Struktur von Sap2 in Kombination mit einem Inhibitor
rontgenkristallografisch darzustellen (1, 27). Mit Hilfe von modernen
Grafikcomputern und den entsprechenden Rechenprogrammen lédsst sich das
Enzym am Bildschirm visualisieren. Dazu werden die ndtigen Strukturdaten aus
der Proteindatenbank (PDB) im Internet entnommen (112) und in die
entsprechenden  Grafikprogramme  iibertragen, die  darauthin  ein
dreidimensionales Bild entwerfen.
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Ich habe versucht, die aufgrund der Rontgenstrukturanalyse von Cutfield et al.
erhaltene dreidimensionale Struktur von Sap2 mit dem Inhibitor A70450 mit
Hilfe eines Computerprogramms (SYBYL 6.2; Tripos Associates, St. Louis,
USA) zu optimieren. Mit Hilfe von Molecular-Modelling-Methoden habe ich
anschlieBend herausgefunden, wie verschiedene Proteinaseinhibitoren im
aktiven Zentrum angeordnet sind und welche Wechselwirkungen entstehen.

2.6.1 Optimierte Struktur von Sap2 mit Pepstatin A

Nachdem die Struktur von Sap2 mit A70450 mit Hilfe des Molecular-
Modelling-Programms SYBYL 6.2 (Tripos Associates) optimiert wurde, wurde
Pepstatin A ins aktive Zentrum von Sap2 eingebaut und optimiert. Die
Beschreibung fiir die Lage von Pepstatin A im aktiven Zentrum von Sap2
lieferte die Publikation von Cutfield et al. (27), allerdings ohne die wichtigen
Rontgenkristallstrukturdaten.

2.6.2 Modell-Struktur von Sap2 mit Ritonavir und einem anderen
peptidartigen Proteinaseinhibitor

Um ein Modell davon zu erstellen, wie die beiden Proteinaseinhibitoren
Ritonavir und Inh18 (s. 2.1.4.2) im aktiven Zentrum von Sap2 liegen und welche
Wechselwirkungen mit dem aktiven Zentrum stattfinden, wurden die beiden
Inhibitoren zunidchst mit dem Programm FLEXX auf den Inhibitor A70450
gelegt, so dass sich eine mdglichst groBe Ubereinstimmung hinsichtlich der
rdumlichen Lage und der Ladungsverteilung im Molekiil ergab. Zuvor musste
mit dem Programm SYBYL 6.2 (Tripos Associates) noch eine
Konformationsanalyse von Inhl8 durchgefiihrt werden, um herauszufinden,
welche raumliche Lage das Molekiil aus energetischer Sicht {iberhaupt
einnehmen kann. Die passendste rdumliche Struktur des Proteinaseinhibitors
wurde darauthin in Sap2 eingebaut, und die Lage des Inhibitors mit SYBYL 6.2
optimiert.

Molekiile  sind  nicht  starr, sondern  bewegen  sich  stindig.
Konformationsanalysen sagen nur aus, welche Formen ein Molekiil einnehmen
kann, sie sagen aber nichts iiber deren Bewegung aus. Proteine dndern ihre
Konformation stindig. Diese Flexibilitit ist wichtig fiir die Wechselwirkung mit
dem  Liganden. Diese  Beweglichkeit kann man mit  einer
Molekiildynamiksimulation untersuchen.

Der optimierte Inhibitor im aktiven Zentrum wurde einer Molekiildynamik
unterzogen, damit man feststellen konnte, ob er im aktiven Zentrum von Sap2
bleibt oder sich aufgrund von AbstoBungen aus dem aktiven Zentrum
herausbewegt. Nachdem man so die wahrscheinlichste Struktur generiert hat,
konnte man sich die vorhandenen Wasserstoff-Briickenbindungen (H-
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Briickenbindungen) des Proteinaseinhibitors mit dem aktiven Zentrum von Sap2
berechnen lassen.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Ex vivo-Untersuchungen zur Bedeutung der Sap bei der vaginalen
Kandidose

Erst einmal war es wichtig, ein ex vivo-Modell der vaginalen Kandidose auf der
Basis eines rekonstituierten humanen Vaginalepithels (RHVE) mit einer
Polycarbonattrigerschicht als Dermisersatz zu entwickeln, anhand dessen der
Verlauf der Infektion mit C. albicans und der Einfluss der sekretorischen
Aspartatproteinasen beobachtet werden kann. In diesem Modell konnte man die
histologischen Verdnderungen der Schleimhaut zu bestimmten Zeiten der
Infektion direkt dem SAP-Genexpressionsmuster gegeniiberstellen. Durch
polyklonale, gegen Sapl-3 und Sap4-6 gerichtete, goldmarkierte Antikorper
gelang der immunelektronenmikroskopische Nachweis der entsprechenden
Antigene in den Hefezellen. Durch Zugabe von S4P-Nullmutanten konnte der
direkte Einfluss der Sap auf den Verlauf einer vaginalen Kandidose untersucht
werden und anhand des SAP-Genexpressionsmusters gezeigt werden, wie der
Pilz versucht, diese Virulenzabschwichung zu kompensieren. Um zu
kontrollieren, ob tatsdchlich nur das gewiinschte Gen ausgeschaltet wurde, setzte
man die entsprechenden Revertanten ein, bei denen das deletierte Gen wieder
eingesetzt worden war. Diese Revertanten sollten ein dhnliches histologisches
Bild zeigen wie der Wildtyp. Die Enzyme Sapl und Sap2 hat man auch direkt
auf das RHVE gegeben, um zu kontrollieren, ob die Enzyme in der Abwesenheit
von C. albicans einen Schaden anrichten konnen. Durch die Zugabe
verschiedener Proteinaseinhibitoren konnte man deren Wirkung auf die Sap
anhand des histologischen Bildes beobachten. Auch der Einfluss von
Lactobacillus acidophilus, dem haufigsten Keim der normalen Scheidenflora,
auf den Verlauf einer Infektion wurde untersucht. Um im Modell auch die
Wirtsantwort zu simulieren, wurden PMN auf das RHVE gegeben und der
Einfluss auf den Verlauf der Infektion untersucht.

3.1.1 Morphologie des nicht infizierten RHVE

Das RHVE besteht aus 6-8 Zellschichten mit einer Gesamtdicke von 64 um
ohne Stratum corneum (Abb. 15). Je nach Dauer der Inkubation mit PBS kommt
es zu einer Dickenzunahme um 1-2 Keratinozytenzellschichten. Alle Zellen,
auch die der obersten Zellschicht, enthalten Kerne. Die einzelnen Zellen zeigen
elektronenmikroskopisch eindeutige Merkmale von Keratinozyten wie
interzellulire = desmosomale  Verbindungen und Tonofilamente. Die
Basalzellschicht bildet gegeniiber der Polycarbonattragerschicht
halbdesmosomenartige Strukturen aus.
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Abbildung 15. Nicht infiziertes rekonstituiertes Vaginalepithel bestehend aus
6-8 Zellschichten und einer Polycarbonattragerschicht; x 400.

3.1.2 Morphologie des RHVE nach Infektion mit dem C. albicans Wildtyp
SC5314

In den ersten 3h der Infektion mit dem C. albicans Wildtyp SC5314 kam es zu
keiner sichtbaren Schiadigung des RHVE. Allerdings kam es schon nach 6-8 h
zu einer leichten Schidigung des RHVE. Oberflichlich bildeten sich Odeme und
Vakuolen. Die Pilze lagerten sich an der obersten Zellschicht an, penetrierten
aber noch nicht in das Gewebe (Abb. 16).

Nach 14h war das RHVE zur Hilfte zerstort. An der Oberfldche fanden sich
nekrotische Keratinozyten. Es kam  zu 0Odematésen Schwellungen der
Keratinozyten, zahlreichen Vakuolen und zum Abldsen einzelner Zellen aus
dem Zellverband, da die desmosomale Haftung der Keratinozyten untereinander
verloren ging. Pilzzellen drangen in das RHVE ein (Abb. 17).

Bereits nach 24h drangen die Pilze tief in das Gewebe bis zur Basalzellschicht
ein. Das Gewebe war fast vollstindig zerstort (Abb. 18). In einer
elektronenmikroskopischen Aufnahme nach 36h sieht man sehr deutlich, wie die
Pilzzellen bis zur Polycarbonattragerschicht durchgedrungen sind (Abb. 19).
Durch die Einstellung des Erhaltungsmediums und der PBS-Losung auf pH 4,5
kam es nach einigen Stunden zur volligen Zerstorung der Haut auch ohne
Infektion mit C. albicans.
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Abbildung 16. Rekonstituiertes humanes Vaginalepithel, 6h nach Infektion mit
dem Candida albicans Wildtyp SC5314. Adhésion der Hefezellen an die
Schleimhautoberfliche mit kleineren  oberflichlichen = Vakuolen im
Epithelverband; x 400.

Abbildung 17. Rekonstituiertes humanes Vaginalepithel, 14h nach Infektion mit
dem Candida albicans Wildtyp SC5314. Die Hefezellen haben die obere Halfte
des Epithels zerstort. Es kommt zur Bildung zahlreicher Vakuolen und von
o0dematos geschwollenen Keratinozyten. Einige Zellen 16sen sich aus dem
Epithel ab; x 400.
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Abbildung 18. Rekonstituiertes humanes Vaginalepithel, 24h nach Infektion mit
dem Candida albicans Wildtyp SC5314. Die Pilzzellen sind bis zur
Basalzellschicht durchgedrungen. Das Epithel ist fast vollstandig zerstort; x 400.

