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1 EINLEITUNG UND LITERATURUBERSICHT 4

1 Einleitung und Literaturtibersicht

1.1 Kolonisation und Infektion der Mundh&hle mit Candida Spezies

In der Mundhdhle kdnnen eine Reihe von Hefen isoliert werden, wobei es sich in der
Mehrzahl um Candida spp. (Familie: Cryptococcaceae; Klasse: Blastomycetes; Un-
terabteilung: Fungi imperfecti) handelt (244) (Tab. 1). Die haufigste Spezies hierbei
ist C. albicans. Hefen wie Rhodotorula glutinis und Saccharomyces cerevisiae wer-
den nur selten in der Mundh6hle nachgewiesen, hierdurch hervorgerufene Infektio-
nen und Erkrankungen sind nicht bekannt. Sprof3pilze im allgemeinen und C. albi-
cans im Besonderen werden als Kommensalen des Verdauungstrakts von gesunden
Individuen gefunden (168). Sie sind Teil der normalen mikrobiellen Flora des Men-
schen und kénnen als klinisch symptomloses Reservoir fir spatere Infektionen die-
nen (100, 225). Bei Stoérung des Gleichgewichts zwischen Wirtsabwehr und Virulenz-
faktoren des Keims kann es zum Ubergang von Kommensalismus zur Infektion
kommen.

Tab. 1: Ubersicht iber Candida spp. und weitere Hefen, die in der Mundhéhle nachgewiesen wer-
den und deren Haufigkeit (hach Odds 1988 (181))

Hefen Isolate in %
Candida albicans 47-75 %
Candida tropicalis 7

Candida glabrata 7

Candida krusei <5
Candida parapsilosis <5
Candida guilliermondii <5
Rhodotorula spp. <4
Saccharomyces cerevisiae | <2

Die Angaben uber die Haufigkeit des Auftretens von Candida spp. ohne klinische
Zeichen oder Symptome von Schleimhauterkrankungen (Kolonisation) sind unter-
schiedlich und liegen zwischen 32 % und 60 % (89, 174) bzw. 20 % - 50 % (83, 180,
234).

Die Ubersicht spiegelt die Summe von 17 Studien, in die verschiedene Personen-
gruppen (u.a. auch gesunde Probanden) einbezogen wurden, wider. Daten tber eine
reine Besiedlung der Mundhéhle mit Candida spp. bei Gesunden kénnen erst dann
als gesichert gelten, wenn mikrobiologische Befunde mit klinischen Angaben korre-
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liert werden. Die Mehrzahl vorliegender Studien jedoch stlitzt sich auf unvollstandige
Angaben Uber Allgemeinzustand, mégliche Grunderkrankungen und intraoralen Be-
fund. Die grol3e Variationsbreite der der Literatur entnommenen Daten ist bedingt
durch fehlende Informationen tber den Gesundheitszustand der Proban-
den/Patienten (153), so dal} allein aufgrund deren Rekrutierung aus Kliniken und
Krankenh&usern pradisponierende Erkrankungen vorliegen konnten.
Epidemiologischen Studien zufolge liegt die Pravalenzrate fur das Auftreten mehrerer
Candida spp. gleichzeitig bei ca. 10 % (153). Es ist anzunehmen, daf3 die tatsachli-
che Zahl grél3er ist, da Differenzierungsmaoglichkeiten von dem verwendeten Medium
und der bei der mikrobiologischen Aufbereitung verwendeten Sorgfalt abh&ngen. Mit
Hilfe der Mundspulmethode kbnnen Kombinationen von C. albicans mit einer oder
mehrerer der folgenden Spezies nachgewiesen werden: C. glabrata, C. tropicalis und
C. krusei (235).

Die Anzahl von Candida-Zellen pro Milliliter Speichel liegt bei klinisch unauffalligen
Personen bei 200 - 500 CFU (colony forming units = koloniebildende Einheiten)/ml
(84). Wird die Mundspultechnik verwendet, kbnnen ca. 600 CFU/ml nachgewiesen
werden (163, 164).

1.2 Begriffsbestimmung Candidiasis (Candidose)

Candidiasis und Candidosis sind beides Begriffe, die fur die Beschreibung von Infek-
tionen mit Hefen der Gattung Candida verwendet werden. Wahrend der Rat der In-
ternationalen Organisationen der Medizinischen Wissenschaften 1982 die Bezeich-
nung (orale) Candidiasis vorschlug (64), wird in Europa Uberwiegend der Begriff
,candidose” verwendet. Gemal der ,International Society for Human and Animal
Mycology (ISHAM) werden die Begriffe ,Candidose” oder ,Candidosis” sowie ,Candi-
diasis* als gleichwertig angesehen (184). In vorliegender Arbeit wird die Bezeichnung
(orale) Candidiasis verwendet.

Die mit den englischen Begriffen ,yeast* und ,yeast-like fungi“ bezeichneten Pilze
werden im deutschen Sprachgebrauch als Hefen, echte Hefen, hefeahnliche und he-
feartige Pilze, Hefe- und Sprof3pilze benannt.

Der Begriff Candidiasis steht fir eine Erkrankung mit klinischen Zeichen und Sym-
ptomen, die vorwiegend durch C. albicans, jedoch auch C. tropicalis, C. krusei, C.
glabrata u.a. hervorgerufen wird. Kennzeichnend sind makroskopisch sichtbare Ver-
anderungen der Mukosa (erythemattse oder pseudomembrandse Areale), der histo-
logische Nachweis PAS-positiver Strukturen (Pseudohyphen und/oder Hyphen) so-
wie histopathologische Verdnderungen der infizierten Mukosa, die je nach Erschei-
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nungsform entweder eine Atrophie bzw. Hyperparakeratose, Akanthose und Entzin-
dungsreaktion mit Mikroabszessen in der oberen Anteilen der Stachelzellschicht so-
wie ein mononukleares Band im darunterliegenden Bindegewebe aufweisen.

Davon abgegrenzt werden mul3 der Begriff (Candida- ) Infektion, der per se bedeutet,
dafl3 der Mikroorganismus sich im Koérper festgesetzt hat. Hierbei kommt es zu keiner
makroskopisch sichtbaren Veranderung der Mukosa (subklinische Infektion), histo-
pathologisch jedoch finden sich PAS-positive Strukturen in den oberen Anteilen des
Epithels sowie maRige entzindliche Reaktionen. Der Wirt ist somit Keimtrager.

Die Anwesenheit bzw. der Nachweis von Sprol3pilzen allein bedeutet weder, dal3 ei-
ne (klinisch apparente) Candidiasis noch eine (subklinisch verlaufende) Infektion mit
Candida spp. vorliegt, sondern ist Zeichen einer Kolonisation (168).

In diesem Zusammenhang ist von Bedeutung, daf} sich aus der Keimmenge (ge-
wonnen mittels Abstrich- oder Mundspulmethode) nicht das Vorhandensein einer
mukosalen Infektion mit Candida spp. ableiten laf3t. Es besteht keine unmittelbare
Assoziation zwischen dem mikrobiologischen Nachweis hoher Keimzahlen und dem
Auftreten einer Schleimhautveranderung (23, 149, 240, 274). Bei immungesunden
Personen ohne klinische Manifestationen kdnnen mittels Abstrichtechnik gewonnene
Proben 10® CFU/mI aufweisen (180, 234), wahrend bei Patienten mit HIV-Infektion in
einigen Fallen nur 50 CFU/mI nachweisbar waren und dennoch klinische Verénde-
rungen beobachtet wurden (23).

1.3 Die orale Mukosa und Immunabwehr von Infektionen mit C. albicans

Im oralen Epithel findet sich eine konstante Population nicht-epithelialer immunkom-
petenter Zellen, die Lymphozyten und Langerhans-Zellen (LHZ). Letztere sind spe-
zialisierte Zellen mit dendritischer Oberflache, die von Knochenmarksvorlaufern ab-
stammen und zytoplasmatische Organellen (Birbeck-Granula) enthalten. LHZ sind
mit den dendritischen Zellen der Milz und der Lymphknoten verwandt und gehdren
zu der Gruppe der antigenprasentierenden Zellen (APZ). LHZ binden zuné&chst ein
Antigen an ihre Oberflache, verarbeiten es und wandern, das Antigen tragend, von
der Mukosa durch die Lymphe in die regionalen Lymphknoten, wo sie sich zu dendri-
tischen Zellen differenzieren, die eine starke kostimulierende Aktivitat besitzen. Im
Lymphknoten wird das Antigen von interdigitierenden dendritischen Zellen naiven
CD4"-T-Zellen prasentiert. Wahrend der Erkennungsphase der primaren Immunant-
wort gegen Proteinantigen sind dendritische Zellen der wichtigste Zelltyp, um naive
T-Zellen zu stimulieren.
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Das orale Epithel der Maus beherbergt 8-11 nicht-epitheliale Zellen pro 1000 Basal-
zellen, das humane Epithel ca. 100 pro 1000 Basalzellen. 41 % dieser Zellen beim
Menschen sind LHZ, bei der Maus 57 % (47). LHZ finden sich in der humanen oralen
Mukosa mehrheitlich im Stratum spinosum (61 %), wahrend bei der Maus eine nahe-
zu gleiche Verteilung im Stratum basale, suprabasal und im Stratum spinosum vor-
liegt. Die kleinen Populationen von intraepithelialen Lymphozyten beim Menschen
sind mehrheitlich CD8"-T-Zellen. Bei Mausen exprimieren dagegen 50 % der intrae-
pithelialen Lymphozyten die y&Form des T-Zell-Rezeptors. Bei den meisten anderen
Tierarten einschliel3lich des Menschen, sind nur ca. 10 % der intraepithelialen Lym-
phozyten y&Zellen (198).

Zu einer Infektion mit C. albicans kommt es, wenn der Mikroorganismus in die Ober-
flache der Epithelien eindringen kann, wie z.B. bei gestorter Schleimsekretion. Die
Infektion mit C. albicans ist gekennzeichnet durch eine Vermehrung des Mikroorga-
nismus im Extrazellularraum auf Epitheloberflachen. Um den Wirt zu schiitzen sind
bei einer Candida-Infektion zwei verschiedene Arten der Immunantwort, d.h. die un-
spezifische zellulare sowie eine erworbene zellvermittelte Immunitéat notwendig. Dies
geschieht in erster Linie durch Phagozytose, Zytokinsekretion der Phagozyten (TNF-
a, L 1, IL6, IL 8, IL12) und die hierdurch ausgeltste Aktivierung von Lymphozyten.
Bei einer Candida-Infektion sind maRgeblich CD4*-T-Zellen involviert, denen Anti-
genpeptide durch antigenpréasentierende Zellen (APZ) auf MHC-Klasse Il Molekulen
angeboten werden.

Verglichen mit der Haufigkeit und Intensitat der Mundschleimhaut-Infektion ist die
systemische Komplikation einer invasiven, disseminierten Candida-Infektion bei Pati-
enten mit HIV-Infektion selten. Das Ausmal3 der mukokutanen L&sion ist in den mei-
sten Fallen limitiert, die Infektion erreicht nicht das subepitheliale Bindegewebe. Die-
ser Verlauf wird dadurch bedingt, dafd HIV-seropositiven Patienten zwar eine Ver-
minderung der Anzahl der CD4"-Lymphozyten und damit der T-Zell-Hilfe eintritt, die
nichtadaptive angeborene unspezifische Immunitat jedoch primér keine Defekte auf-
weist. Letztere, basierend auf neutrophilen Granulozyten, Monozyten, Makrophagen
sowie Langerhans-Zellen (LHZ) ist fir die Abwehr von Pilzen entscheidend.

Die Interaktion zwischen Candida spp. und polymorphkernigen neutrophilen Leuko-
zyten und Makrophagen beziglich ihrer Abwehrfunktion wurde in einer Reihe von
Studien untersucht (Review bei Fromtling et al. 1986 (91), Greenfield 1992 (98),
Challacombe 1994 (58)). Analysen zu immunkompetenten Zellen in der Mukosa HIV-
seropositiver und -negativer Patienten mit oraler Candidiasis wurden besonders in
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den letzten Jahren verdffentlicht (215, 222, 287). In vitro Untersuchungen wiesen auf
die wichtige Rolle humaner LHZ fur die antigenspezifische T-Zellantwort bei Kontakt
mit C. albicans hin (266).

1.4 Klassifikation der oralen Candidiasis

Die Infektion mit C. albicans hat vielfaltigste Erscheinungsformen. Das klinische
Spektrum umfaldt oberflachliche, relativ lokalisierte Erkrankungen der Haut und des
Epithels des Orogastrointestinaltrakts (83) und schwere, lebensbedrohliche Infektio-
nen der inneren Organe. Dazwischen existieren vielfaltige Mischformen, die durch
unterschiedliche Einflisse moduliert werden (58, 216).

Verschiedene Klassifikationen der oralen Candidiasis sind bekannt, wobei die von
Lehner am haufigsten verwendet wurde (142). Als Nachteil dieser Klassifikation er-
wies sich, dal3 diese nicht differenziert zwischen ausschlief3lich intraoral lokalisierten
Formen und oralen Manifestationen in Zusammenhang mit der mukokutanen Candi-
diasis. Daher wurde vorgeschlagen die orale Candidiasis in eine primére und eine
sekundéare Form zu unterteilten. Die primare Form ist demnach auf orale und periora-
le Bereiche begrenzt, wahrend die sekundére Form eine orale Candidiasis als Folge
einer systemischen mukokutanen Erkrankung, die auf Haut und Schleimhaut ausge-
dehnt ist, kennzeichnet (236).

Weiterhin wurde in der Klassifikation von Lehner nicht zwischen morphologischen
und Klinischen Kriterien unterschieden, was Mil3verstadndnissen bei der Einteilung der
Manifestationen zur Folge hatte. Daher wurde der Begriff ,atrophische Candidiasis”
durch den rein deskriptiven Terminus ,erythematdse Candidiasis” ersetzt.

1997 erschien eine Reklassifikation der oralen Candidiasis (16), die die Nachteile der
vorherigen Klassifikationen aufhob und neue klinische Varianten, die zusammen mit
der HIV-Infektion auftreten, integrierte (Tab. 2).

Ein weiterer Vorteil dieser Klassifikation ist die Berticksichtigung von Candida-
Superinfektionen keratinisierter primarer Veranderungen der oralen Mukosa. So ist
die Leukoplakie in 10 % der Falle superinfiziert, Lichen planus in 40 % und Lupus
erythematodes in 50 % (14).
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Tab. 2: Reklassifikation der oralen Candidiasis (nach Axéll et al. 1997 (16))

primare orale Candidiasis

Sekundare orale Candidiasis

akute Formen

Orale Manifestationen systemischer
mukokutaner Candidiasis

pseudomembrands, erythematts

chron. Formen

- hyperplastisch

- als Folge von Erkrankungen wie der
- Thymus-Aplasie und dem

- Candida-Endokrinopathie-Syndrom

noduléar

plaqueférmig

- erythematos

- pseudomembranés

Candida-assoziierte Veranderungen

- Prothesenstomatitis

- Cheillitis angularis

- Glossitis rhombica mediana

Candida Superinfektion von kerati-
nisierten Lasionen

- Leukoplakie

- Lichen planus

- Lupus erythematodes

1.5 Pradisponierende Faktoren

1.5.1 Lokale Faktoren

Verschiedene Faktoren begunstigen die Entstehung einer oralen Candidiasis.

Lokale Ursachen hierfur kbnnen Xerostomie, erhdhter Glukosegehalt des Speichels,
Tragen von Prothesen (44, 232) (Review bei Budtz-Jorgensen 1990 (41)) sowie Fak-
toren sein, die direkt oder indirekt die protektive Wirkung der epithelialen Barriere
schwachen. In zytologischen Ausstrichen bei Rauchern wurde eine signifikant hohere
Anzahl von Hyphen- oder Pseudohyphen als bei Nichtrauchern nachgewiesen (219),
bei der quantitativen Auswertung von Candida spp. im Speichel wurde dagegen kein
Unterschied zwischen Rauchern und Nichtrauchern gefunden (26, 188). Untersu-
chungen konnten weiterhin nachweisen, daf? eine orale Candidiasis bei Rauchern
haufiger als bei Nichtrauchern auftritt (13, 264), wobei sich bei Rauchern mit erythe-
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matdser Candidiasis erheblich hohere Keimzahlen nachweisen lie3en als bei Patien-
ten mit erythematoser Candidiasis, die nicht rauchten (88 % versus 66 %) (33).

Der Zusammenhang zwischen Prothesenstomatitis und Lebensgewohnheiten wurde
von einer finnischen Arbeitsgruppe untersucht (232). Die Ergebnisse zeigten, dal3
Alkoholkonsum, Zigarettenrauchen und wenig sportliche Aktivitat signifikant haufiger
mit der Entstehung einer Prothesenstomatitis verbunden ist. Zwar beeinflu3ten biolo-
gische Faktoren wie Speichelflu3rate, Mundhygiene und Geschlecht den quantitati-
ven Nachweis von Candida spp., doch bei der Entstehung einer oralen Candidiasis
im Sinne einer Prothesenstomatitis war die Lebensfiihrung ausschlaggebend.

In einer Untersuchung homosexueller Manner konnte nachgewiesen werden, daf3
eine Korrelation zwischen Rauchen und dem Auftreten einer oralen Candidiasis un-
abhangig von der HIV-Serologie besteht (264). Lokale Faktoren scheinen bei der Pa-
thogenese einer oralen Candidiasis eine grofl3ere Rolle zu spielen als die zugrunde-
liegende Immunsuppression.

Bei HIV-positiven Rauchern treten neben der oropharyngealen Candidiasis auch wei-
tere HIV-spezifische Verdnderungen wie orale/genitale Condylomata acuminata und
die Haarleukoplakie signifikant haufiger auf (86, 195, 274), die Rauchgewohnheiten
haben jedoch keinen Einflu® auf die Progression der HIV-Infektion (94).

1.5.2 Systemische Faktoren

Neben lokalen Kofaktoren liegt der Infektion in den meisten Fallen ein zuséatzlicher
systemischer Immundefekt des Wirts zugrunde, was eine opportunistische Infektion
kennzeichnet (132).

Zu den allgemein pradisponierenden Faktoren zéhlen endokrine Stérungen, Malab-
sorption, Kachexie, Hamoblastosen, schwere Allgemeinerkrankungen, Radiatio
(209). Patienten mit Diabetes mellitus (138) oder einer konsumierenden schweren
Systemerkrankung entwickeln haufig eine Candidiasis. Bei Neugeborenen ist vermut-
lich die Unreife des Immunsystems und der Mangel an ausgebildeter Standortflora
die Ursache fur das Entstehen einer oralen Candidiasis.

Mit der Zunahme vor allem der erworbenen Immundefekte aufgrund von Langzeitin-
tensivmedizin (93, 286), Therapien mit Immunsuppressiva und Zytostatika (45, 208),
Einnahme von Kortikosteroiden und Antibiotika (152) sowie der Erh6hung des durch-
schnittlichen Lebensalters (252) stieg in den letzten Jahren die Zahl immunkompro-
mittierter Patienten und damit die Inzidenz einer oropharyngealen Candidiasis.

Nach Organtransplantation immunsupprimierte Patienten sind empfanglicher fur Pilz-
infektionen, die Candidiasis ist bei diesen Individuen die haufigste Pilzerkrankung,
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wobei als Erreger meistens C. albicans nachgewiesen wird. Bei Herztransplantierten
kommt es unmittelbar postoperativ zum Auftreten von klinischen Veranderungen im
Rachenraum und Osophagus. Im Gegensatz zur Aspergillose ist der Erkrankungs-
verlauf jedoch selten tédlich (108). Eine Studie zeigte, daf3 10 % der Nierentrans-
plantierten eine Form der oralen Candidiasis aufwies (123), das Auftreten scheint
abhangig von der verabreichten Medikation zu sein (99). Patienten mit einer Kombi-
nationstherapie bestehend aus Cyclosporin, Azathioprin und Prednisolon weisen ei-
ne signifikant héhere Inzidenz auf als Patienten mit der Zweierkombination beste-
hend aus Azathioprin und Prednisolon bzw. Cyclosporin und Prednisolon. Patienten
nach Knochenmarktransplantation (KMT) mit Neutropenie erkranken haufiger an ei-
ner oralen Candidiasis als Patienten nach Organtransplantation (81, 161).

1.5.3 Die orale Candidiasis bei HIV-Infektion

Abgesehen von den o.g. erworbenen Immundefekten hat die oropharyngeale Candi-
diasis besonders durch die HIV-Infektion neue Bedeutung erlangt. In den ersten Be-
schreibungen von AIDS-Erkrankten wurde 1981 auf einen Zusammenhang zwischen
dem gleichzeitigen Auftreten einer Pneumocystis carinii Pneumonie (PCP) und einer
oralen Candidiasis hingewiesen (97).

Die orale Candidiasis ist bei HIV/AIDS-Patienten weit verbreitet. Es zeigte sich, daf}
eine Candidiasis unklarer Genese eines der ersten Zeichen einer HIV-Infektion oder
AIDS sein kann. Sie gilt als die haufigste mukosale Manifestation der HIV-Infektion
(63) und Zeichen einer symptomatischen HIV-Infektion (Stadium B nach CDC-
Klassifikation 1993 (56)). Schon seit den ersten Meldungen tber HIV/AIDS wurden
zahlreiche Berichte publiziert, die einen engen Zusammenhang zwischen dem Auf-
treten einer oropharyngealen Candidiasis und der Progression zur Krankheit AIDS
beschrieben (124, 268). Die orale Candidiasis (und die Haarleukoplakie) stellen ei-
nen prognostischen Marker der Erkrankung AIDS dar (59, 120). Gemalf? der EC-
Klassifikation von 1993 z&hlt sie zu den oralen L&sionen, die eng mit der HIV-
Infektion assoziiert sind (79)

Es ist davon auszugehen, daf3 jeder HIV-Patient im Verlauf seiner Erkrankung min-
destens eine Episode einer Form der oralen Candidiasis aufweist, wobei das Auftre-
ten mit der CD4"-Lymphozytenzahl assoziiert ist. So ist die Wahrscheinlichkeit an
einer oralen Candidiasis zu erkranken fiir solche, deren CD4" -Zell-Zahl > 200/ml
betragt, geringer als furr Patienten, deren CD4"-Zell Werte < 200/ml liegen (23, 28,
159, 199, 231, 254). Bei gleicher CD4"-Zell-Zahl ist das Risiko eine orale Candidiasis
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zu entwickeln bei Personen, die durch i.v. Drogengebrauch infiziert wurden, héher
als bei homosexuellen Patienten (199).

Bei HIV-Infektion wird unterschieden zwischen der pseudomembrandsen und der
erythemattsen Form. Gleichzeitiges Auftreten verschiedener Typen der Candidiasis
ist moglich. In zwei Longitudinalstudien wurde anhand statistischer Analysen gezeigt,
dal} die erythematdse sowie pseudomembrandse Candidiasis die selbe Bedeutung
als Vorzeichen in Hinblick auf eine Progression der Erkrankung haben (75, 176). Da-
gegen wurde in einer Querschnittsuntersuchung neueren Datums nachgewiesen,
dal3 die pseudomembrandse eher mit dem Fortschreiten der Erkrankung korreliert zu
sein scheint als die erythemattse Form (220).

Assoziiert mit der oralen Candidiasis HIV-infizierter Personen ist die Cheilitis exfolia-
tiva. Es handelt sich hierbei um eine chronisch oberflachliche Entziindung des Lip-
penrots mit anhaltender Schuppung (200). Obwohl sie nicht Bestandteil der EC-
Klassifikation der HIV-assoziierten oralen Lasionen von 1993 ist, konnte in einer pro-
spektiven Studie gezeigt werden, dal3 bei 24/47 (57,4 %) HIV-Patienten mit Cheilitis
exfoliativa C. albicans allein und in Kombination mit C. tropicalis, C. glabrata und C.
krusei aus Lippenabstrichen isoliert werden konnte. 27/47 Patienten wiesen gleich-
zeitig eine Form der oralen Candidiasis auf (217).

1.6 Therapie

Die Behandlung der mukosalen Candidiasis kann zunachst mit topisch anwendbaren
Praparationen erfolgen. Zur lokalen medikamentdsen Therapie werden neben der als
wirksam belegten Chlorhexidin-Losung und Polyvidonjod-L6sung die nicht resorbier-
baren Antimykotika-Suspensionen vom Polyen-Typ (Amphotericin B und Nystatin)
oder die lokal applizierbaren Azol-Derivate wie Clotrimazol-Lutschtabletten und Mi-
conazol-Gel empfohlen. Die Lokalbehandlung, die sich Uber mehrere Wochen
erstrecken mul3, erfordert eine gute Compliance, teilweise treten Geschmacksbeein-
trachtigungen und gastrointestinalen Beschwerden auf.

Durch die Zunahme von Pilzinfektionen bei HIV-Infizierten wurde in den letzten Jah-
ren verstarkt nach neuen Therapiemoéglichkeiten zur systemischen Behandlung ge-
sucht. Dabei zeigte Amphotericin B als Standardmedikament in der Langzeitanwen-
dung schwere Nebenwirkungen wie Nierenschadigung und Blutbildveranderungen.
Mit Ketoconazol, einem Antimykotikum der Azolreihe, war ein oral verfigbares und
systemisch wirksames Breitspektrumantimykotikum im Handel, das weitaus weniger
Nebenwirkungen aufwies als die Polyene. Ketoconazol wurde bei Patienten mit HIV-
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Infektion als intermittierende Therapie bei Bedarf eingesetzt. Doch die breite Anwen-
dung von Ketoconazol, die wachsende Zahl systemischer Mykosen und Resistenz-
bildung machte weitere therapeutische Alternativen notwendig. Vor knapp zehn Jah-
ren wurde eine neue Generation der Azole, die Triazole, entwickelt. Besonders Flu-
conazol wurde zur Behandlung der oralen und oropharyngealen Candidiasis bei die-
sem Patientenklientel und bei Patienten mit Leuk&mie und Karzinomen fir die The-
rapie und Prophylaxe eingesetzt und intensiv untersucht (38, 39 , 61, 70, 78, 118,
128, 170, 202, 206, 270). Die Wirksamkeit von Fluconazol bei einmaliger Gabe, die
gute orale Bioverfligbarkeit sowie die geringe Toxizitat haben zu einem weit verbrei-
teten Einsatz fur die Behandlung der mukosalen Candidiasis gefuhrt. Im Vergleich zu
Ketoconazol ist Fluconazol wirksamer sowohl bei der Behandlung einer oropharyn-
gealen und 6sophagealen (135) als auch einer dissemierten Candidiasis (221). Die
Vorteile von Fluconazol sind geringe unerwiinschte Wirkungen im Vergleich zu ande-
ren Triazolen, die gute Resorption bei besserer Stabilitat im sauren Milieu des Ma-
gens sowie die Verfligbarkeit von oraler (Kapseln/Suspension) und intravends zu
applizierenden Formulierung (38, 136, 221). Daruiber hinaus fuhrt Fluconazol nicht zu
einer Veranderung der oralen bakteriellen Standortflora (147). Fluconazol wurde an-
fanglich als Primarprophylaxe bei HIV-seropositiven Patienten mit einer CD4"-Zell-
Zahl unter 200/ul und bei rezidivierender oropharyngealer Candidiasis eingesetzt
(141). Folge davon war eine Resistenzentwicklung von Candida spp. wie C. glabrata
und C. krusei (2, 158, 261, 284, 291). In einer eigenen Untersuchung wurden bei 57
HIV-infizierten Patienten unter Sekundéarprophylaxe (2 x 100 mg/w Fluconazol) Ab-
striche der oralen Mukosa genommen und mikrobiologisch quantifiziert und subkulti-
viert. In 34/57 (59,6 %) wurden Candida spp. isoliert. Im Gegensatz zu friiheren Un-
tersuchungen waren C. glabrata und C. krusei haufiger nachzuweisen (240, 241).
Diese Ergebnisse kdnnen Hinweis auf einen therapiebedingten Spezies-Shift geben.