Abbildung 19. Rekonstituiertes humanes Vaginalepithel 36h nach Infektion mit
dem Candida albicans Wildtyp SC5314. Bei der elektronenmikroskopischen
Aufnahme sieht man, wie die Hefen bis zur Polycarbonattragerschicht in das
Vaginalepithel eingedrungen sind; x 33000.
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3.1.3 SAP-Genexpression nach Infektion mit dem C. albicans Wildtyp
SC5314

Im Verlauf der Infektion zeigte sich ein immer deutlicheres Schadigungsmuster
des RHVE durch C. albicans. Parallel zu den histologisch beobachteten
Schleimhautverdnderungen  wurde die  SAP-Genexpression zu den
entsprechenden Zeiten untersucht. Bereits nach 3-6h war eine SAP-Expression
messbar. Zu diesem Zeitpunkt wurde SAP2, 9 und /0 exprimiert (Abb. 20).
Nach 14h kamen SAPI, 4 und 5 dazu (Abb. 21). Dieses war der Zeitpunkt, zu
dem die Pilze begannen, in die Schleimhaut zu penetrieren. Nach 24h wurde
SAPI, 2, 4, 5, 6, 9 und 10 exprimiert. Zu diesem Zeitpunkt war die Haut bereits
stark geschadigt, und C. albicans war bereits bis zur Basalzellschicht
vorgedrungen. Die Versuche wurden 3-5-mal wiederholt und es wurden immer
die erwdhnten Gene exprimiert. Zusétzlich kam es im spdten Infektionsstadium,
d.h. nach 24h bzw. 36h, in manchen Versuchen zur Expression von SAP7 und &,
aber nie zur Expression von SAP3 (Abb. 22). Dies ist ein deutlicher Unterschied
zu ex vivo- Modellen der oralen und kutanen Kandidose (129, 130), wo jeweils
SAP3 eine wichtige Rolle spielt. Man konnte also deutlich eine zeitlich
differentielle SAP Expression feststellen. SAP9 und /0 scheinen konstitutiv
exprimierte Gene zu sein, so dass man davon ausgehen kann, dass fiir den
initialen Schritt der Adhésion von C. albicans an die Vaginalschleimhaut Sap2
von besonderer Bedeutung ist. Fiir die Invasion scheint dann vor allem Sap1 und
nur in geringem Mafe Sap4 und 5 wichtig zu sein. Interessanterweise wurden in
der Versuchsreihe, bei der der pH-Wert des Erhaltungsmediums und der PBS
Losung auf pH 4,5 eingestellt war, nach 3 und 6h dieselben SAP-Gene
exprimiert wie bei den sonst durchgefiihrten Versuchen bei neutralem pH-Wert.
Der pH-Wert scheint daher fiir die Expression der SAP-Gene nicht von
Bedeutung zu sein. Kontrollexperimente erfolgten mit spezifischen Primern zum
Nachweis des konstitutiv exprimierten EFBI/-Gens. Die Primer wurden so
ausgewdhlt, dass das PCR-Amplifikationsprodukt das Gen-Intron mit einschloss
(84). Aufgrund der Bandenhéhe des EFB1-Gens konnte bei Nachweis von SA4P-
Gen-spezifischen Banden der cDNA-Ursprung der Amplifikationsprodukte
bewiesen werden. AuBlerdem konnte durch den Nachweis des konstitutiv
exprimierten EFBI-Genproduktes gezeigt werden, dass eine negative SAP-
Expression nicht auf einer Degradierung der vorhandenen mRNA beruht (Abb.
23).
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Abbildung 20. S4P-Genexpressionsmuster nach RT-PCR aus RNA 6h nach
Infektion mit dem Candida albicans Wildtyp SC5314.

Abbildung 21. S4P-Genexpressionsmuster nach RT-PCR aus RNA 14h nach
Infektion mit dem Candida albicans Wildtyp SC5314.

Abbildung 22. S4P-Genexpressionsmuster nach RT-PCR aus RNA 24 h nach
Infektion mit dem Candida albicans Wildtyp SC5314.
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M EFBI EFBI aus cDNA
genom. A B C

Abbildung 23. Der Nachweis des Elongationsfaktors EFBI dient als Kontrolle
dafiir, dass das SAP-Genexpressionsmuster aus cDNA und nicht aus
genomischer DNA stammt.

3.1.4 Immunelektronenmikroskopischer Sap-Antigennachweis

Da die Lasionen im RHVE nach 12h mit einer starken Expression von SAP/ und
SAP2 und einer schwicheren Expression von SAP4-6 korrelierten, nahm man
an, dass Sapl und Sap2 eine besondere Bedeutung im friithen Stadium der
Infektion zukommt. Um dies zu beweisen und um herauszufinden, wo die
verschiedenen Sap-Enzyme im ex vivo-Modell der vaginalen Kandidose
lokalisiert sind, verwendete man die beiden gegen Sapl-3 bzw. Sap4-6
gerichteten, polyklonalen Antikorper (12). Die mit Goldpartikeln konjugierten
Antikorper wurden nach dem Post-embedding- Verfahren (96) auf die zuvor 12h
mit dem C. albicans Wildtyp SC5314 infizierte ex vivo-Schleimhaut gegeben.
Beim Einsatz der gegen Sapl-3 gerichteten Antikdrper war eine deutliche
Goldmarkierung innerhalb der Zellwand sichtbar (Abb. 24), wohingegen die
Markierung mit gegen Sap4-6 gerichteten, polyklonalen Antikdrpern deutlich
geringer ausfiel (Abb. 25). Der Unterschied ist signifikant (Tab. 3).
Kontrollexperimente ohne die Zugabe von Antikorpern zeigten 12h nach der
Infektion mit dem Wildtyp SC5314 keine spezifische Goldmarkierung.
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Stamm |Gegen Sap1-3 Gegen sap4-6
Goldpartikel |Goldpartikel

D SA D SA

SC5314 75 53 26 17

Tabelle 3. Der Unterschied zwischen der anti-Sapl-3- und der anti-Sap4-6-
Markierung ist signifikant (p<0,05), bestimmt mit dem Fisher-Pitman-Test.
Dabei ist D der Durchschnitt der Goldpartikelmenge, die in zehn zufillig
ausgewdhlten Zellen gefunden wurde. SA entspricht der dazugehdrigen
Standardabweichung.

Abbildung 24. Postembedding-Immunogold-Markierung mit dem gegen Sap1-3
gerichteten, polyklonalen Antikorper, 12h nach Infektion mit dem Candida
albicans Wildtyp SC5314. Es ist eine erhohte Menge an Sapl-3- gegeniiber
Sap4-6-Antigen (s. Abb. 25) in der Zellwand zu finden. Strich = 0,5um.
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Abbildung 25. Postembedding-Immunogold-Markierung mit dem gegen Sap4-6
gerichteten, polyklonalen Antikorper, 12h nach Infektion mit dem Candida
albicans Wildtyp SC5314. Strich = 0,5um.

3.1.5 Morphologie des RHVE und S4P-Genexpressionsmuster nach
Infektion mit dem C. albicans Wildtyp SC5314 und Proteinaseinhibitoren

Obwohl die Léasionen des RHVE immer zeitgleich mit einer bestimmten SAP-
Expression auftraten, wire es dennoch moglich gewesen, dass die sekretorischen
Aspartatproteinasen nicht fiir den Schaden verantwortlich sind. Um dies
auszuschliefen, wurde das RHVE mit dem C. albicans Wildtyp und einem
zusdtzlichen Proteinaseinhibitor versetzt und die Schidigung des RHVE mit
dem Schadigungsmuster bei alleiniger Wildtyp-Infektion verglichen.

12h nach Beginn der Wildtyp-Infektion ohne Zugabe von Pepstatin A war das
bekannte Schidigungsbild mit Vakuolen und Ablosung einzelner Zellen aus
dem Zellverband sichtbar. C. albicans war teilweise in die Schleimhaut
eingedrungen (Abb. 26). Die Zugabe von Pepstatin A, einem klassischen
unspezifischen Aspartatproteinaseinhibitor, in einer Konzentration von 15 uM
bewirkte eine deutliche Abschwichung der Lésion. Die Adhédsion von C.
albicans an das Gewebe wurde fast vollstindig gehemmt. Bis auf einige wenige
Zellen, die sich aus dem Gewebe abgelost hatten, war das RHVE vollstindig
erhalten (Abb. 27). Ein dhnliches Bild zeigte sich auch nach 6 bzw. 24h, wobei
der Unterschied zur Wildtyp-Infektion ohne Pepstatin A nach 12h am
deutlichsten war.
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Da Pepstatin A nur eine Modellsubstanz ist, die in vivo nicht eingesetzt werden
kann (121) wurden weitere Proteinaseinhibitoren auf ihre Wirksamkeit gegen
Sap getestet. Die Wirkung der spezifischen HIV-Proteinaseinhibitoren
Amprenavir und Ritonavir, die bei der Behandlung von AIDS im
Zusammenhang mit der HAART (highly active antiretroviral treatment) in
Kombination mit Reverse Transkriptase Inhibitoren verabreicht werden, auf den
Verlauf der C. albicans-Infektion wurde untersucht. Die verwendeten
Konzentrationen an Amprenavir (0,5 uM) und Ritonavir (32 uM) entsprachen
den Konzentrationen, die bei oraler Gabe auch bei HIV-Patienten erreicht
werden (56, 59). Die Infektion des RHVE mit C. albicans und Ritonavir fiir 12h
zeigte eine deutliche Abschwichung der Lésion im Vergleich zur Infektion mit
dem C. albicans Wildtyp ohne Ritonavir (Abb. 28/29). Bei der Wildtyp-
Infektion ohne Ritonavir war das Epithel bis auf die Basalzellreihe zerstort. Es
kam zu zahlreichen Vakuolen, und der Pilz drang in das Gewebe ein. Bei der
Infektion mit C. albicans und Ritonavir war hingegen nur die obere Hilfte des
Epithels geschadigt. Es gelang dem Pilz nicht, in die Schleimhaut einzudringen.
Nach 6 bzw. 24h war der Schadensunterschied vergleichbar mit dem 12h-Bild.
Auch Ritonavir scheint damit einen schiitzenden Effekt auf die Pilzinfektion
durch Hemmung der Sap zu haben, allerdings ist der Schutz deutlich geringer
als bei der Zugabe von Pepstatin A. Dies kann daran liegen, dass Ritonavir
speziell gegen HIV-Proteinasen entwickelt wurde und somit die Spezifitat fiir
bestimmte Sap sehr gering ist. Dies stimmt auch mit einer Veroffentlichung von
Pichova et al. iiberein, bei der gezeigt werden konnte, dass die inhibitorische
Konzentration von Ritonavir gegeniiber Sap im Vergleich zu Pepstatin A um
den Faktor 200 hoher ist, d.h. Ritonavir hemmt Sap wesentlich schlechter als
Pepstatin A (108). Die Zugabe von Amprenavir zu C. albicans bewirkte nach
24h Infektion keine deutliche Verringerung des Schadensbildes, was darauf
schlieBen lédsst, dass Amprenavir sehr spezifisch HIV-Proteinasen hemmt und
kaum in der Lage ist, Sap zu hemmen.

Auch die Zugabe eines peptidartigen Inhibitors (Inhl18; s. 2.1.4.2), der von
Pichova et al. speziell gegen Sap der verschiedenen Candida Spezies entwickelt
wurde (108), zu C. albicans bewirkte einen deutlichen Riickgang der Lésionen
im RHVE. Die Hefen drangen nicht mehr so massiv in die Schleimhaut ein.
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Abbildung 26/27. Rekonstituiertes humanes Vaginalepithel nach Infektion mit
dem Candida albicans Wildtyp SC5314 fir 12h (Abb. 26) und zusitzlich
Pepstatin A (Abb. 27). Durch die Zugabe von Pepstatin A kommt es zu einem
deutlich reduzierten Schiadigungsmuster. C. albicans ist nicht mehr invasiv, und
das Epithel ist fast vollstindig intakt; x 400.
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Abbildung 28/29. Rekonstituiertes humanes Vaginalepithel nach Infektion mit
dem Candida albicans Wildtyp SC5314 (Abb. 28) und zuséatzlich mit Ritonavir,
einem HIV-Proteinaseinhibitor (Abb. 29) fiir 24h. Durch die Zugabe von
Ritonavir kommt es zu einer geringeren Schddigung des Epithels. Aullerdem
dringen kaum noch Pilze in die Schleimhaut ein; x 400.
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Diese Resultate, v.a. mit Pepstatin A, Inh18 und auch Ritonavir, sind ein Indiz
fiir die besondere Rolle der Sap von C. albicans als Virulenzfaktoren bei der
vaginalen Kandidose. Auflerdem bieten sie einen neuen Ansatzpunkt fiir die
Entwicklung von Antimykotika, was vor allem im Hinblick auf die mittlerweile
weit verbreiteten Resistenzen gegen herkdmmliche Antimykotika besonders
wichtig ist (2, 3, 127, 128).

Die normale SAP-Expression nach 24h im Vaginalmodell ist SAPI, 2, 4, 5, 6, 9
und /0. Bei dem Infektionsmodell mit Ritonavir wird dagegen nur SAP/ und 2
exprimiert (Abb. 30). Die Ursache dafiir ist bis jetzt nicht geklart.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abbildung 30. SAP-Genexpressionsmuster nach Infektion mit dem Candida
albicans Wildtyp SC5314 und Ritonavir fiir 24h.

3.1.6 Morphologie des RHVE nach Infektion mit dem C. albicans Wildtyp
SC5314 und Lactobacillus acidophilus

Im RHVE wurde auch die Wirkung von Lactobacillus acidophilus auf den
Verlauf einer C. albicans-Infektion untersucht. Hierzu wurde die Schleimhaut
mehrmals 6 und 12h mit C. albicans und zusétzlich 1x10" Lactobacillus
acidophilus-Zellen versetzt. Es konnte gezeigt werden, dass Lactobazillen einen
deutlichen Schutz vor Candida-Infektionen bieten. Die Pilze waren nicht mehr
in der Lage, sich an das RHVE anzuhaften. Im histologischen Bild waren nach
6h keine Pilzzellen mehr nachweisbar, da alle Zellen bei der Fixierung in Folge
der fehlenden Adhirenz vom RHVE gespiilt wurden (Abb. 31). Diese
Ergebnisse stimmen auch mit Untersuchungen von Osset et al. iiberein, die
ergeben haben, dass Lactobazillen vor einer vaginalen Infektion mit C. albicans
in vitro schiitzen (104, 105).
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Abbildung 31. Rekonstituiertes humanes Vaginalepithel nach Infektion mit dem
Candida albicans Wildtyp und Lactobacillus acidophilus fir 12h. Durch die
fehlende Adhédrenz der Hefezellen an die Vaginalschleimhaut aufgrund der
Zugabe von Lactobazillen werden sdmtliche Candida-Zellen bei der Fixierung
von der Schleimhaut gespiilt. Das Gewebe bleibt vollstindig intakt; x 400.

3.1.7 Morphologie des RHVE nach Infektion mit der Asapl-, Asap2- und
Asap4-6-Mutante

Nachdem vorher sowohl gezeigt werden konnte, welche Isoenzyme in welchem
Stadium der Infektion exprimiert werden, als auch die Bedeutung der Sap fiir die
Entstehung einer vaginalen Kandidose sowie deren Hemmung durch
Proteinaseinhibitoren dargestellt wurde, sollte nun mit Hilfe der 4sapl-, Asap2-
und 4sap4-6-Mutante die Bedeutung dieser Isoenzyme fiir die Auspriagung der
Lasion ndher charakterisiert werden. Das RHVE wurde dazu mit den durch
gene-targeting (45, 53) erzeugten SAP-Nullmutanten fiir 6, 12 und 24h infiziert.
Es zeigte sich bei beiden Einfachmutanten eine deutliche Abschwichung der
Virulenz verglichen mit dem Wildtyp. Wihrend die Infektion mit SC5314
bereits nach 12h zu einer Léasion fiihrte, die fast das gesamte Epithel betraf
(Abb. 32), war jeweils nach 12h Infektion mit den Einfachmutanten Asapl
(Abb. 33) und 4sap2 nur die obersten 2-3 Zellschichten betroffen. Nach 6h
Infektion mit der Asap2-Mutante zeigte sich noch keinerlei Schaden (Abb. 34)
an dem RHVE. Die geringere Virulenz verdeutlicht sich auch, wenn man das
invasive Verhalten der beiden Stimme betrachtet. So war im Vergleich zum
Wildtyp die Sapl-defiziente Mutante in ihrer Invasivitit auf 50% reduziert. Die
Invasivitidt der Asap2-Mutante ging sogar um fast 80% zuriick. Man konnte
damit zeigen, das sowohl Sapl als auch Sap2 eine herausragende Bedeutung bei
der vaginalen Kandidose besitzen.
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Anders sieht es dabei mit der 4sap4-6-Mutante aus. Diese Mutante ist nicht in
der Lage, die Schleimhautschiddigung zu verringern. Im Gegenteil, es scheint
durch die Asap4-6-Mutante sogar zu einer groBeren Schadigung des RHVE
verglichen mit der Wildtypinfektion zu kommen (Abb. 35/36).

Abbildung 32. Infektion des RHVE mit dem Candida albicans Wildtyp
SC5314 fiir 12h. Fast alle Zellschichten sind geschidigt. Es bilden sich
zahlreiche Vakuolen, und die Keratinozyten sind 6dematds geschwollen; x 400.

Abbildung 33. Infektion mit der Jsapl/-Mutante fiir 12h. Das
Schiadigungsmuster ist deutlich geringer ausgeprdgt als bei der
Wildtypinfektion; x 400.
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Abbildung 34. Infektion des RHVE mit der 4sap2-Mutante fiir 6h. Die Candida
albicans-Zellen sind kaum in der Lage, in die Vaginalschleimhaut einzudringen.
Das Epithel ist vollstidndig erhalten; x 400.

Abbildung 35. Rekonstituiertes humanes Vaginalepithel, 24h nach Infektion mit
dem Candida albicans Wildtyp SC5314. Die Pilzzellen sind etwa bis zur Mitte
in das Epithel eingedrungen. Es bilden sich zahlreiche Vakuolen; x 400.
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Abbildung 36. Rekonstituiertes humanes Vaginalepithel, 24h nach Infektion mit
der 4sap4-6-Mutante. Das Epithel ist bis auf die Basalzellschicht geschidigt; x
400.

3.1.8 SAP-Genexpression nach Infektion mit der 4sapl- und 4dsap2-Mutante

Im Vergleich zur Wildtypinfektion, bei der nach 12h S4P1, 2, 4, 5, 9 und 10
exprimiert wurden, zeigte sich bei der Infektion mit der 4sap/-Mutante nach
12h eine kompensatorische Hochregulierung von SAPS. Es wurde also SAP2, 5
und SAPS-10 exprimiert (Abb. 37) Diese Hochregulierung konnte in mehreren
Versuchen bestitigt werden. Bei der Adsap2-Mutante wurde kompensatorisch
kein anderes Gen hochreguliert.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abbildung 37. SAP-Genexpressionsmuster nach Infektion mit der Asapl-
Mutante fiir 12h.
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3.1.9 Morphologie des RHVE nach Infektion mit der Asapl- und Asap2-
Revertante

Der Einsatz der entsprechenden Revertanten dient dazu, nachzuweisen, dass die
entsprechende Virulenzabschwéachung der Mutanten auch tatsdchlich auf das
deletierte Gen zuriickzufiihren ist, welches man ausschalten wollte, und nicht
auf irgendwelche anderen Mutationen, die nicht beabsichtigt waren. Hierzu wird
der dsapl- und Adsap2-Mutante das fehlende Gen SAPI bzw. SAP2 mit Hilfe
eines Plasmids wieder eingesetzt. Das Schidigungsmuster der Revertanten soll
dem des Wildtyps moglichst dhnlich sein. Dies konnte beim RHVE histologisch
gezeigt werden (Abb. 38-41).

Abbildung 38/39. Infektion des RHVE mit dem Candida albicans Wildtyp
SC5314 (Abb. 38) und der sap2-Revertante (Abb. 39) fir 6h. Das
Schidigungsmuster der Revertante ist der Wildtypinfektion sehr dhnlich; x 400.
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Abbildung 40/41. Infektion des RHVE mit dem Candida albicans Wildtyp
SC5314 (Abb. 40) und der sapl-Revertante (Abb. 41) fiir 12h. Das
Schadigungsmuster der Revertante ist der Wildtypinfektion sehr dhnlich; x 400.

3.1.10 Morphologie des RHVE nach Exposition gegeniiber den Enzymen
Sap1 und Sap2

Um herauszufinden, ob die Enzyme Sapl und Sap2 ohne ithren Wirt C. albicans
in der Lage sind, das RHVE zu schédigen, infizierte man das RHVE mit den
rekombinanten Enzymen. Tatsédchlich fiihrte die Zugabe von Sapl nach 6h zu
einer deutlichen Lision des Epithels mit Odemen und Vakuolen (Abb. 42). Die
Zugabe des Sap2-Enzyms fiihrte hingegen nur zu geringen interzelluldren
Odemen (Abb. 43).
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Abbildung 42. Infektion des RHVE mit dem Sapl-Enzym fiir 6h fiihrt zu einer
deutlichen Schiadigung des Epithelverbands mit zahlreichen Vakuolen; x 400.

Abbildung 43. Exposition des RHVE gegeniiber dem Sap2-Enzym fiir 6h fiihrt
zu geringen interzelluldiren Odemen. Die Schéddigung des Epithels fillt im
Vergleich zur Infektion mit dem Sap1-Enzym deutlich geringer aus; x 400.

3.1.11 Morphologie des RHVE nach Infektion mit dem C. albicans Wildtyp
SC5314 und PMN

PMN kommen normalerweise zusammen mit Makrophagen und anderen
Immunzellen in der menschlichen Vagina vor (106). Bei der vaginalen
Kandidose kommt es in vitro bei der Maus zu einem Einstrom von PMN in die
Vagina (9). Bei der Ratte kommt es hingegen nur zu einer minimalen Infiltration
entziindlicher Zellen (21). Welche Rolle die PMN bei der vaginalen Kandidose
des Menschen spielen, sollte nun anhand des ex vivo-Modells der vaginalen
Kandidose gekléart werden. Hierzu wurde das RHVE nach 7 bzw. 19h Infektion
mit C. albicans fiir 5h mit 4x10° PMN versetzt. Ohne PMN fiihrte die Infektion
des Epithels mit SC5314 zur Invasion und zur bekannten Lision. Nach 24h sind
bis auf die Basalzellreihe alle librigen Zellschichten geschddigt (Abb. 44). Unter
dem Einfluss der Neutrophilen war das Schadensbild reduziert. C. albicans ist
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nicht mehr invasiv, und im Gegensatz zur Wildtyp-Infektion ohne PMN sind die
unteren 2-3 Epithelzellschichten intakt (Abb. 45).
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T TR G N S T
!‘i-': :""'h-;LJ S :\'C: ."' ‘I;"' \ \ i i ‘{r:‘\ ‘.:? .IIJ"} ’

L g

Abbildung 44/45. Die Infektion des RHVE mit dem Candida albicans Wildtyp
SC5314 fiihrt nach 24h zum bekannten Schidigungsbild. Bis auf die
Basalzellschicht sind alle Zellschichten geschéadigt (Abb. 44). Durch die Zugabe
von PMN zum Infektionsmodell nach 19h fiir 5h ist das Schidigungsbild
deutlich reduziert. Die untersten 2-3 Zellschichten sind intakt (Abb. 45); x 400.
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3.1.12 SAP-Genexpression nach Infektion mit dem C. albicans Wildtyp
SC5314 und PMN

In Gegenwart von PMN war die Zahl der exprimierten SAP-Gene immer
vermindert. Meistens wurde nur SAP/ exprimiert (Abb.46). Warum das so ist,
ist bis jetzt unklar. Moglicherweise wird durch die PMN selbst oder durch die in
deren Anwesenheit exprimierten Zytokine eine Signalkaskade ausgelost, die im
Inneren der Pilzzelle die Expression bestimmter SAP-Gene inhibiert.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abbildung 46. SAP-Genexpressionsmuster nach Infektion mit dem Candida
albicans Wildtyp SC5314 und PMN. Nach 24h Infektion wird nur SAPI
exprimiert. Die PMN wurden nach 19h dazugegeben.