Neben der Resistenzentwicklung gegeniber C. glabrata und C. krusei wurde Uber
das Auftreten Fluconazol-resistenter C. albicans Stdmme berichtet, der Nachweis
einer Anderung im Biotyp oder Serotyp war jedoch nicht urséchlich fiir die Resi-
stenzentwicklung (226, 227, 256, 271). Resistenzen gegenuber Fluconazol sind im
allgemeinen assoziiert mit einer vorausgegangenen Anwendung in Form einer inter-
mittierenden Therapie oder kontinuierlicher prophylaktischer Medikation bei rezidivie-
render Candidiasis (Review bei Vanden Bosche et al. 1998 (277)), so dal3 eine Pro-
phylaxe und Therapie mit Fluconazol bei klinisch wenig ausgepragter Candidiasis
nicht empfohlen wird (271). Die Gefahr einer Resistenzbildung ist groRer bei Anwen-
dung von Fluconazol als bei Ketoconazol-Gabe, Ketoconazol-Resistenzen sind wie-
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derum haufiger als Resistenzen gegen Itraconazol (Review bei Odds 1993 (183)).
Die Therapie einer rezidivierenden Candidiasis bei immunkompromittierten Patienten
wird durch Resistenzbildungen gegeniber weiteren Azol-Derivaten sowie Kreuzresi-
stenzen innerhalb der Azolgruppen erschwert (96, 112, 196, 207). Selbst Resisten-
zen gegeniuber Polyenen wurden beschrieben (60, 74, 288).

1.7 Tierexperimentelle Untersuchungen zur oropharyngealen Candidiasis

Die orale Candidiasis wurde experimentell anhand verschiedener Tiermodelle unter-

sucht, da sich auf diese Weise die Erkrankung beeinflussende Parameter wie Ernah-

rung, Speichelfluf3, Einnahme von Antibiotika, orale Flora, immunologischer Status

und Vorhandensein von Stoffwechselstérungen individuell und systematisch evaluie-

ren lassen.

Verschiedene Ansatze wurden gewahlt, um die orale Candidiasis am Tiermodell zu

untersuchen. Diese lassen sich grob in funf Bereiche unterteilen:

1. Untersuchungen zu Schleimhautveranderungen hervorgerufen durch den
Mikroorganismus C. albicans

2. Untersuchungen der oralen Candidiasis bei Immunsuppression oder Veran-
derungen des Immunsystems

3. Untersuchungen bei systemischen Veranderungen

4. Untersuchungen der oralen Mukosa bei Verédnderungen des Mundhohlenmi-
lieus

5. Studien zur antimykotischen Therapie

1.7.1 Untersuchungen zu Schleimhautveranderungen hervorgerufen durch C.
albicans

Die Pathogenese der oralen Candidiasis wurde anhand von Tiermodellen, haupt-
sachlich Wistar und Sprague-Dawley Ratten (1, 8, 87, 88, 105, 114, 229) und Mau-
sen untersucht (18, 52, 62, 106, 134). Es zeigte sich, daf3 C. albicans schon im fri-
hen Infektionsstadium zu klinisch sichtbaren Veranderungen der Gingiva, des Pla-
num buccale und der Zunge im dorsalen Anteil fuhrt; letztere scheint eine Pradilekti-
onsstelle der persistierenden oralen Candidiasis zu sein.

Um die Ursachen fiur epitheliale Veranderungen bei einer Candidiasis zu eruieren,
wurde C. albicans in die linke bukkale Schleimhaut von Ratten injiziert (213). Es zeig-
te sich, dal3 durch diesen Eingriff eine erhdhte Mitoserate im Epithel oberhalb der
Injektionsstelle im Vergleich zur Gegenseite induziert wurde. Diese Ergebnisse deu-
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ten darauf hin, daf’ C. albicans Substanzen produziert, die epitheliale Veranderungen
hervorrufen. Durch diesen Versuch wurde eine friihere Untersuchung bestétigt, die
nachweisen konnte, dal3 Tiere, denen eine palatinale Kunststoffplatte eingesetzt
wurde, eine oberflachliche Infektion mit erhdhter Mitoseaktivitat aufwiesen (250). Ob
gleichzeitig klinische Verdnderungen der Rattenmukosa vorhanden waren, wurde in
diesen Arbeiten nicht angegeben.

Auch anhand eines Hamstermodells wurden Reaktionen der Mukosa auf C. albicans
untersucht, wobei eine Suspension des Mikroorganismus in die Wangentasche der
Tiere injiziert wurde (166), in Folge entstanden Mikroabszesse und eine Infiltration
von neutrophilen Granulozyten. Diese Methode scheint ebenfalls fir Untersuchungen
zur experimentellen Candidiasis geeignet zu sein. Anhand dieses Modells wurden in
einer Langzeitstudie Auswirkungen einer chronischen Inokulation mit C. albicans in
Hinblick auf die Entstehung von Dysplasien, Neoplasien und Candida-Leukoplakien
untersucht (165). Nach zwei bis neun Monaten konnten nur bei einigen Tieren ma-
kroskopische Veranderungen, bei allen jedoch Mikroabszesse und Hyperparakerato-
se sowie eine deutliche Verbreiterung des Stratum corneum beobachtet werden. Der
Untersuchungszeitraum schien jedoch nicht ausreichend, um eine Progression der
Epithelverdnderungen dokumentieren zu kdnnen. Wurde die Wangenmukosa der
Tiere mit Terpentin zur Induktion einer Epithelhyperplasie vorbehandelt, fihrte diese
Maf3nahme nach vier Wochen zu einer klinisch und histologisch diagnostizierbaren
Candida-Leukoplakie (90).

Um festzustellen, in welchem Mal3e Mikroorganismus-abhangige Faktoren die Ent-
stehung einer Candidiasis beeinflussen, wurden C. albicans-Zellen einer Reihe von
verschiedenen Verfahren unterzogen. In einer Studie sollte die Frage untersucht
werden, welche morphologische Struktur von C. albicans (Hyphen- oder Hefeform)
eher in der Lage ist eine orale Candidiasis zu induzieren (157). Hierzu wurden aus
2135 Hefestammen zwei C. albicans Varianten identifiziert, wobei die eine aus-
schlieBlich Blastosporen und die andere nur Pseudohyphen, jedoch keine echten
Hyphen oder Keimschlauche bildet. Diese Isolate und eine Keimschlauch-bildende
Spezies wurden Ratten, denen zuvor eine palatinale Kunststoffplatte eingesetzt wur-
de, inokuliert. Beide Varianten waren nicht in der Lage eine Infektion oder klinische
Veranderungen am Gaumen hervorzurufen. Anhand dieses Versuchs sollte gezeigt
werden, dal} eine orale Candidiasis nur von keimschlauchbildenden Stammen indu-
ziert werden kann. Die kleine Zahl untersuchter Varianten |af3t jedoch keine definiti-
ven Aussagen zu.
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Anhand von Rattenmodellen wurde veranschaulicht, dal3 stammbezogene Unter-
schiede in Hinblick auf die Pathogenitat von C. albicans auf die orale Mukosa existie-
ren. C. albicans Stamme aus vier verschiedenen Haut- und Schleimhautregionen
wurden Uber einen Zeitraum von 25 Wochen einmal wdchentlich in die Mundhohle
der Tiere eingebracht. Zwei der inokulierten Stamme riefen keine klinischen und/oder
histologischen Veranderungen der Zunge im Sinne einer Glossitis rhombica mediana
hervor, die beiden weiteren jedoch waren dazu in der Lage (5). Ein Versuch mit 16 C.
albicans Isolaten von Patienten, die vier klinische Formen einer oralen Candidiasis
aufwiesen, zeigte, daf’ nur sechs dieser Stamme charakteristische Lasionen am
Zungenricken hervorriefen (4). Bei weiteren zehn Isolaten wurde lediglich eine
Hyphenpenetration in die obersten Keratinschichten ohne klinische Veranderungen
beobachtet. Anhand dieser Untersuchung wird deutlich, dal3 je nach verwendetem C.
albicans Stamm ein unterschiedliches Spektrum an klinischen und histologischen
Reaktionen am Zungenrticken der Ratte hervorgerufen werden kann. Tiere, die zu-
satzlich mit Cyclosporin A vorbehandelt wurden, erkrankten haufiger an einer Candi-
diasis als unbehandelte (10).

Spezies-abhangige Unterschiede wurden anhand eines Mausmodells (DBA/2J-
Inzuchtmaus) nur an gastrointestinaler Schleimhaut untersucht. In keinem Falle wurde
eine Organbeteiligung festgestellt. Wurden die Mause mit Zytostatika und Antibiotika
vorbehandelt, so war C. tropicalis eher als C. albicans in der Lage, in die geschadigte
Magenschleimhaut einzudringen. Diese Ergebnisse entsprechen klinischen Beob-
achtungen von Patienten nach Cytarabin-Therapie, die haufiger an einer disseminier-
ten C. tropicalis Infektion als an C. albicans Infektionen erkranken (289, 290).

1.7.2 Untersuchungen der oralen Candidiasis bei Beeintrachtigung des Immunsy-
stems

Bekannt ist, dal’ die Kortikosteroid-Medikation eine orale Candidiasis induzieren
kann. Dieses Phanomen wurde vor ca. 30 Jahren an Makakken untersucht, denen
eine Akrylat-Vorrichtung zur Simulation einer Oberkiefer-Prothese eingegliedert wur-
de (42, 43). Nach Vorbehandlung dieser Tierspezies mit Kortikosteroiden aber auch
bei langerer Beobachtungsdauer trat eine pseudomembranése Candidiasis auf, pa-
thohistologisch war eine Hyphen-Invasion in die Mukosa nachweisbar. Bei unbehan-
delten Tieren resultierte ein diffuses Erythem ohne Hyphen-Invasion, das sich inner-
halb von drei Wochen zurickbildete. Wurden Ratten mit Kortikosteroiden und Anti-
biotika vorbehandelt, so entwickelten sie eine superfizielle Candida-Osophagitis, bei
Zugabe von Azathioprin zeigten sich grol3ere und ausgedehntere Lasionen (71). In
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einem Versuch wurde Mausen C. albicans inokuliert und eine tagliche Keimzahlbe-
stimmung vorgenommen. Zusétzlich erfolgte die Applikation eines Kortikosteroidgels
(Fluocinonid, Topsyn® Gel) auf die orale Mukosa der Maus. Nach 21 Tagen topischer
Applikation resultierte ein durch Abstrichmethode ermittelter 400facher Anstieg der
Keimzahl. Wahrend der Dauer der Behandlung reduzierte sich die ortstandige Popu-
lation intraepithelialer CD4*-Zellen der oralen Mukosa und es kam zu einer Redukti-
on der T-Zellen im Lymphknoten (72). Ob der Anstieg der Keimmenge mit klinischen
Veranderungen der Mukosa verbunden war, wurde in diesem Experiment nicht eva-
luiert.

Weitere pharmakologische Eingriffe in das Immunsystem wurden mit immunmodulie-
renden Praparaten, wie z.B. Cyclosporin A durchgefuihrt (130). Fur dieses Modell
erfolgte zunachst eine subkutane Luftinjektion in den Ricken von Mausen. In diese
kinstlich pneumatisierten ,Zysten“ wurde C. albicans injiziert, woraufhin sich bei den
Tieren, die mit Cyclosporin A oder Kortison vorbehandelt wurden, auf der Zysten-
oberflache Veranderungen ahnlich denen der pseudomembranésen Candidiasis
entwickelten. Bei unbehandelten Mausen fanden sich keine klinischen Veranderun-
gen. Unter der Behandlung mit Cyclosporin A trat keine systemische Dissemination
des Mikroorganismus auf. Anhand dieser Untersuchungen sollte gezeigt werden, dal3
durch eine Immunsuppression mit Cyclosporin A Abwehrmechanismen gegentber
der superfiziellen Form der Candidiasis beeintrachtigt werden, nicht jedoch die gegen
die invasive Form, daher kann von zwei verschiedenen Abwehrmechanismen aus-
gegangen werden.

Untersuchungen an Mausestdmmen, die durch einen definierten angeborenen gene-
tischen Defekt des Immunsystems charakterisiert waren, zeigten, dal3 der Verlust
einer einzigen immunologischen Komponente (Neutrophilenfunktionsdefekt bei bg/bg
Mausen oder T-Lymphozytendefekt bei nu/nu Mausen) lediglich eine schwache Emp-
fanglichkeit gegentber C. albicans zur Folge hatte. Die Kombination eines Defekts
der zellvermittelten Immunitat mit einem Phagozytendefekt (z. B. Neutrozytopenie)
wie bei der bg/bg nu/nu Maus, fihrte zu plaqueahnlichen Lasionen sowohl an der
Zunge als auch am harten Gaumen. Histopathologisch war eine deutliche Hyphen-
Invasion in die Epithelschichten zu erkennen. Eine CD4"-Lymphozyten-Depletion bei
Mausen fuhrte bei permanenter Inokulation von C. albicans durch das Trinkwasser
zu einer intraoralen, nach zwei Wochen zusatzlich zu einer schweren 6ésophagealen
Candidiasis, die auch noch vier Wochen nach Beendigung der Inokulation persistier-
te (52, 53). In weiteren Versuchen wurden keimfreie J(H)D Méausen (B-Zell Knockout
Mause) mit einer Reinkultur von C. albicans oral inokuliert. Es zeigte sich, dal3 diese
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gegeniber einer oralen und disseminierten Candidiasis ebenso resistent sind wie
immunkompetente Mause. Daraus kann geschlossen werden, daf3 die angeborene
und erworbene T-Zell vermittelte Immunantwort ausreicht, um B-Zell Knockout Mau-
se gegen mukosale und systemische Candidiasis zu schitzen. Mdglicherweise wer-
den B-Zellen jedoch benotigt, um Mause vor einem primar intravendsen Eindringen
von C. albicans zu schitzen (282). Die zellvermittelte Immunit&t bei gnotobiotischen,
mit C. albicans oral inokulierten Mausen, wurde anhand von Korrelaten (Lymphozy-
tenproliferation) untersucht (19). Keimfreie Mause ohne (nu/nu) und mit Thymus
(nu/+) wiesen an der Cardia sowie an der dorsalen Zunge eine histologisch nachge-
wiesene Hyphen-Invasion auf. Die nu/+ Mausen reagierten auf Kolonisation und In-
fektion mit einer positiven Lymphozytenproliferation, die mit der Fahigkeit zu korrelie-
ren schien, die Hyphen von Zunge und Magen zu entfernen. Bei den nu/nu Mause
dagegen persistierte eine mukosale Candidiasis (Zunge/Magen) und eine Lymphozy-
tenproliferation war nicht zu beobachten. Diese Studie zeigte, daf3 die T-Zell-
vermittelte Immunitét eine Rolle innerhalb der angeborenen Resistenz gegen eine
mukosale Candidiasis spielen kann. Da jedoch weder nu/nu noch nu/+ Mause eine
progressive systemische Candidiasis entwickelten, scheinen T-Zellen keine mal3geb-
liche Rolle bei der Resistenz der Mause gegenuber einer systemischen Candidiasis
endogenen Ursprungs zu spielen (18, 19).