3.2 LDH-Test

Um eine quantitative Aussage iiber das Ausmall der Lidsion im RHVE zu
erhalten und um die unterschiedlichen Schidigungsmuster besser vergleichen zu
konnen, wurde die LDH-Konzentration, als MaB fiir die Schadigung der Zellen,
gemessen (Tab. 4).

Die LDH-Konzentration der nicht infizierten Schleimhaut, bei der das Gewebe
voll intakt ist, liegt immer bei Werten zwischen 25 und 35 U/l. Die LDH-
Konzentration bei der Asapl-Revertante ist immer vergleichbar mit der
Konzentration bei Einsatz des Wildtyps, d.h. es wurde tatsdchlich nur das SAP/
Gen in der Mutante ausgeschaltet und in der entsprechenden Revertante
erfolgreich wieder eingefiihrt. Die LDH-Konzentration bei der 4sap/-Mutante
liegt immer deutlich unter der Konzentration, die beim entsprechenden Wildtyp
gemessen wurde. Das bedeutet, dass, wie bereits histologisch beobachtet, die
Schidigung des RHVE durch die Mutante wesentlich geringer ist als durch den
Wildtyp. Erst zu sehr spéten Zeitpunkten gleicht sich die LDH-Konzentration,
die bei der 4sapl-Mutante gemessen wurde, der beim Wildtyp gemessenen
Konzentration an, was wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren ist, dass zu diesem
spiten Zeitpunkt sowohl die Zellen des Wildtyps als auch der Mutante vollig
zerstort sind. Die LDH-Konzentrationen der 4sap2-Mutante, gemessen nach 6
und 12h, lagen auch deutlich unter denen des Wildtyps. Die Werte des
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zusitzlich mit Lactobacillus acidophilus infizierten Epithels lagen mit 38 U/l
nach 12h auch nur knapp iiber dem Wert des nicht infizierten RHVE. Dies ist
ein weiterer Beweis dafiir, dass Lactobazillen vor einer Candida-Infektion im
Vaginalbereich schiitzen.

250
2 B nicht inf.
5 M Wildtyp
§ Revertante
S dsap1 Mut.
g dsap2 Mut.
X

Zeit (h)

Tabelle 4. LDH-Konzentration der unterschiedlichen Staimme in Abhidngigkeit
von der Zeit.

3.3 Zvtokinexpression nach Infektion mit dem C. albicans Wildtyp SC5314

Zytokine sind wichtig flir die Reaktion des Wirtes auf eine Infektion.
Interleukin-8 spielt eine bedeutende Rolle fiir die Anlockung von PMN. IL-8
seinerseits wird durch die Expression von TNF-a und IL-1a induziert. Zytokine
konnen von verschiedenen Immunzellen, aber auch von Keratinozyten
exprimiert werden. Sollten, wie bereits vermutet, PMN bei der vaginalen
Kandidose eine Rolle spielen, so miisste IL-8 exprimiert werden. Tatsdchlich
konnte man diese IL-8 Expression im RHVE sowohl auf mRNA- als auch auf
Proteinebene nachweisen. Man verwendete das Erhaltungsmedium des nicht
infizierten bzw. des mit C. albicans infizierten RHVE. Nach 1, 3, und 6h zeigte
sich beim nicht infizierten RHVE keine Expression von /L-8 auf mRNA-Ebene
(Abb. 47). Bei dem infizierten RHVE konnte eine deutliche Expression von /L-
8 nach 1, 3 und 6h nachgewiesen werden, wobei die Expression nach 1 und 3h
starker war als nach 6h (Abb. 48).
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M 1h 3h 6h

Abbildung 47/48. IL-8 Genexpression nach 1, 3 und 6h im nicht infizierten

(Abb. 47) bzw. mit dem Candida albicans Wildtyp SC5314 infizierten (Abb.
48), rekonstituierten humanen Vaginalepithel.

Im ELISA wurde die IL-8-Konzentration auf Proteinebene nach 12h bestimmt.
Es zeigte sich, dass eine Infektion mit C. albicans die IL-8-Konzentration
gegeniiber dem nicht infizierten Modell verdoppelte. Auch die Zugabe von
PMN zum nicht infizierten RHVE erhohte die IL-8-Konzentration verglichen
mit der nicht infizierten Schleimhaut ohne PMN. Durch die Zugabe von PMN
zum Infektionsmodell verdoppelte sich die IL-8-Konzentration ebenfalls. Die
Zugabe von Proteinaseinhibitoren hingegen verdnderte die IL-8-Konzentration
nur unwesentlich (Tab. 5).
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Probe IL-8-Konzentration in pg/ml
nicht infiziert 143
nicht infiziert + PMN 240
infiziert 302
infiziert + PMN 521
infiziert + Pepstatin A 264
infiziert + Ritonavir 333

Tabelle 5. Interleukin-8-Proteinkonzentration der verschiedenen Proben in
pg/ml nach 12h.

3.4 In vivo-Untersuchungen zur Bedeutung der Sap bei der vaginalen
Kandidose

Nachdem ex vivo ein typisches SAP-Expressionsmuster fiir den Verlauf der
Infektion festgestellt werden konnte, interessierte nun natiirlich die
Vergleichbarkeit zur in vivo-Situation. Dazu wurden Abstriche von 4
Patientinnen mit einer unbehandelten vaginalen Kandidose aus der Klinik und
Poliklinik fiir Frauenheilkunde und Geburtshilfe, Klinikum Innenstadt der LMU
Miinchen hinsichtlich der SAP-Expression untersucht. Ein Teil der Proben
wurde dazu verwendet, den Erreger der Infektion mikrobiologisch und mittels
biochemischer Charakterisierung zu bestimmen. In allen vier Féllen konnte C.
albicans als Erreger identifiziert werden. Der andere Teil wurde fiir die RNA-
Isolierung und eine anschlieBende RT-PCR verwendet. Bei Abwesenheit der
Reversen Transkriptase konnte nach der PCR bei keiner Patientenprobe SAPI-
10-Genprodukte nachgewiesen werden. Dadurch wurde bewiesen, dass keine
genomische DNA-Kontamination vorlag. Bei den meisten Patientinnen kam es
zur Expression von SAPI, 6, 9 und /0. Zwei Patientinnen waren positiv fiir
SAPS5, und ein Patient exprimierte SAP2. SAP3, 4, 7 und 8 wurden nie
exprimiert (Abb. 49/50). Die SAP-Expression in vivo ist also der ex vivo-
Expression sehr dhnlich. Somit konnte den Sap von C. albicans auch eine fiir die
Praxis relevante Bedeutung als Virulenzfaktor zugewiesen werden, was
besonders interessant ist im Hinblick auf neue therapeutische Optionen zur
Behandlung vaginaler Kandidosen.

65




Ergebnisse

1009 —

Q. —

A0 —

T —

B

Haufigkeit sow -

40%

A0k —

20—

0%

Abbildung 49. Hiufigkeit der Expression der zehn verschiedenen SAP-Gene in
vivo bei vier Patientinnen mit einer vaginalen Candida albicans-Infektion.

M | 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abbildung 50. SAP-Genexpressionsmuster einer der vier untersuchten
Patientinnen .
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3.5 Dreidimensionale Struktur von Sap2 mit Proteinaseinhibitoren

Die Suche nach spezifischen Proteinaseinhibitoren fiir die Hemmung der Sap
von C. albicans wird wesentlich erleichtert durch die Kenntnis der
dreidimensionalen Struktur des Enzyms und besonders des aktiven Zentrums.
Dadurch ist es moglich, gezielt Wirkstoffe zu entwickeln, die besonders starke
Wechselwirkungen mit dem aktiven Zentrum der Sap eingehen. Im Jahre
1995/1996 gelang es zwei Arbeitsgruppen die dreidimensionale Struktur von
Sap2 kombiniert mit einem Proteinaseinhibitor rontgenkristallographisch
darzustellen (1, 27) (Abb. 51). Die Auflésung liegt bei Proteinkristallen
iiblicherweise zwischen 1,5 und 3 A und ist stark von der Qualitiit des erzeugten
Kristalls abhéngig. Diese Struktur konnte mit Hilfe von computergestiitzten
Wechselwirkungs- und Bindungsldngenberechnungen (61) weiter optimiert
werden. Dadurch erhielt man eine realistischere Struktur von Sap2 mit dem
Proteinaseinhibitor =~ A70450. Man  konnte auch die  wichtigen
Wasserstoffbriickenbindungen (violett gestrichelt) zwischen dem aktiven
Zentrum von Sap2 (gelb) und dem Proteinaseinhibitor A70450 bildlich
darstellen (Abb. 52). Die optimierte Struktur wurde darauthin als Vorlage fiir
den Finbau anderer Proteinaseinhibitoren ins aktive Zentrum von Sap2
verwendet.
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Abbildung 51. Dreidimensionale Struktur von Sap2 im Komplex mit dem
Proteinaseinhibitor A70450 (27).
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Abbildung 52. Das aktive Zentrum von Sap2 im Komplex mit dem
Proteinaseinhibitor A70450. Die Aminosduren (gelb) von Sap2 bilden
Wasserstoffbriickenbindungen (violett gestrichelt) zu den Sauerstoffmolekiilen
(rot) bzw. Wasserstoffmolekiilen (griin) des Inhibitors aus. WeiB:
Kohlenstoffgeriist des Inhibitors; blau: Stickstoffmolekiile des Inhibitors.