1.7.3 Untersuchungen bei systemischen Erkrankungen

Die orale Candidiasis ist charakteristischerweise assoziiert mit bestimmten systemi-
schen Erkrankungen wie Diabetes mellitus und Anamie. Um den Einflul3 der endokri-
nen Stérung auf die Entstehung einer Candidiasis zu evaluieren, wurden Wistar-
Ratten mit dem diabetogenen Medikament Streptozotozin behandelt (77). Die Zunge
wurde mit einer Einmaldosis von C. albicans inokuliert, als Folge trat eine chronische
Mykose der Zungenschleimhaut mit klinischen Veranderungen der Zunge in Form
des Verlustes der filiformen Papillen auf. Bei der Halfte der untersuchten Tiere konn-
ten noch bis zu 10 Monaten nach Inokulation Hyphen, jedoch keine klinischen Ver-
anderungen, in den superfiziellen parakeratotischen Schichten beobachtet werden.
Die Kontrollgruppe zeigte nach einmaliger Inokulation dagegen klinisch keine Zun-
genveranderungen.

Um den Einfluf3 der Eisenmangelanamie auf die Ausbildung der oralen Candidiasis
zu beurteilen, wurden genetisch pradisponierte Mause (sex-linked anaemia Maus-
Mutante) verwendet, die eine hypochrome, mikrozytare Form der Anamie aufweisen
(259). Dieser Status in Kombination mit einer Hydrokortison- und Tetracyclin-
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Anreicherung des Trinkwassers der Tiere fihrte zur Etablierung einer oralen Candi-
diasis. Die Eisenmangelandmie an sich hatte hingegen keinen Einfluf3 auf die Emp-
fanglichkeit der oralen Mukosa gegenuber C. albicans.

1.7.4 Untersuchungen der oralen Mukosa bei Veranderungen des Mundhdhlenmilie-
us

In einer Reihe von experimentellen Untersuchungen wurden Tieren im Oberkiefer
Kunststoffplatten aus Acryl eingegliedert, um die Entstehung einer Candidiasis zu
beginstigen. Diese Vorrichtung diente als Modell fir den EinfluR einer Oberkieferpro-
these auf das Mundhohlenmilieu des Menschen. In den ersten Studien, die sich mit
dieser Fragestellung beschaftigten, dienten zunachst Affen als Versuchstiere (42,
192), aus tierschutzrechtlichen Grinden wurden in den folgenden Experimenten Rat-
ten bevorzugt (137, 156, 178, 191, 247-250). Wurde zusatzlich eine Xerostomie in-
duziert, z.B. mit dem Anticholinergikum Oxyphenzyklimin, erhéhte sich der klinische
Auspragungsgrad der Candidiasis (192). Bei Wistar-Ratten war die palatinale Candi-
diasis mit dem Vorhandensein einer Acrylvorrichtung assoziiert, ohne Platte entwik-
kelte sich dagegen keine Candidiasis bzw. bildete sich diese nach Entfernung der
Vorrichtung zurtick (191, 247, 248). Anhand des selben Modells wurde die Wirkung
verschiedener Hefen auf eine palatinale Infektion untersucht (156, 249). Ebenfalls
unter Verwendung dieses Ansatzes wurden mogliche Therapien der Prothesensto-
matitis getestet (137, 178).

Mit der Pathogenese der oralen Candidiasis wurde die Gabe von Antibiotika in Ver-
bindung gebracht, da konkurrierende Bakterien vernichtet werden und das Hefen-
wachstum beginstigt wird. Im Tiermodell wurde hauptséachlich der Einflul3 von Tetra-
zyklin untersucht, méglicherweise wegen seiner Breitspektrumaktivitat und dem Zu-
sammenhang mit der Entstehung einer Candidiasis beim Menschen. In einer Vielzahl
von Protokollen wurden verschiedene Parameter, die mit einer Candidiasis unter Te-
trazyklingabe verbunden sind, untersucht, einschlie3lich Dosis und Anwendungs-
schema (228, 230). Auf der Rattenzunge zeigte die kontinuierliche Behandlung mit
Tetrazyklin bei gleichzeitiger Inokulation von C. albicans eine klinische Verdnderung
im Sinne einer sog. Glossitis rhombica mediana, was die Rolle von C. albicans bei
der Entstehung dieser Lasion bestétigte (7, 228, 294). Dieses Rattenmodell zur
Glossitis rhombica mediana wurde ebenso zur Untersuchung der Effektivitat von Te-
trazyklin bei der Etablierung einer Candidiasis bei keimfreien im Vergleich zu konven-
tionellen Tieren eingesetzt (115) sowie bei Untersuchungen zum Einflul3 einer koh-
lenhydratreichen Diat (102). Obwohl in vielen Studien gezeigt werden konnte, dal3
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Tetrazyklin die Entstehung einer oralen Candidiasis erleichtert, konnte zumindest
eine Untersuchung nachweisen, dafl’ auf eine Tetrazyklingabe verzichtet werden
kann, wenn bei den Versuchen ein hochvirulenter Stamm von C. albicans eingesetzt
wird (6).

Gnotobiotische Tiere wurden zur Untersuchung verschiedener infektioser Mikroorga-
nismen verwendet, da definierte Monoinfektionen ohne den Einflu® weiterer Bakteri-
en oder Hefen mdglich sind. So bietet diese Methode Vorteile, obwohl sie teuer und
in der Durchftihrung problematisch sein kann. Friihere Studien zeigten, dal’ bei Ver-
wendung keimfreier Liverpool Hooded Ratten die Etablierung einer oralen Candidia-
sis so effizient gelingt wie nach Tetrazyklingabe (115). Spatere Untersuchungen mit
Sprague Dawley (275) und Inzucht-Ratten (Fischer 344 Albino) (276) zeigten, dal3
dieses Modell fir Untersuchungen der oralen Candidiasis geeignet ist, obwohl bei
beiden Tierspezies die Monoinfektion mit C. albicans innerhalb einiger Wochen ab-
klang.

Da die Hyposalivation beim Menschen zu einer hoheren Pravalenz einer oralen Can-
didiasis fuhrt, wurden Tiermodelle zur Simulation einer humanen Xerostomie einge-
setzt. Hierzu dienten Pharmaka bzw. die chirurgische Entfernung der Speicheldri-
sen. In einer der ersten Studien zur Pathogenese der oralen Candidiasis im Tiermo-
dell wurde Butylscopolaminiumbromid zur Induktion einer Xerostomie verabreicht.
Man vermutete, auf diese Weise die Entstehung einer oralen Candidiasis bei Wistar
Ratten unterstlitzen zu kénnen (113). Es zeigte sich jedoch, dal3 Butylscopolamini-
umbromid keinen entscheidenden Einflul3 auf die Inzidenz einer Candidiasis im Ver-
gleich zu unbehandelten Kontrollen hatte. Neuere Studien, in denen die grof3en
Speicheldriisen der Ratten entfernt oder Ligaturen angelegt wurden, zeigten dage-
gen ein gehauftes Auftreten von klinischen Veranderungen (Verlust der lingualen
Papillen) bei Tieren mit Xerostomie im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (117,
169). Nach Inokulation mit C. albicans konnte der Keim bei Tieren nach Sialadenek-
tomie im Vergleich zu normalen Kontrollen Uber einen signifikant langeren Zeitraum
in der Mundhéhle nachgewiesen werden (116). Nach Inokulation verschiedener
Candida spp. bei sialadenektomierten Ratten wurde eine Kolonisation von C. albi-
cans Uber einen Zeitraum von bis zu 30 Tagen nachgewiesen. C. guilliermondii und
C. krusei hingegen konnten nach dem fiinften Tag nicht mehr isoliert werden (269).
In diesen Untersuchungen wurde nicht erfaf3t, ob es neben einer Kolonisation auch
zu klinischen Veranderungen der Mukosa kam.

Unter der Annahme, dal3 eine traumatisch geschadigte orale Mukosa empfanglicher
fur eine Infektion mit Candida spp. ist, wurde diese Hypothese am Rattenmodell un-
tersucht (186). Histologisch konnte nachgewiesen werden, dal3 es im Bereich der
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Zunge, die vor Inokulation einem Hitzetrauma ausgesetzt war, im Vergleich zu nor-
malen Kontrollen sowohl zu einer schnelleren Hypheninvasion als auch zu einer gro-
Beren Anzahl von invadierenden Hyphen kam.

1.7.5 Studien zur antimykotischen Chemotherapie

Tierexperimentelle Untersuchungen der oralen Candidiasis sind fur die Evaluation
der Wirksamkeit von Antimykotika unabdingbar. Diese Studien wurden mit Hilfe des
Kunststoffplatten-Tiermodells (137, 178) und des Glossitis-rhombica-mediana-
Modells durchgefluhrt (9). Bei letzterer Untersuchung wurden die durch C. albicans
induzierten chronischen Zungenlasionen mit einer systemischen Gabe von Ketoco-
nazol behandelt. Innerhalb weniger Tage verschwanden die Lasionen, wobei das
atrophierte Zungenepithel regenerierte und sich normale Zungenpapillen ausbildeten.
Fur weitere Untersuchungen wurde das Zystenmodell herangezogen (130). Es zeigte
sich, daf3 Amphotericin B in hoher Dosierung, Fluconazol in geringerer Dosierung
und Flucytosin mit einer geringeren Halbwertzeit effektiv gegen diese artifizielle Form
einer pseudomembrandsen Candidiasis ist (204, 205). Anhand des Zystenmodells
konnte ebenfalls gezeigt werden, dal’ eine Kombination von Flucytosin und Ampho-
tericin B wirksam ist gegen Flucytosin-resistente C. albicans Stamme, ebenso wurde
eine signifikante Reduktion Flucytosin-resistenter Candida-Mutanten nach Behand-
lung mit dieser Kombination beobachtet (203). In weiteren Untersuchungen an im-
munsupprimierten M&usen mit systemischer und lokalisierter oraler Candidiasis wur-
de gezeigt, dal3 liposomal verkapseltes Amphotericin B eine weitaus geringere anti-
mykotische Aktivitat aufweist als konventionelles Amphotericin B (194). Die Wirk-
samkeit von ER-30346, einem oralen Triazol, wurde am Rattenmodell untersucht. Es
zeigte sich anhand der Abstrichmethode, dal3 ER 30346 die Zahl der mikrobiologisch
nachweisbaren CFU/ml in der Mundhohle reduzierte. ltraconazol war bei diesem
Versuch weniger wirksam, Fluconazol ebenso wirksam wie ER-30346 (103).

Durch den vermehrten Einsatz von Azolen stellt die Resistenzbildung ein zunehmen-
des Problem dar. Es zeigte sich, daf} verschiedene C. albicans Stamme, die aus
dem Oropharynx isoliert wurden, nicht mehr auf Azole ansprachen (140, 278). Dieser
Effekt machte in den letzten Jahren die Entwicklung neuer Antimykotika notwendig,
deren Effizienz am Maus-, Ratten- oder Kaninchenmodell untersucht wird (25, 155,
177, 201, 295).

1.8 Die Rolle der Adharenz im Pathogenitatsprozel3

Voraussetzung fur eine Infektion ist die Adharenz des Mikroorganismus an Gewebe
oder einzelne Zellen (197), sie gilt als initialer Abschnitt auf dem Weg zur Infektion
(17, 32, 48, 55, 57, 67, 95, 224, 257). Eine Vielzahl von Untersuchungen zeigt, daf3
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die Adharenzfahigkeit eines Keims zu dessen Virulenzfaktoren zahlt. Zusammenfas-
send ergeben sich hieraus nachstehende Schluf3folgerungen

1.

Die Pathogenitat/Infektiositat verschiedener Candida spp. ist assoziiert mit
deren Adharenzfahigkeit. So adhéarieren C. albicans und C. tropicalis starker
als die sog. apathogenen Spezies C. krusei, C. kefyr und C. guillermondi
(29, 48, 49, 83, 126, 173, 189, 211, 223). Entscheidend bei der Adharenz
dieser Keime ist weiterhin deren Lokalisation im Gewebe (225). C. tropicalis
z. B. persistiert selten, ist jedoch nach Invasion ebenso pathogen wie C. al-
bicans.

Spezies und Stdmme mit geringer Adharenzfahigkeit sind sowohl im Tier-
modell als auch in vitro weniger virulent (17, 49, 67, 211).

Diese Beobachtungen konnten anhand von Spontanmutationen (50) bzw.
durch selektives Herausziichten wenig adharenter Stammen bestatigt wer-
den (92, 121, 167).

Stamme, die aus klinisch manifesten Infektionen isoliert werden, adhéarieren
besser als Stamme, die als Kommensalen vorliegen (239, 246).

Ist man bei Studien zur C. albicans-Adharenz zunéchst von einem ubiquité-
ren Adhasin ausgegangen, das sich mit einem spezifischen Rezeptor ver-
bindet (180), lassen aktuellere Untersuchungen darauf schlie3en, daf3 es
sich sowohl bei dem Adhasin um verschiedene Strukturen auf der Zellmem-
bran des Mikroorganismus als auch um verschiedene humane Rezeptoren
handelt (189). Ein wichtiger Mechanismus einer Adhé&sion ist die Oligosac-
charid-Lektin-Interaktion. Dabei binden Lektine der Pathogenoberflache
spezifisch an den Oligosaccharidanteil von Glykokonjugaten der Epithelzel-
len. Unter dem Begriff Lektin werden Oligosaccharid-bindende Proteine
nicht-immunologischer Herkunft zusammengefalit, die spezifische Bin-
dungseigenschaften fir Kohlenhydrate aufweisen und nach erfolgter Bin-
dung keine enzymatische Aktivitat entwickeln (127). Diese Bindung findet
nur dann statt, wenn geeignete Oligosaccharide auf der Oberflache der Mu-
kosazellen exprimiert werden.

Die molekularen Mechanismen der Adharenz lassen sich als sequentielle Verbin-
dung mehrerer Faktoren auffassen, die in zwei Phasen ablauft (210, 211):

Zunachst erfolgt eine erste schwache und potentiell reversible Phase, bei der haupt-
sachlich hydrophobe Wechselwirkungen (,fibrillar layer*) und monovalente und daher
niedrig-affine Lektin-Interaktionen eine Rolle spielen. Der Wechsel der Oberflachen-
ladung von hydrophil nach hydrophob vollzieht sich, ausgeltst durch multiple externe
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Stimuli unter anderem wéahrend der Ausbildung der Keimschlauche, d.h. der Initiation
des pseudomyzeldren Wachstums des Erregers (104). In der Folge findet eine dy-
namische Umstrukturierung der Candida-Oberflache statt, wobei hier die sekretori-
sche Protease beteiligt ist. Diese Umstrukturierung fuhrt zur Demaskierung zusatzli-
cher adh&siver Molekiile, die eine hohe Spezifitat zur Zielzelle besitzen, wodurch
letztlich der hochaffine Kontakt zwischen C. albicans und der Wirtszelle ermdglicht
wird. Bei diesem zweiten Schritt spielen neben mutivalenten Lektininteraktionen auch
Peptid-Peptid-Interaktionen eine wesentliche Rolle (189). Hieraus wird ersichtlich,
dal3 Vorgange, die das Gleichgewicht zwischen Kommensalismus und Infektion be-
einflussen, erst nach Adhasion erfolgen.

Als zusatzliche Adh&sine wirken Faktoren wie die kontaktinduzierte Expression von
Antigenen nach oder wahrend der Adharenz, welche einen Thigmotropismuseffekt
vermitteln (17, 253) oder Signalkaskaden initiieren (107); weiterhin ein durch Kontakt
gesetzter Stimulus zur Ausbildung von Keimschlauchen und die Sekretion zytolyti-
scher Stoffwechselprodukte (189, 211). Gleichzeitig kann es sich bei den Oberfla-
chenmolekilen des Keims, die der Adharenz an den Wirt dienen, um Rezeptoren der
zellularen Immunabwehr handeln. Besonders die Mannoproteine der Candidaober-
flache sind Zielproteine der zellvermittelten Immunabwehr (267).

1.8.1 Die Adharenz beeinflussende Faktoren

Die Variabilitdt von C. albicans fuihrte zu der Annahme, dal verschiedenen morpho-
logischen Formen unterschiedliche pathogene Relevanz zukommt. So wurde z.B. der
Nachweis der Hyphenform in klinischen Isolaten als Indikator fur eine Infektion ge-
deutet und die Hefeform als die typische Struktur des Kommensalismus angesehen
(180).

Die Untersuchungsergebnisse von Studien zum Einfluf3 verschiedener morphologi-
scher Formen von C. albicans auf die Adhéarenz sind in Tabelle 3 zusammengefal3t.
Aus diesen Studien geht hervor, dal3 die Fahigkeit zur Ausbildung von Keimschlau-
chen die Adhéarenz erhoht. Durch kompetitive Versuche an Zellen mit und ohne
Keimschlauchbildung konnte ein selektives Attachment der gekeimten Formen nach-
gewiesen werden. Mit einer partiellen Inhibition der Keimung wurde dementspre-
chend eine geringere Adharenz erreicht (122). Diese Korrelation scheint jedoch nur
bei niedrigen Zellzahlen pro Milliliter eine Rolle zu spielen, bei h6heren Zellzahlen
(ab ca. 10%) ist die Adharenz von Zellen mit und ohne Keimschlauchbildung ver-
gleichbar. Ursache hierfur scheint die gesteigerte Koadhasion der Zellen zu sein
(237).
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Tab. 3: Untersuchungen zum Einfluf3 morphologischer Varianten von C. albicans auf die Adharenz

Untersuchungsergebnisse

Referenz

Candida adhériert eher an humane Epithelzellen unter Bedingungen,
die eine Keimschlauchbildung erméglichen.

Kimura et al. 1978

Der Prozentsatz der adhéarierten Keime liegt bei gekeimten Zellen héher
als bei ungekeimten Formen.

Sandin et al. 1982

Candida-Zellen, die Keimschlauche entwickeln, adhérieren besser.

Antley et al. 1988

Bei Raumtemperatur inkubierte Candida-Zellen bilden eher Keim-
schlduche aus und adhérieren besser.

Antley et al. 1988

Nur 40 % der Blastosporen adhéarieren an speicheliberzogenen Fla-
chen, Keimschlauche adhéarieren vollstédndig.

Vasilas et al. 1992 (279)

Die Adhérenz ist schwacher bei Blastosporen, die keine Keimschlauche
ausbilden.

Casanova et al. 1989

Keimung der Candida-Zellen steigerte die Adharenz um 34 % gegen-
Uber Zellen ohne Keimschlauchbildung.

Rotrosen et al. 1985

Keimschlauch-bildende Zellen adhérieren besser als Hefezellen.

Kimura et al. 1980

Die Hyphenform adhériert am stérksten, gefolgt von Keimschlauchen
und Hefeformen.

Anderson et al. 1985

Die Candida Variante, die in der Lage war Hyphen auszubilden, adhé-
riert besser an vaginale Epithelzellen.

Sobel et al. 1981

Die Myzelform vermittelt verstarkte Adhasion.

De Bernardis et al. 1994

Untersuchungen von Kimura et al. konnten zeigen, dal? die Anzahl adhasionsfahiger
Zellen mit der Anzahl gekeimter Zellen ansteigt (122), doch scheint dartber hinaus
auch die Temperatur von Bedeutung. Keime, die bei 25°C inkubiert wurden, zeigten
durch Zugabe von Cystein, welches die Keimschlauchbildung verhindert, einen héhe-
ren Adharenzverlust als Keime, die bei 37°C gezilchtet wurden.

Trotz der Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen Morphologie und Adharenz-
verhalten fehlen bislang eindeutige Untersuchungsergebnisse. So kénnten auch ver-
schiedene Adhasine, d.h. rezeptorahnliche Strukturen auf der Keimoberflache mit
denen das Pathogen spezifisch an den Wirt bindet, das Adharenzverhalten beein-
flussen (223). Fur die unterschiedliche Adharenzfahigkeit der jeweiligen morphologi-
schen Form kénnten auch qualitative Unterschiede im Adhasinaufbau sowie die Ex-
pression keimschlauchspezifischer Adhasine infrage kommen (223).
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1.8.2 Die Hemmung der Adharenz durch Muzin

Wie oben erwahnt, basiert ein molekularer Mechanismus der Adhérenz von C. albi-
cans auf einer Oligosaccharid-Lektin-Interaktion (251), deren Spezifitat als Lactosyl-
ceramid (Gal 31-4Glc 3 1-1Cer) (111) oder terminale Fucal-2Gal R-Reste (40) be-
schrieben wurde. Diese Bindung findet jedoch nur dann statt, wenn geeignete Oligo-
saccharide auf der Oberflache der Mukosazellen exprimiert werden.

Schon vor 20 Jahren konnte am Beispiel einer durch E. coli induzierten Cystitis der
Maus gezeigt werden, dal3 Idsliche Lektin-Rezeptoren (Glykokonjugate) spezifisch
die Adhé&sion und damit die Infektion inhibieren konnten (15, 263). Bekannt ist wei-
terhin, dald der Speichel eine inhibitorische Aktivitat auf die Adh&sion von C. albicans
aufweist (190). Obwohl die spezifischen Komponenten des Speichels, welche die
Adhésion von C. albicans vermitteln, noch nicht bekannt sind (51), wurde nachge-
wiesen, daf hoch- und niedrigmolekulare Muzine als Rezeptoren am Adhérenzpro-
zeld beteiligt sind (80). Muzine sind Glykoproteine, die im Speichel in flissiger Phase
vorliegen, aber auch als feste Phase die Oberflachen benetzen kénnen und nach
Anlagerung weiterer Speichelbestandteile das sogenannte Pellicle bilden.

Die Muzine unterscheiden sich in ihrer adhasionsvermittelnden Struktur. Das hoch-
molekulare (iiber 10 kD) enthalt hhere Anteile an O-glykosidisch gebundenen Oli-
gosacchariden als das niedrigmolekulare (200-250 kD). Das niedrigmolekulare Muzin
enthalt zusatzlich einige N-glykosidisch verkniipfte Glykoproteine (145). Beide Muzi-
ne sind an der Interaktion mit Keimen beteiligt. Diese Reaktionen kdnnen an festen
Oberflachen oder in der Flissigphase des Speichels stattfinden. Die Anhaftung der
Keime an muzinbenetzte Oberflachen fuhrt meist zur Kolonisation der Oberflachen,
die Adhasion an die Flissigphase zur Desorption aus dem Organismus. Zusammen-
fassend kénnen Muzine also als ein Regulativ der Adh&renz angesehen werden,
welches von der immunvermittelten Abwehr unabhéngig ist.

1.9 Fragestellung und Zielsetzung

Aus der Literaturtibersicht wird deutlich, daf?

1. in Tiermodellen zur oralen Candidiasis verwendete C. albicans Stdmme tberwie-
gend nicht frei verfugbar, die Aufbereitungsmethoden der Mikroorganismen hetero-
gen und somit die Ergebnisse nicht eindeutig reproduzierbar waren. Zur Gewabhrlei-
stung der Reliabilitat der Versuche ist daher fir ein weiteres Candidiasismodell die
Verwendung eines international verfliigbaren Stammes sowie die Standardisierung
der Keimaufbereitung im Labor erforderlich. Eine Empfehlung der Festlegung von
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Parametern wie Inkubationstemperatur und -dauer ware Grundlage fur die Ver-
gleichbarkeit von Forschungsergebnisse mit C. albicans.

2. die Bedeutung der Keimmenge fur die Wahrscheinlichkeit einer oralen Candidiasis
in Abhéngigkeit vom Immunstatus nach wie vor nicht geklart ist. Keine Form der
Candidiasis ist mit Keimzahlen in Rachenspulungen bzw. Abstrichen korreliert. Le-
diglich die Besiedlung der Mundhdhle und der Wirt als Keimtréager kann hierdurch
nachgewiesen werden. Bei einem fakultativ pathogenen Erreger wie C. albicans ist
es - trotz spezifischer phanotypischer Charakteristika des Keims — schlief3lich abhan-
gig von der Suszeptibilitdt des Wirtes, ob eine Kolonisation, Infektion oder Infektions-
erkrankung mit klinischer Symptomatik entsteht.

3. die derzeitige antimikrobielle Therapie einer oropharyngealen Candidiasis primar
auf einer fungiziden oder fungistatischen Wirkung der verwendeten Substanzen be-
ruht, wobei die Behandlung vorrangig mit der systemischen Gabe des Azolderivates
Fluconazol erfolgt. Ein alternativer Therapieansatz wéare, die der Infektion vorange-
hende Adhésion der Erreger zu blockieren. In Analogie zu den Ergebnissen bei E.
coli Infektionen des Urogenitaltrakts kénnte die Applikation von Muzin (oder dessen
Spaltprodukten) bei oraler Candidiasis einen protektiven bzw. therapeutischen Effekt
haben.

4. eine Adhéasion von Mikroorganismen an losliches Muzin zu einer Desorption aus
dem Organismus fihrt. Eine spezifische Bindung von C. albicans an Muzin und még-
liche Unterschiede in der Bindungskapazitat verschiedener Stamme wurde bisher
nicht untersucht.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es anhand eines Candidiasismodells bei immundefi-
zienten und immunkompetenten Mausen folgende Fragen zu klaren:

1. Gibt es eine Abhangigkeit zwischen inokulierter Keimmenge und der Entstehung
einer C. albicans —Infektion (Dosis-Wirkungsbeziehung). Laft sich ein Unterschied
bezuglich der fur eine Infektion notwendigen minimalen Infektionsdosis zwischen
immundefizienten und immunkompetenten Tieren zeigen.

2. Welche zellulare Immunantwort findet in der oralen Mukosa als Reaktion auf eine
Inokulation mit definierten Keimmengen statt.
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Hierzu sollen insbesondere die bei einer Candida-Infektion relevanten Funktionen
immunkompetenter Zellen charakterisiert sowie deren Anzahl bei immunkompeten-
ten und immundefizienten Mausen untersucht werden. Weiterhin soll die Reaktion
des subepithelialen Endothels auf die Adharenz von C. albicans dargestellt werden.

3. Ist durch Inhibition der Adh&renz von C. albicans an murine Epithelzellen mittels
gleichzeitiger lokaler Applikation von Muzinen bzw. dessen Spaltprodukten auf die
intakte orale Wirtsschleimhaut eine protektive Wirkung auf die Auspragung der Infek-
tion moglich. In vitro Untersuchungen sollten vorab zeigen, ob eine Standardisierung
temperaturabhangiger Prozesse im Labor notwendig ist, um eine bessere Reprodu-
zierbarkeit von Studien mit C. albicans zu gewéahrleisten. Weiterhin sollte gezeigt
werden, ob unter standardisierten Bedingungen verschiedene C. albicans Stamme
unterschiedliche spezifische Bindungen an Muzin aufweisen.

Aus den Ergebnissen dieser Arbeiten werden Informationen tber die mégliche Exi-
stenz einer unterschiedlichen Infektionsschwelle als auch ein neuer pathobiochemi-
scher Ansatz im Sinne einer Adharenzinhibition Uberpruft. Aus Unterschieden in der
lokalen Reaktivitat bei einer unterschiedlichen Infektionsschwelle kénnten Rick-
schlusse auf Veranderungen der lokalen Immunmechanismen gezogen werden.

Die Untersuchungen wurden unterstitzt von der Universitaren Forschungsférderung der Charité (Pro-
jekt-Nr. 98-176) und der Deutschen Gesellschaft fur Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde (DGZMK). Die
Firma Medac stellte das Muzinprodukt (Saliva medac©) bereit.
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2 Material und Methoden

2.1 Vorversuch: Bestimmung von Oligosaccharid-Lektin-vermittelten Adhasi-
onsmechanismen an acht verschiedenen C. albicans Stammen

In folgendem wird eine Untersuchung zusammenfassend dargestellt, die in Zusam-
menarbeit mit dem Institut fir Laboratoriumsmedizin und Pathobiochemie (Charité)
durchgefiihrt wurde. Zunachst sollte die spezifische Bindung acht verschiedener C.
albicans Stamme an Muzin und dessen enzymatischen Aufspaltungprodukte, den
Glykopeptiden, untersucht werden. Gleichzeitig sollte festgestellt werden, ob Labor-
parameter wie Inkubationstemperatur und die Inkubationsdauer einen Einflul3 auf die
Expression von Muzinrezeptoren haben, um diese fir den nachfolgenden Tierver-
such standardisiert anwenden zu konnen.