3.5.1 Optimierte Struktur von Sap2 mit Pepstatin A

Cutfield et al. haben in einer Publikation beschrieben, wie Pepstatin A im
aktiven Zentrum von Sap2 liegt (27). Die zugehorigen
Rontgenkristallstrukturdaten des Komplexes wurden jedoch nie verdffentlicht,
vielleicht weil die Aufldsung mit mehr als 3 A relativ unprizise war. Es wurde
daher versucht, mit Hilfe der optimierten Sap2-Struktur eine Vorstellung davon
zu entwickeln, welche dreidimensionale Form dieser Sap2-Pepstatin A-Komplex
aufgrund seiner Energie am wahrscheinlichsten annimmt (Abb. 53). Im aktiven
Zentrum sieht man deutlich die H-Briicke zwischen der typischen OH-Gruppe
jedes Proteinaseinhibitors in der Mitte des Molekiils und den beiden Aspartaten
(Asp) Asp 32 und Asp 218. Zudem bildet sich eine H-Briicke zwischen
Threonin (Thr) 222 und den Peptidbindungen der beiden Valin (Val)-
Aminoséduren des Pepstatins aus. Weitere H-Briicken zwischen den Stickstoffen
des Arginins (Arg) 192 und den beiden Carboxylat-Sauerstoffen des C-
terminalen Endes des Pepstatins sowie zwischen Asparagin (Asp) 131 und der
OH-Gruppe des endstidndigen Statins von Pepstatin A halten den Inhibitor im
aktiven Zentrum (Abb. 54). Dieses Modell stimmt sehr genau mit der
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Beschreibung von Cutfield {iberein, der ebenfalls viele der erwdhnten H-
Briickenbindungen nachweisen konnte (27).

Abbildung 53. Riumliches Modell des optimierten Sap2-Enzyms mit dem
Proteinaseinhibitor Pepstatin A. Grau: Kohlenstoff; rot: Sauerstoff; blau:
Stickstoff; gelb: Schwefel; weil}: Pepstatin A. Die Wasserstoffatome wurden aus
Griinden der Ubersichtlichkeit weggelassen.
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Abbildung 54. Optimierte raumliche Struktur des aktiven Zentrums von Sap2 in
Wechselwirkung mit Pepstatin A. Gelb: Aminosduren von Sap2; weil}:
Kohlenstoff; violett gestrichelt: H-Briickenbindungen; rot: Sauerstoff; blau:
Stickstoff.

3.5.2 Modellstruktur und Wechselwirkungen von Sap2 mit Ritonavir und
Inh18

Neben Pepstatin A wurden auch HIV-Proteinaseinhibitoren und ein spezifischer,
gegen Sap von Candida gerichteter Proteinaseinhibitor (Inh18) im RHVE auf
seine Wirkung untersucht. Um die Ursache der Sap-Hemmung durch diese
Hemmstoffe chemisch zu untersuchen, wurde Ritonavir und Inhl8 in die
optimierte Sap2-Struktur modelliert und die Wechselwirkungen mit dem aktiven
Zentrum betrachtet. In der Abbildung sieht man, wie Ritonavir im energetisch
giinstigsten Zustand im aktiven Zentrum von Sap2 liegt (Abb. 55). Ritonavir
enthdlt ebenfalls die fiir Proteinaseinhibitoren wichtige OH-Gruppe, die
Wechselwirkungen mit Asp32 und Asp218 eingeht. AuBBerdem kommt es im
Komplex zu zahlreichen Wechselwirkungen zwischen den Aminosduren des
aktiven Zentrums und Ritonavir. Der aus einer Prager Arbeitsgruppe stammende
spezifische Sap-Inhibitor Inh18 (108) konnte ebenfalls mit Hilfe von Molecular-
Modelling-Methoden erfolgreich in die optimierte Sap2-Struktur eingebaut
werden (Abb. 56). Der Hemmstoff besteht aus fiinf Aminosiuren. Kernstiick
des Inhibitors stellt das mittlere Phenylstatin dar, eine kiinstliche Aminosaure,
die eine Hydroxygruppe besitzt und somit Wechselwirkungen mit den beiden
Aspartaten im aktiven Zentrum von Sap?2 eingeht. Der Stoff passt gut ins aktive
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Zentrum des Enzyms (Abb. 57). Aufgrund der im Vergleich zu Ritonavir
hoheren Anzahl an H-Briicken ist anzunehmen, dass dieser speziell gegen
Candida entwickelte Inhibitor Sap2 besser hemmt als das gegen HIV-
Proteinasen entwickelte Ritonavir. Dies wird durch eine Publikation bestatigt, in
der durch Messung der inhibitorischen Konzentrationen gezeigt werden konnte,
dass Inh18 Sap2 von C. albicans 200fach besser hemmt als Ritonavir (108).
Dass diese Ergebnisse im Vaginalschleimhaut-Modell nicht so deutlich ausfallen
liegt sicherlich daran, dass Inh18 speziell gegen Sap2 von C. albicans gerichtet
ist. Bei der vaginalen Kandidose spielt aber vor allem auch Sapl eine wichtige
Rolle, dessen dreidimensionale Struktur bisher immer noch unbekannt ist. Durch
die Untersuchung der Kristallstruktur der anderen wichtigen Sap-Isoenzyme
sollte es moglich sein, spezifische Hemmstoffe gegen unterschiedliche
Isoenzyme der Sap-Familie zu entwickeln. Dies stellt eine aussichtsreiche
Therapieoption von vaginalen Kandidosen in der Zukunft dar.

o
218
LY j LY34
- / \ yA
\/\ s T SN131

/

Ritonavir

Abbildung 55. Modellvorstellung des HIV-Proteinaseinhibitors Ritonavir und
dessen Wechselwirkungen mit dem aktiven Zentrum von Sap2.
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Abbildung 56. Riumliches Modell von Sap2 (griin) in Kombination mit dem
von Pichova (108) entwickelten spezifischen Candida albicans
Proteinaseinhibitor Inh18.

Abbildung 57. Modellvorstellung des spezifischen Candida albicans
Proteinaseinhibitors Inh18 im aktiven Zentrum von Sap2. Mindestens 6
Wasserstoffbriickenbindungen (violett gestrichelt) halten den Hemmstoff im
aktiven Zentrum und fithren dadurch zu einer hohen Wirksamkeit des Inhibitors.
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4 DISKUSSION

4.1 Das RHVE und seine Eignung fiir ein Vaginalkandidosemodell

Histologisch zeigt das RHVE eine groBe Ubereinstimmung mit der in vivo-
Situation (48, 117). Das Epithel zeigt einen kompakten Aufbau, wobei die
einzelnen Zellschichten deutlich voneinander differenzierbar sind. Die einzelnen
Zellen weisen eindeutige Keratinozyten-Charakteristika wie Desmosomen,
Tonofilamente und Keratohyalingranula auf. Neben der morphologischen
Ahnlichkeit konnte in immuno-histochemischen Untersuchungen auch die
Expression spezifischer Differenzierungsmarker des reifen Vaginalepithels
(Zytokeratin K1/K10, Involukrin, Transglutaminase 1) im Modell gezeigt
werden (117). Auch bilden diese Tumorzellen der A431-Zelllinie keine
Hornschicht aus. Bei den Untersuchungen zeigte sich licht- und
elektronenmikroskopisch eine gute Vergleichbarkeit der unterschiedlichen
Chargen des RHVE, was auf eine gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
hindeutet. Bisher wurden fiir die Etablierung von experimentellen vaginalen
Kandidosen Tiermodelle verwendet (8, 30, 31, 125). Da die Vergleichbarkeit
von Tiermodellen und der in vivo-Situation hiufig fragwiirdig erscheint und
auch aus ethischer Sicht die Durchfiihrung von Tierversuchen problematisch ist,
stellt das RHVE eine sinnvolle Alternative dar. Es lasst sich also feststellen, dass
es sich bei dem verwendeten RHVE um ein immer in ausreichender Menge zur
Verfiigung stehendes, funktionsfdhiges und  der  menschlichen
Vaginalschleimhaut sehr dhnliches Modell handelt.

Auf der Basis dieses Ergebnisses sollte nun auch geklért werden, ob es sich auch
als Modell der vaginalen Kandidose eignet. Hierzu wurde das RHVE mit dem
Candida albicans Wildtyp SC5314 infiziert. In vivo ist eine vaginale C. albicans
Infektion durch weillliche, abwischbare Auflagerungen an der Vagina und einen
weillen, wiéssrigen bis ,,cottage-cheese“-artigen Ausfluss gepriagt. Es kommt zu
einem ausgeprigten Erythem und Odemen im Bereich der Vulva (55, 100, 126,
147). Im Schleimhautmodell der vaginalen Kandidose konnten diese
Verdanderungen ebenfalls nachgewiesen werden. Es zeigte sich eine deutliche
Ubereinstimmung mit der in vivo-Infektion. Einziger Unterschied im Vergleich
zu tierischen oder menschlichen Modellen war die nicht vorhandene zelluldre
und humorale Immunantwort.

Ein wichtiger Vorteil dieses Modells ist, dass zu unterschiedlichen Zeitpunkten
sowohl histologische, immunelektronenmikroskopische als auch
molekularbiologische Untersuchungen parallel durchgefiihrt werden konnen.
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4.2 Virulenzuntersuchungen am RHVE und Einfluss einzelner Sap

Nachdem die Ahnlichkeit des Modells mit der in vivo-Situation einer vaginalen
Kandidose gezeigt werden konnte, sollte nun die Bedeutung der S4P-Genfamilie
fiir den Infektionsverlauf ndher charakterisiert werden. Das Vorhandensein einer
ganzen SAP-Genfamilie lasst darauf schliefen, dass die einzelnen Sap von C.
albicans unterschiedliche Funktionen besitzen. In C. albicans-Zellkulturen
konnte in vitro eine differentielle Regulation der S4P-Gene in Abhidngigkeit von
Wachstumsbedingungen, Temperatur und Zellmorphologie nachgewiesen
werden (54, 66). Auch bei dem hier verwendeten ex vivo-Vaginalkandidose-
Modell kam es zeitabhingig zu einer differentiellen Expression von Sap, was
auf Gen-Ebene mit Hilfe der RT-PCR nachgewiesen werden konnte. Erstmals
wurden alle zehn  Mitglieder der SAP-Genfamilie bei  einer
Genexpressionsstudie einer humanen Kandidose untersucht. Dabei spielten zu
Beginn der Infektion vor allem Sapl und Sap2 eine bedeutende Rolle. SAP2, 9
und /0 wurden wihrend des gesamten Infektionsverlaufs exprimiert, wobei
Sap9 und 10 als konstitutiv exprimierte, zellwandverankerte Proteinasen gelten,
die nicht extrazelluldr sezerniert werden (Felk; nicht publiziert). SAP/ und in
geringerem Umfang SAP4 und 5 konnten zeitgleich mit dem ersten Auftreten
von Lésionen und dem Eindringen erster Hefen in das RHVE nachgewiesen
werden. Im weiteren Infektionsverlauf waren schliefllich SAP1, 2, 4-6, 9 und 10
und manchmal S4P7 und 8 exprimiert (131). Im Gegensatz zum oralen und
kutanen Infektionsmodell (129, 130) kam es wéhrend des gesamten
Infektionsverlaufs zu keiner Expression von SAP3. Sap2 scheint folglich eine
wichtige Rolle fiir die Adhédrenz des Pilzes an die Vaginalschleimhaut zu
spielen, wihrend Sapl wichtig ist fiir die Invasion des Pilzes in das Epithel.
Immunelektronenmikroskopische Untersuchungen bestétigten die Sap-Sekretion
in Ubereinstimmung mit der Expression von SAP-Transkripten. Die besondere
Bedeutung von Sapl und 2 konnte durch die entsprechenden Asapi- respektive
Asap2-defizienten Mutanten bestitigt werden, deren Virulenz im Vergleich zum
Wildtyp deutlich abgeschwédcht war. Die Ergebnisse stimmen auch mit
Ergebnissen einer italienischen Arbeitsgruppe iiberein, die in einem Ratten-
Vaginalkandidosemodell mit Hilfe von Northern Blot-Analysen die Expression
von SAPI und SAP2 nachweisen konnte. Sie konnte zeigen, dass der Einsatz von
Einfachmutanten aus der Gruppe SAPI-3 im Gegensatz zur Dreifachmutante
Asap4-6 zu einer signifikanten Virulenzabschwichung fiihrt. Dabei war vor
allem die 4sap2-Mutante fast avirulent (30, 31).