Die Untersuchung der spezifischen Bindungskapazitat wurde bei vorheriger Thermo-
inkubation der C. albicans-Zellen in einem Temperaturintervall von 23 bis 39°C vor-
genommen. Dabei sollen Temperatur/Zeitkinetiken aufgestellt und bei verschiedenen
C. albicans Stammen vergleichend untersucht werden.

Tab. 4: Untersuchte C. albicans Stamme

Stammbezeichnung Entnahmeort
DSM 1386 (ATCC 10231) |Bronchomykose
DSM 1577 Keine Angabe

DSM 1665 (ATCC 2091) |Keine Angabe
DSM 3454 (ATCC 32032) |Vagina

DSM 5817 (ATCC 10259) |Onychomykose
DSM 6569 (ATCC 14053) |Blut

DSM 6659 Keine Angabe
DSM 70014 Sputum

Die in Klammern hinter den Stammbezeichnungen der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen (DSM, Braunschweig) aufgefihrten Nummern kennzeichnen die Hinterlegung bei der
American Type Culture Collection; ATCC, Rockville, USA.

Es wurden acht C. albicans Stamme aus der Deutschen Sammlung von Mikroorga-
nismen und Zellkulturen GmbH (DSM) ausgewahlt und die mdgliche Veranderung
der Adharenz durch Iésliche Muzine und deren durch enzymatische Hydrolyse ge-
wonnenen Spaltprodukte (Glykopeptide), untersucht (Tab. 4).
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Die Oberflache der Zellen wurde daftr mit Biotin markiert und diese spéater auf mu-
zinbeschichteten Mikrotiterplatten mit oder ohne der Zugabe von I6slichem Muzin
inkubiert.

2.1.1 Verwendetes Muzin

Das verwendete Muzin ist unter dem Namen Saliva medac® kommerziell verfiigbar.
1ml enthélt als arzneilich wirksamen Bestandteil 35mg Muzin aus dem Magen des
Schweins, sonstige Bestandteile sind Methyl-4-hydroxybenzoat 1mg, Benzalkoni-
umchlorid, Natrium-EDTA, Wasserstoffperoxid, Xylitol, Pfefferminzdl und gereinigtes
Wasser. Vor dem Einsatz werden die niedermolekularen Bestandteile durch Ultrafil-
tration entfernt, die Ausschluf3grof3e betrug 10 kD.

Die spezifische Bindung wurde aus der Differenz der Extinktionen beider Gruppen
ermittelt. Die Farbung wurde mit Strepavidin-Peroxidase und Tetramethylbenzidine
vorgenommen.

2.1.2 Herstellung der Glykopeptide aus Muzin

2g Muzin wurden in 100 ml Trispuffer geldst und dreimal mit diesem Puffer Uber eine
Ultrafiltrationsmembran mit einer Ausschlu3gré3e von 10 kD gewaschen. 20mg Pro-
teinase K (Boehringer, Mannheim) wurde dem Muzin zugegeben, die Inkubation fand
bei 4°C Uber Nacht statt. Zur Abtrennung der Glykopeptide von der Protease sowie
dem nicht hydrolysierten Muzin wurde dieses Gemisch erneut tber eine 10 kD Mem-
bran ultrafiltriert. Das Volumen wurde mit Trispuffer auf die Ausgangsmenge aufge-
fullt und im Kuhlschrank bei 4°C gelagert.

Die Ergebnisse des Vorversuchs zeigten, dal3 eine spezifische Bindung an Muzin fur
alle untersuchten Stamme vorliegt. Die mittlere relative spezifische Bindung lag bei
38 % der gemessenen Gesamtbindung, alle acht untersuchten Stamme zeigten je-
doch zusatzlich eine individuelle Bindungsfahigkeit (34-42 %). Diese Bindung ist
temperaturabhangig, mit Maxima in héheren Temperaturbereichen. Fur alle Stamme
setzte die Temperatur einen Stimulus zur Ausbildung von Adhasinen unabhéngig von
der Makromorphologie des Keims. Die Antwort auf den Temperaturreiz war zeitab-
hangig. Die Ausbildung der Adhasine nach Thermoinkubation zeigte eine zweigipfeli-
ge Verteilung, deren Maxima bei 20 und 40 Minuten lagen.

Glykopeptide wiesen im Vergleich zu Muzin eine hohere spezifische Bindung an C.
albicans (DSM 5817) auf, was anhand einer Kurve, die die Verdinnungsschritte in
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bezug auf den Median der relativen spezifischen Bindung (RSB) darstellt, gezeigt
werden konnte (Abb. 1). Die Ausgangskonzentration von Muzin betrug dabei 35
mg/ml, die der Glykopeptidldsung 20 mg/ml.
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Anzahl der Verdinnungsschritte

Abb. 1: Spezifische Muzin- und Glykopeptidbindung an C. albicans (Stamm: DSM 5817)

Der Wert 0 auf der Abszisse zeigt an, dal3 I6sliches Muzin in der Ausgangskonzen-
tration vorlag, die in den Versuchen eingesetzt wurden. Pro Schritt wurde im Verhalt-
nis 1:2 verdunnt.

2.2 Tierexperimentelle Untersuchungen

2.2.1 Tierversuchsgenehmigung

Die folgenden Tierversuche wurden entsprechend dem Tierschutzgesetz (Fassung
vom 17.2.1993) vorgenommen, durch den Tierschutzbeauftragten der Charité ge-
nehmigt und Uber die Senatsverwaltung fir Gesundheit unter dem Zeichen 0342/97
vom 6.11.97 bewilligt.
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2.2.2 Versuchstiere und Versuchstierhaltung

Fur die Versuchsreihen wurden folgende Mausestamme verwendet

1. mannliche, homozygote Inzuchtmause (Balb/cAnCCrIBR) Haplotyp: H-2% , Farbe:
Albino (n=27)

2. mannliche SCID Mause (severe combined immunodeficiency) (n=30).

Diese Tiere zeichnen sich durch einen schweren kombinierten B- und T-Zelldefekt
aus. Sie sind homozygot fur das SCID-Gen (C. B-17/lcr scid/scid) sowie coisogen mit
dem normalen C. B-17/Icr +/+ Stamm. Die Zucht dieses Stammes erfolgt im Isolator.

Beide Stamme wurden von der Firma Charles River, Deutschland, bezogen. Ihr Alter
betrug zum Zeitpunkt der Lieferung 6 - 8 Wochen bei einem Gewicht von 18-20 g.

Die Tiere wurden ab dem Zeitpunkt der Lieferung in Gruppen von jeweils 3 Tieren in
einem Standardkafig Typ 2 (Kunststoffwanne mit Drahtdeckel, Grundflache 350 cm?)
gehalten. Die Futterung erfolgte in Form von Alleinfutter in pelletierter Form beste-
hend aus 7-12 % Rohprotein, 2 % Rohfett, 6-8 % Rohfaser und 5-8 % Rohasche.
Die Futter- und Wasseraufnahme erfolgte ad libitum.

Die Einstreu der Tiere (Weichholzgranulat und Holzwolle, staubfrei, autoklavierbar)
wurde einmal wochentlich, die Trankflaschen wurden dreimal wdchentlich erneuert.
Kéafige und Trinkflaschen wurden mit einem Spulmittel gereinigt, desinfiziert (Inzidin
extra® N) und anschlieBend autoklaviert.

Der Tag und Nachtrhythmus betrug je 12 Stunden.

Vor Beginn der experimentellen Untersuchungen erfolgte zunachst eine 7tagige Ak-
klimatisierungsphase.

Die Haltung der SCID Mause

Aufgrund der hochgradigen Immundefizienz wurden die Kafige der SCID Mause in
einem Isolator untergebracht, die Umweltbedingungen waren bei einer Temperatur
von 20°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 65 % konstant.

Die Tiere erhielten Futter und Wasser in sterilisierter Form, ebenso war die Sterilisa-
tion von Einstreu und Kafigkomponenten gewahrleistet.

Das Wasser der Versuchstiere wurde vom 1. — 7. Tag mit 0,1 % Tetracyclinhydroch-
lorid, vom 8. - 14. Tag mit 0,01 % L&sung versetzt.
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2.2.3 Verwendeter C. albicans Stamm

Der Stamm (Stammbezeichnung DSM 3454, Herkunft: Vagina) wurde als gefrierge-
trocknete Kultur von der Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
(DSM) bezogen. Bei der American Type Culture Collection, Rockville, USA ist ein
identischer Stamm unter der Bezeichnung ATCC 32032 hinterlegt. Innerhalb kurzer
Zeit nach Erhalt der Stamme von der DSM wurde eine Stammsuspension mit defi-
nierter Zellzahl angelegt, sofort schockgefroren und tiefgekihlt gelagert.

Der Stamm wurde nach Empfehlung des Herstellers auf Agarplatten (Sabouraud-
Glukose Agar mit Zusatz von 5mg Penicillin/Streptomycin/500m| Agarmedium) tber-
nommen, vier Tage bei Raumtemperatur inkubiert und bis zur weiteren Verwendung
bei 4°C gelagert. Spatestens alle vier Wochen wurde der Stamm tberimpft, d.h. mit
sterilen Schlaufen aufgenommen und auf frischen Agarplatten ausgestrichen.

Um von standardisierten Zellzahlen ausgehen zu kénnen, wurden die Zellen unter
sterilen Bedingungen in Flissigmedium (RPMI 1640) aufgenommen und mit Hilfe
eines automatischen Cytometer auf eine Zellzahl von ca. 1x10° bis 1x10% pro ml - je
nach benotigter Dosierung - eingestellt.

Der Stamm wurde danach ohne Flissigmedium mit Flissigstickstoff schockgefroren
und bei -80°C gelagert.

Durch Zugabe von frischem RPMI und Lagerung bei 4°C Uber einen Zeitraum von
ca. einer halben Stunde wurden der Stamm jeweils direkt vor Beginn des Experi-
ments aufgetaut.

Die jeweils benotigte Keimzahl wurde fir die Inokulation der Tiere in sterilem PBS
gelost.

2.2.4 Versuchsplanung

Die Tierversuche lassen sich, thematisch gesehen, in zwei Abschnitte unterteilen:

Versuchsreihe A:
Basisversuch zur Bestimmung der minimalen Infektionsdosis

Versuchsreihe B:

Untersuchung zur Inhibition der Adharenz von C. albicans an murine Epithelzellen
mittels lokaler Applikation der in Versuchsreihe A ermittelten minimalen Infektionsdo-
sis und Glykopeptiden.
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Versuchsreihe A diente zur Bestimmung der minimalen Infektionsdosis dar. Hierzu
wurde ein dichothomes Verfahren verwendet. Es handelt sich bei dieser Methode um
eine etablierte Vorgehensweise zur Ermittlung von Inokulationsdosen im Sinne einer
Schrittoptimierung:

Jeweils eine Gruppe von 3 Balb/c Mausen und eine Gruppe von 3 SCID Mausen
wurde mit einer definierten einmaligen Dosis von C. albicans inokuliert (Abb. 2). Be-
gonnen wurde mit einer Inokulationsdosis von 10° C. albicans-Zellen/10pl, die den
Tieren oral mittels Eppendorf-Pipette verabreicht wurde.

0 keine C. albicans Infektion
[0 C. albicans Infektion

1x10° wenn 8 1x10° wenn 8 1x10* wenn 8 1x10°
Keime 2/3 0 Keime 2/3 0 Keime 2/3 0 Keime

= = =
wenn <
3 Mause 3 Mause| 2/30 |3 Mause| wenn< |3 Mause
U 2/30
U
wenn < 1x10° 1x10’
2/30 Keime Keime
U
1x10’ wenn 7 1x10° wenn 7 3x10° wenn 7 3x10’ wenn 7 3x10°
Keime |2/30=| Keime |2/30=| Keime |2/30=| Keime |2/30=| Keime
wenn > wenn > wenn > wenn >
3Mause| 2/30 |3Mause| 2/30 |3Mause| 2/30 |3 Mause| 2/30 |3 Mause
U ) ) U
1x10’ 1x10° 3x10° 3x10’
Keime Keime Keime Keime

Abb. 2: Verfahren zur Bestimmung der minimalen Infektionsdosis

Bei der Inokulation der Substanzen bedurfte es keiner Sedierung der Versuchstiere,
da diese die ihnen angebotene Substanz bereitwillig und vollstandig aufnahmen.
Eine Woche post inoculationem wurden die Tiere mit einem Gemisch aus CO,/O,
getotet. Es folgte die Entnahme der Zunge.

Eine Halfte der Zunge (Langsschnitt) wurde in 10 %, gepuffertem, walirigem Forma-
lin fixiert. Die formalinfixierten Zungenhalften wurden in einer aufsteigenden Alkohol-
reihe entwassert und fur die Paraffineinbettung in das Duplex-Gerat (Fa. Shandon,
England) zur Paraffindurchtrankung eingebracht. Am darauffolgenden Tag wurden
die Praparate ausgebettet, in Blocke gegossen und am Schlittenmikrotom (Fa. Leitz,




2 MATERIAL UND METHODEN 34

Deutschland) 5 um dicke Serienschnitte in einem Abstand von 10-30 um hergestelit.
Anschlie3end erfolgte die Periodic-Acid-Schiff (PAS) -Farbung.

Die andere Halfte wurde in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -75°C bis zur
weiteren Verarbeitung asserviert.