Die Proteinase Sap2 ist vor allem im sauren Bereich aktiv. Obwohl das
Erhaltungsmedium den pH-Wert des RHVE neutral hélt, wird zu Beginn der
Infektion vor allem SAP2 exprimiert. Im Gegensatz dazu wird beim ebenfalls
neutralen oralen Modell zu Beginn der Infektion besonders SAP! und 3
exprimiert. Dies ldsst darauf schlieen, dass die Expression der Sap vor allem
abhéngig ist von der Zellart des Infektionsmodells und nicht vom pH-Wert des
umgebenden Mediums. Einen Beweis dafiir lieferte ein Versuch, bei dem der
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pH-Wert des Erhaltungsmediums auf pH 4,5 eingestellt wurde. Trotz des
verdnderten pH-Werts wurden dieselben SAP-Gene exprimiert. Die Bedeutung
von Sapl wurde zudem durch die Zugabe des rekombinanten Enzyms zum
RHVE bestitigt. Die alleinige Zugabe von Sapl fiihrte zu einer deutlichen
Schiadigung der ex vivo-Vaginalschleimhaut (131).

Um das Ausmal} der Schleimhautschdadigung zu quantifizieren, wurde erstmals
bei einem ex vivo-Kandidose-Modell ein LDH-Test durchgefiihrt. LDH wird
durch die Zerstorung der Keratinozyten ins umliegende Erhaltungsmedium
freigesetzt. Dabei zeigte sich, dass durch die Infektion mit der Asap - respektive
Asap2-defizienten Mutante die LDH Konzentration deutlich abnahm, d. h. der
Schaden zuriickging.

Die Expression von SAP6 ist, wie von anderen Arbeitsgruppen bereits frither in
vitro nachgewiesen werden konnte (63, 158), verbunden mit einer
Hypheninduktion. Da im Versuch erst nach 24h vermehrt Hyphen in das RHVE
eindrangen, kam es erst zu diesem Zeitpunkt zu einer Expression von SAP6.
SAP4 und 35, die sehr eng mit SAP6 verwandt sind, wurden in geringem Mafe,
verglichen mit SAPI, bereits nach 14h exprimiert, als es zur Invasion erster
Hefezellen in das RHVE kam. Diese Gene scheinen aber fiir die vaginale
Kandidose nur eine untergeordnete Rolle zu spielen. Die entsprechende Asap4-
6-Mutante fiihrte ndmlich im RHVE zu keiner Reduktion des Schadensbildes
verglichen mit der Wildtypinfektion. Vielmehr kam es bei der 4sap4-6-Mutante
sogar zu einer ausgepragteren Schidigung der Schleimhaut. Dies konnte daran
liegen, dass die Gene SAPI und 2, welche fiir die vaginale Kandidose von
besonderer Bedeutung sind, kompensatorisch hochreguliert werden.

Zur Expression von SAP7 und § korrelierten keine spezifischen histologischen
Veranderungen.

Obwohl das Auftreten erster histologisch erkennbarer Lésionen zeitlich
varilerte, konnte in allen Infektionsversuchen immer eine direkte Korrelation
zwischen dem Auftreten histologischer Verianderungen und den SAP-
Genexpressionsmustern gezeigt werden.

Das SAP-Genexpressionsmuster im RHVE stimmte zudem sehr genau mit der in
vivo-Situation iiberein. Um die in vivo Ergebnisse zu erhalten, wurden Abstriche
von Frauen mit einer unbehandelten vaginalen Kandidose auf SAP-Gene
untersucht

Einen besonders guten Schutz vor C. albicans-Infektionen bietet der in der
Vaginalflora von gesunden Frauen natiirlich vorkommende Keim Lactobacillus
acidophilus (104, 105). Diese Beobachtung konnte im infizierten RHVE
bestétigt werden. Durch die Zugabe von Lactobacillus acidophilus-Keimen ist
C. albicans nicht mehr in der Lage, sich an die Vaginalschleimhaut anzuhaften.
Das RHVE bleibt vollstdndig erhalten.
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4.3 Wirksamkeit von Proteinaseinhibitoren gegen Sap

Der Nachweis histologischer Verdnderungen zeitgleich zur Expression
bestimmter SAP-Muster ist noch kein direkter Beweis dafiir, dass die
Verdanderungen durch die Sap-Aktivitdt verursacht werden. Es konnten auch
andere Virulenzfaktoren fiir die Schiadigung des Epithels verantwortlich sein.
Diese Vermutung konnte aber durch den Einsatz der entsprechenden Mutanten
widerlegt werden, indem gezeigt wurde, dass die Infektion des RHVE mit der
Asapl- und Asap2-Mutante zu einem deutlich geringeren Schiadigungsbild fiihrt
als der Wildtyp.

Einen weiteren Beweis dafiir, dass Sap wichtige Virulenzfaktoren von C.
albicans sind, lieferte der Einsatz von Proteinaseinhibitoren. Durch die Zugabe
von Pepstatin A, einem klassischen Aspartatproteinaseinhibitor, zum
Infektionsmodell wurde das Schidigungsbild deutlich reduziert. Die Fahigkeit
zur Adhédrenz des Pilzes an das Epithel war nicht mehr vorhanden. Bis auf
wenige abgeloste Zellen blieb das RHVE vollstindig erhalten. Es wurden auch
HIV-Proteinaseinhibitoren wie Ritonavir getestet. Diese sind ebenfalls in der
Lage, die Sap von C. albicans zu hemmen und somit die Schidigung des
Epithels zu verringern, allerdings nicht in dem Malle wie Pepstatin A. Ein
speziell gegen Aspartatproteinasen von Candida entwickelter Hemmstoff Inh18
fiihrte ebenfalls zu einer Reduktion des Schadens am RHVE. Es liegt daher
nahe, dass Proteinaseinhibitoren eine neuartige therapeutische Option zur
Behandlung von vaginalen Kandidosen spielen konnten. /n vitro konnte bereits
die inhibitorische Wirkung der HIV-Proteinaseinhibitoren auf die Sap von C.
albicans nachgewiesen werden (77) und auch im Rattenmodell; im ex vivo-
Modell der oralen und kutanen Kandidose und natiirlich im RHVE zeigte sich
eine protektive Wirkung dieser Substanzen (21, 129, 130). Auch in klinischen
Beispielen lieB sich ein positiver Effekt der Proteinaseinhibitoren auf den
Verlauf von C. albicans-Infektionen nachweisen. Seit Einfiihrung der HIV-
Proteinaseinhibitoren in die Behandlung von AIDS-Patienten lie sich ein
deutlicher Riickgang der Priavalenz oraler Kandidosen verzeichnen (58, 59).
Dieser Befund wird meist mit dem verbesserten Immunstatus der Patienten
durch die Behandlung mit HIV-Proteinaseinhibitoren begriindet (162). Es gibt
allerdings auch Beispiele, wo sich das klinische Bild der C. albicans-Infektion
deutlich verbesserte, ohne dass es zu einem Anstieg der CD4-Helferzahl kam
(22, 58, 59). Die HIV-Proteinaseinhibitoren scheinen also auch in vivo einen
direkten Einfluss auf die Sap von C. albicans auszuiiben.

Weshalb die verschiedenen Aspartatproteinasen unterschiedlich stark gegen Sap
von C. albicans wirksam sind, konnte mit Hilfe von Molecular-Modelling-
Untersuchungen gezeigt werden. Hierbei wurden die verschiedenen
Proteinaseinhibitoren mit Hilfe von Computerprogrammen in das aktive
Zentrum von Sap2 modelliert, dessen dreidimensionale Struktur durch
Rontgenkristallstrukturanalyse vor einigen Jahren von zwei Arbeitsgruppen
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aufgekliart werden konnte (1, 27). Anhand der Stirke der Wechselwirkungen,
insbesondere der Wasserstoff-Briickenbindungen, konnten Struktur-Aktivitéts-
Beziehungen aufgestellt werden, das heifit es konnten Aussagen dariiber
getroffen werden, welche Hemmstoffe besonders gut ins aktive Zentrum passen
und somit in der Lage sind, Sap2 zu hemmen. Dabei zeigte sich, dass der von
Pichova et al. synthetisierte Hemmstoff Inh18 wesentlich besser ins aktive
Zentrum von Sap2 passt als Ritonavir. Diese Ergebnisse stimmen auch mit einer
Publikation iiberein, die zeigt, dass Inh18 Sap2 200-fach stirker hemmt als
Ritonavir, den am starksten wirksamen HIV-Proteinaseinhibitor (108).

4.4 Wirtsantwort auf eine vaginale Infektion mit C. albicans

Eine Infektion mit C. albicans fiihrt immer zu einer Immunreaktion des Wirtes.
Beim Menschen wird die Rolle des Wirtsimmunsystems bei der Bekdmpfung
einer vaginalen Kandidose bisher nur wenig verstanden, allerdings deutet
einiges daraufhin, dass die vaginale Immunantwort auf eine Candida-Infektion
anders ablauft als die orale Immunantwort, wo CD4+ Zellen eine wichtige Rolle
spielen (8, 17). Die Einwanderung von Leukozyten in die Genitalorgane ist
sowohl beim Menschen als auch beim Tier zyklusabhédngig und findet nach der
Ovulation statt (140). Dabei spielt beim Menschen vor allem IL-8 eine wichtige
Rolle. Dieses Chemokin ist verantwortlich fiir die Aktivierung und Anlockung
von PMN (94). Die IL-8-Produktion wird seinerseits durch die beiden
Chemokine IL-1a and TNF-a induziert. Auch im RHVE konnte eine Expression
von /L-8 durch die Keratinozyten der Schleimhaut nach einer Infektion mit C.
albicans nachgewiesen werden, wéihrend nicht infiziertes Epithel keine
Expression von /L-8 auf Gen-Ebene zeigte. Auf Enzym-Ebene kam es durch die
Infektion mit C. albicans zu einer Verdopplung der IL-8-Konzentration.