Die Serienschnitte (PAS-Methode) wurden pro Préaparat nach folgenden Kriterien
beurteilt: Eine Infektion lag dann vor, wenn mindestens ein Schnitt eine Candida-
struktur im Stratum corneum der Papillae filiformes aufwies. Damit galt das Tier als
positiv. Wurden 2/3 Méausen, denen dieselbe Dosis verabreicht wurde, als positiv
bewertet, so erfolgte eine Dosisreduktion um eine log Stufe und Inokulation bei wie-
derum 3 Mausen, bis weniger als zwei Mause infiziert waren (Abb. 2). Diese ,Schwel-
le*, d. h. die Keimmenge, die gerade noch in der Lage war, die Zunge von 2/3 Mau-
sen zu infizieren, wurde durch einen weiteren Inokulationsversuch mit derselben
Keimmenge wiederholt. Wurde die Dosis bestétigt, diente diese als Grundlage fir die
Versuchsreihe B ,Adharenzinhibition durch Glykopeptide*.

Tabelle 5 zeigt die in Versuchsreihe A verwendete Anzahl von Tieren pro Inokulati-
onsdosis

Tab. 5: Ubersicht iiber die Anzahl der Versuchstiere, die fir die Versuchsreihe A (Bestimmung der
minimalen Infektionsdosis) verwendet wurden

Tierstamm | Keime/10 pl Anzahl der Tiere
Balb/c 10° n=3

10° n=3

10’ n=6

10° n=6

ohne (Kontrolle) |n=1

gesamt: n=19

SCID 10* n=2
10° n=6
10° n=3
10’ n=6

ohne (Kontrolle) |n=4
gesamt: n=21
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Fur Versuchsreihe B wurden 8 Balb/c Mause und 8 SCID Mause mit einer Suspensi-
on inokuliert, die aus der in Versuchsreihe A ermittelten Keimmenge und 10ul Glyko-
peptidlosung bestand. Eine SCID Maus wurde nur mit Glykopeptiden inokuliert.

2.3 Histologische Technik

2.3.1 Periodic-Acid-Schiff Reaktion (PAS)

Die Paraffinschnitte (5 um) wurden wie folgt behandelt:
1. Schnitte in Xylol entparaffinieren

2. In absteigender Alkoholreihe (abs. Alkohol, 96 % Athanol, 70 % Athanol,
Agua dest.) wassern

5 min. in 0,5 % Perjodséaure vorbehandeln
1-2 min. in aqua dest. spulen

15 min. in Schiff'schem Reagenz einbringen
dreimaliges Waschen in aqua dest.

3-5 min. Kernfarbung mit Hamalaun

Blauen der Kerne unter flieBendem Leitungswasser

© © N o g bk~

Spulen in aqua dest.

10. Schnitte durch eine aufsteigende Alkoholreihe (70 % Athanol, 96 % Athanol,
abs. Alkohol, Xylol) entwassern und mit Eukitt® eindeckeln.

2.3.1.1 Lichtmikroskopische Auswertung

Die Auswertung der Serienschnitte erfolgte von einem Untersucher standardisiert an
einem Labolux 12 Mikroskop bei 400facher VergroRerung. Lief3en sich in einem
Schnitt PAS-positive Strukturen (Hyphen) nachweisen, wurde der Schnitt als positiv
bewertet. Zusatzlich wurde das Vorhandensein eines subepithelialen Leukozyteninfil-
trats in diesem Bereich dokumentiert.

Dieses wurde wie folgt semiquantitativ eingestuft:

keine Leukozyten = 0
wenige Leukozyten = (+)
deutliches Infiltrat =+
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2.3.2 Kryostatschnitte

Fur die Untersuchungen zur Bestimmung der Immunreaktion in Abhéngigkeit von der
Inokulationsdosis wurden von den in flissigem Stickstoff schockgefrorenen Gewebe-
proben 5 - 7 um dicke konsekutive Gefrierschnitte (Kryostat 1720 Leitz, Wetzlar,
Deutschland), die auf fortlaufend numerierte Objekttrager aufgebracht wurden, ange-
fertigt. Nach einsttindiger Lufttrocknung bei Raumtemperatur und 10 min. Fixierung
in Azeton (Aceton ZA. Merck, Darmstadt, Deutschland) erfolgte die Lagerung bis zur
Weiterverarbeitung in Kuhltruhen bei 75°C.

2.3.3 Die Immunperoxidase-Methode Testprinzip

Die Aceton-fixierten Gefrierschnitte der zweiten Zungenhélfte wurden aufgetaut und
getrocknet. Danach folgte die Immunperoxidase Reaktion.

Bei dem Immunperoxidase- Verfahren handelt es sich um ein immunhistochemisches
Nachweisverfahren, dessen Prinzip auf einer Antigen-Antikdrper-Reaktion beruht, die
durch eine Farbreaktion sichtbar gemacht wird. Neben den Antikérpern selbst wird
das Enzym Peroxidase, das mit Chromogenen ein Farbprodukt bildet, verwendet.
Vier Methoden stehen hierbei zur Verfugung: 1. die direkte, 2. die indirekte, 3. Die
Peroxidase-Antiperoxidase (PAP) und 4. Die (Strept-) Avidin-Biotin-Methode. Bei den
vorliegenden Untersuchungen wurde die PAP-Methode sowie die Streptavidin-Biotin-
Methode eingesetzt.

2.3.3.1 Peroxidase-Antiperoxidase (PAP) -Methode (Abb. 3)

Bei dieser Methode werden drei Reagenzien benoétigt: Primarantikorper, Sekunda-
rantikorper und der PAP-Komplex bestehend aus dem Enzym Peroxidase und einem
Antikdrper gegen Peroxidase. Der Primarantikorper ist spezifisch gegen das Antigen
gerichtet. Der Sekundar- oder Briickenantikorper (link antibody) kann sowohl an den
Priméarantikdrper als auch an den PAP-Komplex binden, da beide in derselben Tier-
spezies hergestellt wurden. Der Briickenantikérper wird im Uberschul3 zugefiigt; da-
durch bindet nur eine Halfte seines Fab Fragments an den Priméarantikorper, die an-
dere Halfte bleibt frei zur Bindung an den Antikérper des PAP-Komplexes. Das En-
zym Peroxidase wird durch eine Substrat-Chromogenreaktion sichtbar gemacht.

2.3.3.2 (Strept-) Avidin-Biotin-Methode (Abb. 3)

Diese Methode basiert auf der Fahigkeit des Avidins, vier Molekile des Vitamins Bio-
tin physikalisch zu binden. Wie bei der PAP-Methode werden drei Reagenzien beno-
tigt: 1. Primarantikorper 2. Sekundarantikorper konjugiert mit Biotin 3. Peroxidase
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konjugierter (Strept-) Avidin-Biotin-Komplex. Die freien Stellen des Avidinmolekuls

ermoglichen die Bindung an das Biotin des Sekundarantikdrpers. Das Enzym Per-

oxidase - und damit das gesuchte Antigen - wird mit einem geeigneten Chromogen
sichtbar gemacht.

A

AA Gewebsantigen [ J Peroxidase-Enzym )r

Primarantikérper » Biotin X avidin \\ \j‘
é Sekundarantikrper <=>= PAP-Komplex / . /
A A
NN\ NN

PAP-Methode Avidin-Biotin-Methode

Abb. 3: Prinzip der Peroxidase-Antiperoxidase- sowie der Avidin-Biotin-Methode (modifiziert nach
einer Produktbeschreibung der Firma DAKO Diagnostika GmbH Hamburg, Deutschland)

2.3.3.3 Arbeitsablauf der Immunperoxidase-Technik

Die Kryostatschnitte (5-7 um) wurden wie folgt behandelt:

Auftauen und Lufttrocknung der Praparate 20 min
Fixierung in Azeton 15 min
Prainkubation (Albumin oder Normalserum) 15 min
Abspulen mit PBS

Inkubation mit Primarantikérper 60 min
Waschen in PBS 3x 5min
Blockierung der endogenen Peroxidaseaktivitat mit H,O, 10 min
Waschen in PBS 3x  5min
Inkubation mit Sekundéar Antikorper 40 — 60 min
Waschen in PBS 3x 05min
Farbentwicklung mit AEC auf dem Schittler 15 - 20 min
Reaktion in H,O stoppen

Gegenfarbung (Kernfarbung) mit saurem Hamalaun 2 min

Abspulen in H,O (Blauen)
WalRriges Eindeckeln mit Kaiser’s Glycerin-Gelatine
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2.3.3.4 Verwendete Antikorper

Primarantikorper
Fur die immunhistochemischen Untersuchungen mit Hilfe der Immunperoxidase-
Methode wurden gereinigte Antikorper gegen Maus-Zell-Oberflachenmolekiile einge-
setzt (Hersteller: Pharmingen, Hamburg, Deutschland), die in Tabelle 6 dargestellt
sind.
Es wurden Antikdrper ausgewahlt, die mit Differenzierungsantigenen reagieren,
1. die auf Zellen exprimiert werden, die bei der Antigenverarbeitung von C.
albicans eine Rolle spielen (antigenprasentierende Zellen mit Expression
von Klasse Il MHC-Molekulen)

2. deren Expression am Endothel durch Stimulation mittels inflammatorischer
Mediatoren (Zytokine) hochreguliert wird.

Tab. 6: Primarantikérper und deren Spezifitdt sowie Arbeitshinweise zur Darstellung der Antigen-
verarbeitung von C. albicans

Spezifitat Clone Arbeits- markierte Zellen und Molekiile
verdiinnung

CD4 RM4-5 1:45 Helfer-T-Zellen

CD13 R3-242 [1:50 Aminopeptidase N auf DZ, (BZ), Ma-
krophagen

CD54 (ICAM-1) |3E2 1:200 akt. Endothel (ICAM-1), DZ, (akt.)
Lymphozyten, Makrophagen

CD 62E 10E9.6 1:50 akt. Endothel (E-Selectin)

(E-Selectin, E-

LAM-1)

CD74 In-1 1:100 MHC-Klasse llI-assoziierte invariante

Kette (li) (involviert in intrazellularen
Transport von MHC-Klasse Il Moleki-
len und Antigenprasentation)

CD80 16-10A1 [1:90 (akt.) Makrophagen, DZ, (akt.) BZ
CD86 (B7-2) GL1 1:50 (akt.) Makrophagen, DZ, (akt.) BZ
CD103 (Integrin  |2E7 1:200 CD8"-Zellen in Lamina propria

0, chain)
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Sekundarantikdrper fur CD 4, CD 13, CD 62E, CD 74, CD 86

Horseradish peroxidase (HRP) —conjugated goat anti-rat immunoglobulin-specific
polyclonal antibody (multiple absorption) 1:110

(Fa. Pharmingen, Hamburg, Catalog Nr. 12117E)

Sekundarantikorper fur CD 54, CD 80, CD 103

1. Biotin-conjugated mouse anti-rat and hamster Ig, O light chain 1:200
(Fa. Pharmingen, Hamburg, Catalog Nr. 10132D) und

2. Streptavidin-horseradish peroxidase (Sav-HRP) conjugate 1:600
(Fa. Pharmingen, Hamburg, Catalog Nr. 13047E)

2.3.3.5 Testreihe zur Vermeidung unspezifischer Reaktionen bei der Immunperoxi-
dase Technik beim Nachweis von Leukozytenantigenen

Um unspezifische Reaktionen (Schlierenbildung auf dem gesamten Praparat), die
sich bei dem Einsatz von monoklonalen Antikérpers ergeben kénnen, zu verhindern,
wurden die Praparate einer Vorbehandlung unerzogen. Dazu erfolgte eine Prainku-
bation mit Hamster bzw. Ratte Normalserum (Fa. Dianova, Hamburg).

2.3.3.6 Kontrollen

Um unspezifische Reaktionen durch Wechselwirkungen des PAP-Komplexes oder
Brickenantikdrpers mit dem Gewebe auszuschliel3en, wurden bei jedem Reaktions-
ansatz Negativkontrollen mitgefthrt. Hierzu wurden die Schnitte nur mit dem Briicke-
nantikbrper und dem PAP-Komplex inkubiert und ebenfalls die Wiederholungsreak-
tionen durchlaufen.

2.3.3.7 Lichtmikroskopische Auswertung

Die Auswertung der Praparate erfolgte standardisiert an einem Labolux 12 Mikroskop
bei 400facher VergréRerung.

Die Auszahlung markierter Zellen innerhalb des Zungenrickenepithels und der La-
mina propria erfolgte anhand eines MeRokulars (0,33 x 0,33 mm?). Der subepitheliale
Bereich, der auf diese Weise ausgewertet werden konnte, betrug ca. 170 um. Die
Schnitte wurden so ausgewahlt, da 10 konsekutive Felder (3,3 x 3,3 mm?) in die
Analyse eingingen, entsprechend einer Anzahl von ca. 840 Basalzellen. Préparate,
die diesen Anforderungen nicht entsprachen, wurden nicht in die Auswertung einbe-
zogen.
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Positive Reaktionen wurden von einem Untersucher semiquantitativ eingeteilt in:

+ =
+ =
++ =

+++ =

keine positive Reaktion
1-2 positive Zellen
3-15 positive Zellen
16-50 positive Zellen

> 50 positive Zellen

Die Aktivierung des Endothels wurde eingeteilt in:

++ =
+++ =

Die Auswertung bertcksichtigte sowohl die Menge der markierten Zellen als auch

keine Expression
geringe Expression
mittlere Expression
starke Expression

deren Verteilung innerhalb der Epithelstraten.
Die fotografische Dokumentation erfolgte mit Hilfe eines Orthoplan Photomikroskops

auf Kodak-Ectachrome 64T Filmen.
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3 Ergebnisse

3.1 Klinische Befunde

Balb/c Mause: Bei den immunkompetenten Mausen (n=27) lagen keine Veranderun-
gen der Zungenschleimhaut vor (Abb. 4).

Abb. 4: Zungenpraparat Balb/c Maus (x 10)

SCID Méause: Auch bei keinem der immundefizienten Tiere (n=30) konnten klinische
Veranderungen der Zunge beobachtet werden (Abb. 5).

Abb. 5: Zungenpraparat SCID Maus (x 10)
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3.2 Ergebnisse der PAS-Reaktion

Die Rohdaten der Ergebnisse der Auswertung nach PAS sind in den Tabellen 17 und
18 (7. Kapitel Anhang) dargestellt. Neben der Invasion von Hyphen wurde auch das
reaktive Phagozyteninfiltrat dokumentiert.