PMN sind wichtige Zellen der angeborenen Immunantwort gegen systemische
C. albicans-Infektionen und besitzen eine deutliche Aktivitdat gegen Candida in
vitro (35, 100). Obwohl PMN in der Vagina der Maus, neben Makrophagen,
Lymphozyten und verschiedenen anderen Leukozyten, mit 85% die
vorherrschenden Zellen der Immunantwort sind, ist ihre Bedeutung fiir die
Bekdmpfung der vaginalen Kandidose bis jetzt unklar. Die Anwesenheit von
PMN scheint im Mausmodell die Pilzzellzahl wahrend einer Infektion nicht
deutlich zu verringern (41, 125). Wihrend es im oben erwihnten Mausmodell
einer vaginalen Kandidose zu einem Einstrom von PMN kommt (9), ist beim
Rattenmodell nur eine minimale Infiltration von entziindlichen Zellen zu
beobachten (21). Im infizierten RHVE kommt es durch die Zugabe von PMN zu
einer deutlichen Reduktion des Schadensbildes. C. albicans ist kaum noch in der
Lage, in die Vaginalschleimhaut einzudringen. Zudem wird die IL-8-Expression
durch die Zugabe von PMN weiter gesteigert. Da das ex vivo-
Vaginalschleimhautmodell der in vivo-Situation am &hnlichsten ist, sollte
besonders fiir die Untersuchung der Wirtsantwort das RHVE verwendet werden,
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zumal auch einige Chemokine wie IL-8 bei der Maus nicht identisch zu denen
des Menschen sind (140).
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die vaginale Kandidose ist eine sehr hdufige Erkrankung, die vor allem bei
Schwangeren auftritt und bei Personen, die durch Pharmaka oder Erkrankungen
wie HIV immunsupprimiert sind. Von unterschiedlichen Arbeitsgruppen konnte
in den letzten Jahren gezeigt werden, dass sekretorische Aspartatproteinasen
wichtige Virulenzfaktoren von C. albicans sind. In meiner Doktorarbeit habe ich
versucht, die Bedeutung der sekretorischen Aspartatproteinasen fiir den Verlauf
von vaginalen C. albicans-Infektionen darzustellen. Dazu wurde zunichst ein ex
vivo-Modell auf der Basis von rekonstituiertem humanem Vaginalepithel
etabliert. Dieses besteht aus Zellen einer Vaginalkarzinomzelllinie, die auf einer
Polycarbonattrigerschicht ein mehrschichtiges Plattenepithel ausbilden. Dieses
Modell ist aus mehreren Griinden sehr gut zur Untersuchung der Erreger-Wirt-
Interaktionen und der Bedeutung der Sap als Virulenzfaktoren geeignet und
macht somit Untersuchungen am Tier weitestgehend iiberfliissig. Zum einen
entspricht das Modell hinsichtlich der Morphologie in grolem Male der in vivo-
Vaginalschleimhaut, zum anderen ist es moglich, sowohl histologische und
immunelektronenmikroskopische als auch molekularbiologische Unter-
suchungen parallel durchzufiihren, wodurch die gewonnen Daten besser
vergleichbar sind.

In dem RHVE wurden zum ersten Mal alle zehn S4P-Gene von C. albicans
untersucht.

Durch die Infektion des RHVE mit C. albicans-Zellen kam es zu einer
zeitabhingigen Schidigung des Epithels mit 6dematds geschwollenen
Keratinozyten, zahlreichen Vakuolen und Ablosung der Zellen aus dem
Epithelverband.

Es kam zu einer zeitlich differenzierten Expression von S4P-Genen. Im frithen
Stadium der Infektion, die charakterisiert i1st durch die Adhédrenz des Pilzes an
die Vaginalschleimhaut, kam es immer zur Expression von S4P2, 9 und /0. Die
Invasion des Pilzes in das RHVE war immer mit der Expression von SAPI
verbunden. In geringerem Malle wurde auch SAP4 und 5 exprimiert. Im spiten
Infektionsstadium sind schlieBBlich SAPI, 2, 4-6, 9 und /0 und manchmal SAP7
oder § exprimiert. Im Gegensatz zum oralen und kutanen Modell kam es nie zur
Expression von SAP3. Da SAPY9 und [0 als konstitutiv exprimierte,
zellwandverankerte Proteinasen gelten, die nicht extrazelluldr sezerniert werden,
kommt wahrscheinlich SAP/ und 2 besonders zu Beginn der Infektion eine
Schliisselrolle bei der experimentellen vaginalen Kandidose zu. Diese
Hypothese konnte mit Hilfe der entsprechenden Asapl/- und Asap2-Mutante,
denen das entsprechende Gen fehlte, bestitigt werden. Beide Mutanten zeigten
eine deutliche Virulenzabschwéchung verglichen mit dem Wildtyp. Auch die
Invasivitdt der beiden Asapl- bzw. Asap2-defizienten Stimme ging verglichen
mit dem Wildtyp deutlich zuriick. So ist im Vergleich zum Wildtyp die A4sapi-
Mutante in ihrer Invasivitit auf 50% reduziert. Die Invasivitit der Asap2-
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Mutante geht sogar um fast 80% zuriick. Die Echtheit der Mutanten konnte
durch den Einsatz der entsprechenden Revertanten bestitigt werden, indem
gezeigt wurde, dass das Schiadigungsmuster des Wildtyps und der Revertante
ahnlich sind.

Mit Hilfe polyklonaler, gegen Sapl-3 und Sap4-6 gerichteter Antikorper konnte
ein Sap-Sekretionsmuster auf Enzymebene nachgewiesen werden. Dabei konnte
gezeigt werden, dass statistisch signifikant mehr Enzyme aus der Gruppe Sap1-3
als aus der Gruppe Sap 4-6 sezerniert werden.

Erstmals wurde mit Hilfe des Laktatdehydrogenase-Tests eine quantitative
Aussage iiber das Ausmal} der Lasion im RHVE gemacht. Durch die Zerstérung
der Keratinozyten kam es zur Freisetzung von LDH, dessen Konzentration
indirekt photometrisch bestimmt werden konnte. Die geringste LDH-
Konzentration zeigte das nicht infizierte RHVE. Die LDH-Konzentration der
Revertanten war immer vergleichbar mit dem Wildtyp, das heiBit es wurde
tatsdchlich nur das entsprechende Gen in der Mutante ausgeschaltet und in der
Revertante erfolgreich wieder eingefiihrt. Die LDH-Konzentrationen der beiden
Mutanten lag immer deutlich unter der Konzentration des Wildtyps, was die
histologisch beobachtete Virulenzabschwichung der beiden Mutanten bestatigt.
Ein interessanter Befund war auch die Avirulenz von C. albicans im RHVE
durch die Zugabe von Lactobacillus acidophilus-Keimen. Die LDH-
Konzentration dieser Proben war dhnlich niedrig wie die der nicht infizierten
Proben des RHVE. Lactobacillus acidophilus bietet demnach einen deutlichen
Schutz vor C. albicans-Infektionen.

Anhand von Vaginalabstrichen von Patientinnen aus der Klinik und Poliklinik
fir Frauenheilkunde und Geburtshilfe, Klintkum der Universitit Miinchen —
Innenstadt-, mit einer vaginalen C. albicans-Infektion konnte der Nutzen des ex
vivo-RHVE gezeigt werden. Das in vivo-SAP-Expressionsmuster war dem ex
vivo-Muster sehr dhnlich. Es kam héufig zur Expression von SAP1, 6, 9 und 10
und manchmal zur Expression von SAP2 oder 5. SAP3 wurde, wie ex vivo auch,
nie exprimiert.

Hinsichtlich der Wirtsabwehr spielen Zytokine eine besondere Rolle. IL-8 ist
wichtig fiir die Anlockung von polymorphkernigen, neutrophilen Granulozyten.
Eine Hochregulation von IL-8 auf mRNA-Ebene war auch im RHVE nach
Infektion mit C. albicans nachweisbar, wihrend nicht infiziertes Epithel keine
Expression zeigte. Im Nahrmedium fiir das Vaginalepithel fiihrt die Infektion zu
einer Verdopplung der IL-8-Proteinkonzentration, gemessen durch ELISA. Da
auch im RHVE chemoattraktive Faktoren durch die Infektion mit Candida
albicans induzierbar sind, war mein nichstes Experiment die Zugabe von PMN.
Durch die Zugabe von PMN zum infizierten RHVE kam es zu einer deutlichen
Abschwichung des Schadigungsbildes.

Die besondere Bedeutung der Sap als Virulenzfaktoren bei der vaginalen
Kandidose konnte zusatzlich durch den Einsatz von Proteinaseinhibitoren
gezeigt werden. Durch die Zugabe der peptidartigen Proteinaseinhibitoren
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Pepstatin, Ritonavir und Inh18 kam es zu einer deutlich verminderten
Schadigung des rekonstituierten humanen Vaginalepithels durch C. albicans.
Durch die Kenntnis der dreidimensionalen Struktur von Sap2 war es moglich,
mit Hilfe von Molecular-Modelling-Untersuchungen diese Proteinaseinhibitoren
computergestiitzt ins aktive Zentrum von Sap2 zu modellieren. Der Inh18, der
speziell gegen Sap von Candida entwickelt wurde, passte dabei am besten ins
aktive Zentrum, was besonders durch die zahlreichen
Wasserstoffbriickenbindungen sichtbar wird. Da Sap2 unter den Proteinasen
nicht das einzige wichtige Enzym im Verlauf einer C. albicans-Infektion ist, ist
es wichtig, mit Hilfe von Rontgenkristallstrukturanalysen auch die Struktur der
anderen Sap zu untersuchen. Dadurch sollte es moglich sein, gezielte
Proteinaseinhibitoren gegen die unterschiedlichen Sap zu entwickeln, was einen
neuen und hinsichtlich der steigenden Resistenzen gegen herkémmliche
Antimykotika auch wichtigen Ansatzpunkt zur Bekdmpfung von Candida
albicans-Infektionen darstellt.
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Autfbau der Zellwand von Candida albicans (100).
Ergosterol-Biosynthese von Pilzen

Katalytischer Mechanismus der Spaltung einer Peptidbindung
durch die beiden Aspartate im aktiven Zentrum (11).

Struktur von Sapl mit Elementen, die in allen Sap gefunden
werden. Das SAPI Gen wird in ein Prapropeptid translatiert.
Die ersten 18 Aminosduren werden durch die Signalpeptidase
im Endoplasmatischen Retikulum abgespalten.

Dendrogramm der SAP-Gene von C. albicans (144)

Differentielle Regulation der S4P-Gene bei unterschiedlichen
in vitro Bedingungen (63)

In vivo-Vaginalschleimhaut aus
unverhornten Plattenepithel (135)

einem mehrschichtigen

Strukturformel von Pepstatin A
Strukturformel von Ritonavir und Amprenavir

Auftrennung der Blutzellen nach ihrer Dichte zur Isolierung
von PMN.

RT-PCR Methode zum Nachweis der SAP-Gene auf mRNA
Ebene

Schematische Darstellung eines PCR-Zyklus (33)
Reaktion von Laktat zu Pyruvat bei der Glykolyse

Nicht infiziertes rekonstituiertes Vaginalepithel bestehend
aus 6-8 Zellschichten und einer Polycarbonattragerschicht; x
400.

Rekonstituiertes humanes Vaginalepithel, 6h nach Infektion
mit dem Candida albicans Wildtyp SC5314. Adhédsion der
Hefezellen an die Schleimhautoberfliche mit kleineren
oberfldchlichen Vakuolen im Epithelverband; x 400.
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Rekonstituiertes humanes Vaginalepithel, 14h nach Infektion
mit dem Candida albicans Wildtyp SC5314. Die Hefezellen
haben die obere Hilfte des Epithels zerstort. Es kommt zur
Bildung zahlreicher Vakuolen und 6dematds geschwollenen

Keratinozyten. Einige Zellen 16sen sich aus dem Epithel ab; x
400.

Rekonstituiertes humanes Vaginalepithel, 24h nach Infektion
mit dem Candida albicans Wildtyp SC5314. Die Pilzzellen
sind bis zur Basalzellschicht durchgedrungen. Das Epithel ist
fast vollstindig zerstort; x 400.

Rekonstituiertes humanes Vaginalepithel 36h nach Infektion
mit dem Candida albicans Wildtyp SC5314. Bei der
elektronenmikroskopischen Aufnahme sieht man, wie die
Hefen bis zur  Polycarbonattrigerschicht in  das
Vaginalepithel eingedrungen sind; x 33000.

SAP-Genexpressionsmuster nach RT-PCR aus RNA 6h nach
Infektion mit dem Candida albicans Wildtyp SC5314.

SAP-Genexpressionsmuster nach RT-PCR aus RNA 14h
nach Infektion mit dem Candida albicans Wildtyp SC5314.

SAP-Genexpressionsmuster nach RT-PCR aus RNA 24 h
nach Infektion mit dem Candida albicans Wildtyp SC5314.

Der Nachweis des FElongationsfaktors EFBI dient als
Kontrolle dafiir, dass das SA4P-Genexpressionsmuster aus
cDNA und nicht aus genomischer DNA stammt.

Postembedding-Immunogold-Markierung mit dem gegen
Sapl-3 gerichteten, polyklonalen Antikorper, 12h nach
Infektion mit dem Candida albicans Wildtyp SC5314. Es ist
eine erhohte Menge an Sapl-3- gegeniiber Sap4-6-Antigen
(s. Abb. 25) in der Zellwand zu finden. Strich = 0,5um.

Postembedding-Immunogold-Markierung mit dem gegen
Sap4-6 gerichteten, polyklonalen Antikérper, 12h nach
Infektion mit dem Candida albicans Wildtyp SC5314. Strich
=0,5um.
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Rekonstituiertes humanes Vaginalepithel nach Infektion mit
dem Candida albicans Wildtyp SC5314 fiir 12h (Abb. 26)
und zusitzlich Pepstatin A (Abb. 27). Durch die Zugabe von
Pepstatin A kommt es zu einem deutlich reduzierten
Schiadigungsmuster. C. albicans ist nicht mehr invasiv, und
das Epithel ist fast vollstdndig intakt; x 400.

Rekonstituiertes humanes Vaginalepithel nach Infektion

mit dem Candida albicans Wildtyp SC5314 (Abb. 28) und
zusatzlich mit Ritonavir, einem HIV-Proteinaseinhibitor
(Abb. 29) fiir 24h. Durch die Zugabe von Ritonavir kommt es
zu einer geringeren Schidigung des Epithels. Aullerdem
dringen kaum noch Pilze in die Schleimhaut ein; x 400.

SAP-Genexpressionsmuster nach Infektion mit dem Candida
albicans Wildtyp SC5314 und Ritonavir fiir 24h.

Rekonstituiertes humanes Vaginalepithel nach Infektion mit
dem Candida albicans Wildtyp und Lactobacillus
acidophilus fiir 12h. Durch die fehlende Adhérenz der
Hefezellen an die Vaginalschleimhaut aufgrund der Zugabe
von Lactobazillen werden sdmtliche Candida-Zellen bei der
Fixierung von der Schleimhaut gespiilt. Das Gewebe bleibt
vollstdndig intakt; x 400.

Infektion des RHVE mit dem Candida albicans Wildtyp
SC5314 fiir 12h. Fast alle Zellschichten sind geschadigt. Es
bilden sich zahlreiche Vakuolen, und die Keratinozyten sind
odematos geschwollen; x 400.

Infektion mit der A4sap/-Mutante fiir 12h. Das Schiadigungs-
muster st deutlich geringer ausgepragt als bei der
Wildtypinfektion; x 400.

Infektion des RHVE mit der Asap2-Mutante fiir 6h. Die
Candida albicans-Zellen sind kaum in der Lage in die
Vaginalschleimhaut einzudringen. Das Epithel ist vollstdndig
erhalten; x400.

Rekonstituiertes humanes Vaginalepithel, 24h nach Infektion
mit dem Candida albicans Wildtyp SC5314. Die Pilzzellen
sind etwa bis zur Mitte in das Epithel eingedrungen. Es
bilden sich zahlreiche Vakuolen; x 400.
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Abbildung 36:

Abbildung 37:

Abbildung 38/39:

Abbildung 40/41:

Abbildung 42:

Abbildung 43:

Abbildung 44/45:

Abbildung 46:

Rekonstituiertes humanes Vaginalepithel, 24h nach Infektion
mit der Asap4-6-Mutante. Das Epithel ist bis auf die
Basalzellschicht geschidigt; x 400.

SAP-Genexpressionsmuster nach Infektion mit der Asapl
Mutante fiir 12h.

Infektion des RHVE mit dem Candida albicans Wildtyp
SC5314 (Abb. 38) und der sap2-Revertante (Abb. 39) fiir 6h.

Das Schiadigungsmuster der Revertante ist der Wildtyp-
infektion sehr dhnlich; x 400.

Infektion des RHVE mit dem Candida albicans Wildtyp
SC5314 (Abb. 40) und der sapl-Revertante (Abb. 41) fiir
12h. Das Schiddigungsmuster der Revertante ist der
Wildtypinfektion sehr dhnlich; x 400.

Infektion des RHVE mit dem Sapl-Enzym fiir 6h fiihrt zu
einer deutlichen Schiddigung des Epithelverbands mit
zahlreichen Vakuolen; x 400.

Exposition des RHVE gegeniiber dem Sap2-Enzym fiir 6h
fiihrt zu geringen interzelluliren Odemen. Die Schidigung
des Epithels fillt im Vergleich zur Infektion mit dem Sapl-
Enzym deutlich geringer aus; x 400.

Die Infektion des RHVE mit dem Candida albicans Wildtyp
SC5314 fiihrt nach 24h zum bekannten Schidigungsbild. Bis
auf die Basalzellschicht sind alle Zellschichten geschidigt
(Abb. 44). Durch die Zugabe von PMN zum
Infektionsmodell nach 19h fiir 5h ist das Schidigungsbild
deutlich reduziert. Die untersten 2-3 Zellschichten sind intakt
(Abb. 45); x 400.

SAP-Genexpressionsmuster nach Infektion mit dem Candida
albicans Wildtyp SC5314 und PMN. Nach 24h Infektion
wird nur SAPI exprimiert. Die PMN wurden nach 19h
dazugegeben.

Abbildung 47/48: IL-8 Genexpression nach 1, 3 und 6h im nicht infizierten

(Abb. 47) bzw. mit dem Candida albicans Wildtyp
infizierten (Abb. 48) rekonstituierten ~ humanen
Vaginalepithel.
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Abbildung 49:

Abbildung 50:

Abbildung 51:

Abbildung 52:

Abbildung 53:

Abbildung 54:

Abbildung 55:

Abbildung 56:

Abbildung 57:

Haufigkeit der Expression der zehn verschiedenen SAP-Gene
in vivo bei vier Patientinnen mit einer vaginalen Candida
albicans-Infektion.

SAP-Genexpressionsmuster einer der vier untersuchten
Patientinnen.

Dreidimensionale Struktur von Sap2 im Komplex mit dem
Proteinaseinhibitor A70450 (27).

Das aktive Zentrum von Sap2 im Komplex mit dem
Proteinaseinhibitor A70450. Die Aminosduren (gelb) von
Sap2  bilden = Wasserstoftbriickenbindungen  (violett
gestrichelt) zu den Sauerstoffmolekiilen (rot) bzw.
Wasserstoffmolekiilen (griin) des Inhibitors aus. Weil:
Kohlenstoffgeriist des Inhibitors; blau: Stickstoffmolekiile
des Inhibitors.

Raumliches Modell des optimierten Sap2-Enzyms mit dem
Proteinaseinhibitor Pepstatin A. Grau: Kohlenstoff; rot:
Sauerstoff; blau: Stickstoff; gelb: Schwefel; weil3: Pepstatin
A. Die Wasserstoffatome wurden aus Griinden der
Ubersichtlichkeit weggelassen.

Optimierte rdaumliche Struktur des aktiven Zentrums von
Sap2 in  Wechselwirkung mit Pepstatin  A. Gelb:
Aminosduren von Sap2; weil}: Kohlenstoff; violett
gestrichelt: H-Briickenbindungen; rot: Sauerstoff; blau:
Stickstoff

Modellvorstellung des HIV-Proteinaseinhibitors Ritonavir
und dessen Wechselwirkungen mit dem aktiven Zentrum von
Sap2.

Raumliches Modell von Sap2 (griin) in Kombination mit dem
von Pichova (108) entwickelten spezifischen Candida
albicans Proteinaseinhibitor Inh18.

Modellvorstellung des spezifischen Candida albicans
Proteinase-inhibitors Inh18 im aktiven Zentrum von Sap2.
Mindestens 6  Wasserstoffbriickenbindungen  (violett
gestrichelt) halten den Hemmstoff im aktiven Zentrum und
fiihren dadurch zu einer hohen Wirksamkeit des Inhibitors.
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Tabelle 2:

Tabelle 3:

Tabelle 4:

Tabelle 5:

7 VERZEICHNIS DER TABELLEN

Primerpaare zum Nachweis der einzelnen S4P-Gene von C.
albicans

Primerpaar zum Nachweis von Interleukin 8

Der Unterschied zwischen der anti-Sap1-3- und der anti-Sap4-6-
Markierung ist signifikant (p<0,05), bestimmt mit dem Fisher-
Pitman-Test. Dabei ist D der Durchschnitt der Goldpartikelmenge,
die in zehn zufillig ausgewdhlten Zellen gefunden wurde. SA
entspricht der dazugehorigen Standardabweichung.

LDH-Konzentration der unterschiedlichen Stimme in Abhéngigkeit
von der Zeit.

Interleukin-8-Proteinkonzentration der verschiedenen Proben in
pg/ml nach 12h.
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