3.2.1 Ergebnisse Teil A: Bestimmung der minimalen Infektionsdosis

Balb/c Mause (Tab. 7)

Tab. 7: Ubersicht liber die inokulierten Keimmengen und die Ergebnisse der Auswertung der Seri-
enschnitte (PAS-Reaktion) bei Balb/c Mausen

Tier |Keime/10pl® |Anzahl der |PAS-Befunde® |Entziindungs- |Gesamt-
Nr." Schnitte® zellen® beurteilung®
BO @ Tetracyclin  |n=9 neg. keine negativ

@ C. albicans
B1 |10’ n=20 neg. keine negativ
B2 |10’ n=11 neg. keine
B3 |10’ n=6 6/6 pos. keine
B4 |10° n=5 3/5 pos. Infiltrat bei 5/5 | positiv
B5 [10° n=5 4/5 pos. keine
B6 [10° n=5 5/5 pos. Infiltrat bei 5/5
B7 |10° n=36 neg. keine negativ
B8 [10° n=36 4/36 pos. keine
B9 [10° n=36 neg. keine
B10 |10’ n=24 neg. keine negativ
B11 |10’ n=24 12/24 pos. Infiltrat bei

3/12

B12 |10’ n=24 neg. keine
B13 [10° n=24 neg. keine negativ
B14 [10° n=24 neg. keine
B15 [10° n=24 neg. keine
B16 |10° n=12 8/12 pos. Infiltrat bei 3/8 | positiv
B17 [10° n=12 neg. keine
B18 [10° n=12 6/12 pos. Infiltrat bei 3/6
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Legende zu Tabelle 7:

Y Bezeichnung des inokulierten Tieres

2 Anzahl der inokulierten Candida-Zellen/10 pl

® Anzahl der pro Zungenhalfte angefertigten Schnitte

4 Anzahl der Schnitte, die PAS-positive Strukturen (Blastosporen, Hyphen) in den
obersten Epithelschichten aufwiesen zur Anzahl der angefertigten Schnitten

® Anzahl der Schnitte, bei denen ein entziindliches Infiltrat nachgewiesen wurde, zu
der in Spalte 4 aufgefihrten PAS-positiven Schnitten

® Die Gesamtbeurteilung bewertet, ob die jeweilige Inokulationsmenge mindestens
2/3 Mausen infiziert hat.

Bei 2/3 Mausen, denen eine Dosis von 107 Keimen verabreicht wurde (B1, B2, B3),
konnten keine Hyphen oder Blastosporen im Epithel nachgewiesen werden. Dieses
Ergebnis bestatigte sich bei einer weiteren Gruppe, die mit 10’ C. albicans-Zellen
inokuliert wurde (B10, B11, B12). Insgesamt wiesen bei dieser Keimmenge 18/108
Schnitten (16,6 %) PAS-positive Strukturen auf.

Die Keimmenge wurde erneut um eine log Stufe erhoht. Bei der mit 10® C. albicans-
Zellen inokulierten Gruppe (B4, B5, B6) wiesen 3/3 Mausen PAS-positive Strukturen
auf. Zur Bestatigung der Ergebnisse wurde dartber hinaus eine weitere Gruppe mit
10% inokuliert (B13, B14, B15), hier waren 2/3 Mausen als positiv anzusehen (Abb. 6
und 7). Insgesamt wiesen bei dieser Keimmenge 26/51 Schnitten (51 %) PAS-
positive Strukturen auf.

Wourde die Inokulationsdosis auf 10%/10 pl (B7, B8, B9) reduziert, waren 2/3 Mause-
zungen PAS-negativ. Insgesamt wiesen bei dieser Keimmenge 6/108 Schnitten
(5,6%) PAS-positive Strukturen auf. Bei weiterer Reduktion auf 10°/10pl (B13, B14,
B15) wurden keine Hyphen oder Blastosporen im Epithel beobachtet (0/72 Schnitte).
Die Balb/c Maus Nr. BO diente der Kontrolle und wies keine Candidastrukturen auf.

ADie minimale Infektionsdosis bei Balb/c M&usen betrug 10° C. albicans-Zellen/10pl.
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Abb. 6: Balb/c Maus: Eindringen von Candida-Hyphen in das Stratum corneum des Zungenriicken-
epithels eine Woche post inoculationem mit 10° C. albicans-Zellen (PAS-Reaktion x 45)

Abb. 7: Balb/c Maus: Zungenriickenepithel eine Woche post inoculationem mit 10’ C. albicans-Zellen:
Candida-Hyphen penetrieren nicht iber die keratinisierte Epithelschicht hinaus in das Stratum spino-
sum (PAS-Reaktion x 100)
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Waren Candidaelemente in den Epithelschichten nachweisbar, so fand sich in 19/48
PAS positiven Schnitten ein entziindliches Infiltrat, d.h. das Eindringen der Mikroor-
ganismen fuhrte in 39,6 % der Félle zu einer Reaktion.

SCID Mause (Tab. 8)

Tab. 8: Ubersicht tiber die inokulierten Keimmengen und die Ergebnisse der Auswertung der Seri-
enschnitte (PAS-Reaktion) bei SCID Mausen

Tier |Keime/10pl Anzahl der |PAS-Befunde |Entzindungszellen |Gesamt-
Nr. Schnitte beurteilung
Ss1  |10° n=11 neg. keine positiv
s2 |10° n=5 5/5 pos. Infiltrat bei 5/5
s3  |10° n=5 5/5 pos. keine
s4 |10° n=12 12/12 pos. keine positiv
s5 |10° n=21 neg. keine
s6 |10° n=21 6/21 pos keine
s7  |10° n=42 17/42 pos. Infiltrat bei 3/17 positiv
s8  |10° n=21 19/21 pos. Infiltrat bei 19/21
s9 [10° n=28 neg. keine
S10 |10’ n=42 11/42 pos. keine positiv
S11 |10’ n=21 13/21 pos. keine
S12 |10’ n=42 21/42 pos. Infiltrat bei 21/21
S13 |@g C. albicans |[n=12 neg. keine negativ
S14 | @ C. albicans |n=9 neg. keine
S15 |@ C. albicans |n=9 neg. keine
S16 |d Tetracyclin |n=9 neg. keine

@ C. albicans
s17 |10* n=12 neg. keine negativ
s18 |10* n=12 neg. keine
S22 |10° n=21 neg. keine positiv
s23 |10° n=12 12/12 pos. keine
S24 |10° n=21 3/21 pos. keine
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Bei 2/3 M&usen, denen eine Dosis von 107 Keimen verabreicht wurde (S1, S2, S3),
wurden Hyphen im Epithel gefunden (Abb. 8). Dieses Ergebnis war reproduzierbar
(S10, S11, S12). Insgesamt wiesen bei dieser Keimmenge 55/126 Schnitten (43,7 %)
PAS-positive Strukturen auf. Die Keimmenge wurde um eine log Stufe verringert. Bei
10°%/10 pl konnten in 2/3 Mausezungen und in 40 % (36/91) der Schnitte Hyphen im
Stratum corneum der Papillae filiformes nachgewiesen werden (Abb. 9). Bei der mit
10° C. albicans-Zellen inokulierten Gruppe (S4, S5, S6) wiesen 2/3 Mausen PAS-
positive Strukturen auf. Zur Bestatigung der Ergebnisse wurde dartiber hinaus eine
weitere Gruppe mit 10° inokuliert (S22, S23, S24), hier waren wiederum 2/3 Mausen
als positiv anzusehen. Insgesamt wiesen bei dieser Keimmenge 33/108 Schnitten
(30,6 %) PAS-positive Strukturen auf.

Abb. 8: SCID Maus: Zungenriicken eine Woche post inoculationem mit 10’ C. albicans-Zellen: Invasi-
on von Candida-Hyphen in die keratinisierte Epithelschicht (PAS-Reaktion x 80)
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Abb. 9: SCID Maus: Papillae filiformes eine Woche post inoculationem mit 10° C. albicans-Zellen:
Candida-Hyphen und Blastosporen im Stratum corneum (PAS-Reaktion x 200)

Erst bei einer Inokulationsmenge von 10* C. albicans-Zellen waren zwei Mausezun-
gen PAS negativ (S17 und S18). Keiner der 24 Schnitte zeigte eine Hypheninvasion.
SCID Méause S13, S14, S15, S16 dienten der Kontrolle, es fanden sich keine Candi-
dastrukturen im Zungenepithel.

ADie minimale Infektionsdosis bei SCID Mausen betrug 10° C. albicans-Zellen/10 .
Wurden Hyphen oder Blastosporen in den Epithelschichten gefunden, so war ein

entzundliches Infiltrat in 48/124 PAS positiven Schnitten vorhanden, d.h. das Ein-
dringen der Mikroorganismen fihrte nur in 38,7 % der Félle zu einer Reaktion.
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3.2.2 Ergebnisse Teil B: Inokulation der in Teil A bestimmten Keimzahl und Glyko-
peptiden

Balb/c Mause (Tab. 9)

Tab. 9: Ubersicht (iber die inokulierten Keimmengen in Verbindung mit Glykopeptiden und die Er-

gebnisse der Auswertung der Serienschnitte (PAS-Reaktion) bei Balb/c Mausen

Tier |Keime/10ul |Anzahl der Schnitte |PAS-Auswertung |Entziindungszellen
Nr.

B19 |10°+GP n=12 neg. keine

B20 |10°+GP n=12 neg. keine

B21 |10°+GP n=12 neg. keine

B22 [10%+GP n=12 11/12 pos. keine

B23 [10%+GP n=12 neg. keine

B24 [10%°+GP n=12 neg. vereinzelt

B25 [10%+GP n=12 8/12 pos. Infiltrat bei 6/8

B26 |10°+GP n=12 neg. keine

Zwei der acht Balb/c Mause, die mit der minimalen Infektionsdosis von 102 C. albi-
cans-Zellen und derselben Menge Glykopeptide inokuliert wurden, wiesen Hyphen

im Stratum corneum der Papillae filiformes auf. Bei einem Tier (B25) fand sich neben

Candidastrukturen im Stratum corneum ein subepitheliales entziindliches Infiltrat.

SCID Mause (Tab. 10)

Keines der acht Tiere, die mit der minimalen Infektionsdosis von 10° Keimen ver-

mischt mit Glykopeptiden inokuliert wurden, wies Hyphen im Stratum corneum der
Papillae filiformes auf.
Das Tier S25 diente der Kontrolle, es wurden nur Glykopeptide inokuliert. Auch hier
konnten keine PAS-positiven Strukturen in den Schnitten nachgewiesen werden.
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Tab. 10: Ubersicht tiber die inokulierten Keimmengen in Verbindung mit Glykopeptiden und die Er-
gebnisse der Auswertung der Serienschnitte (PAS-Reaktion) bei SCID Mausen

Tier |Zellzahl/10ul | Anzahl der Schnitte | PAS-Auswertung |Entztindungszellen
Nr.

S19 |10°+GP n=12 neg. keine
S20 |10°+GP n=12 neg. keine
S21 |10°+GP n=12 neg. keine
S26 |10°+GP n=12 neg. keine
S27 |10°+GP n=12 neg. keine
S28 |10°+GP n=12 neg. keine
S29 |10°+GP n=12 neg. keine
S30 |10°+GP n=12 neg. vereinzelt
S25 |GP n=12 neg. keine

3.3 Ergebnisanalyse der Infektionsexperimente

Nachstehend sollte gepruft werden, welchen Effekt
1. die inokulierten Keimmengen und

2. die inokulierten Keime in Verbindung mit Glykopeptiden auf die Entstehung
einer Infektion haben.

Hierzu wurden die Ergebnisse der Infektionsexperimente (Versuchsreihen A und B)
analysiert. Da mit den Serienschnitten jedoch festgelegt wurde, ob das einzelne Tier
als infiziert oder nicht infiziert galt, muf3te hierzu nicht die Anzahl der Schnitte, son-
dern die Anzahl der Tiere pro Inokulationsmenge herangezogen werden. Hieraus
ergab sich, daf3 die Anzahl der Tiere pro Inokulationsmenge fir eine exakte statisti-
sche Analyse nicht ausreichte.

Die Ergebnisse sind in Vierfeldertafeln dargestellt, fir eine statistische Auswertung
waren pro Feld = 4 Tiere notwendig. Die nachstehende Auswertung mittels x> Test
ist daher nur im Sinne einer Orientierungshilfe zu werten.
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3.3.1 Balb/c Mause

3.3.1.1 Priifung der Inokulationsdosis von 10° versus 10° C. albicans-Zellen auf die

Entstehung einer Infektion

Beschreibung [Balb/c: Inokulation mit 10° vs. 10° C. albicans
Situation A Keimmenge 10° 10° 10°
Situation B Keimmenge 10° |Infektion 0 1
Reaktion A Infektion keine Infektion |3 2
Reaktion B keine Infektion

Da kein Tier bei einer Inokulationsmenge von 10° C. albicans-Zellen infiziert wurde,

ergab sich aus dem x2-Vierfeldertest kein Effekt.

3.3.1.2 Priifung der Inokulationsdosis von 10° versus 10" C. albicans-Zellen auf die

Entstehung einer Infektion

Beschreibung [Balb/c: Inokulation mit 10° vs. 10’ C. albicans
Situation A Keimmenge 10° 10° 10’
Situation B Keimmenge 10’ |Infektion 1 2
Reaktion A Infektion keine Infektion |2 4
Reaktion B keine Infektion

Vergleicht man die Inokulationsmengen von 10° und 10, so ergabe sich hieraus
auch bei Verdopplung der Anzahl der Tiere pro Gruppe kein signifikanter Unterschied

(p<1).

3.3.1.3 Priifung der Inokulationsdosis von 10’ versus 10® C. albicans-Zellen auf die
Entstehung einer Infektion

Beschreibung [Balb/c: Inokulation mit 10’ vs. 10® C. albicans

Situation A Keimmenge 10’ 10’ 10°
Situation B Keimmenge 10® |Infektion 2 5
Reaktion A Infektion keine Infektion |4 1
Reaktion B keine Infektion
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Bei einer Analyse der Inokulationsmengen 107 und 10® hinsichtlich ihres Infektions-
potentials ergab sich eine Effekt, der statistisch signifikant ware, wenn die Anzahl der
Tiere pro Feld doppelt so hoch ware (p<0,01).

3.3.1.4 Priifung des Effekts der Inokulationsdosis von 10® Keimen + Glykopeptiden
auf die Entstehung einer Infektion

Beschreibung [Balb/c: Inokulation mit 10° C. albicans + GP
Situation A ohne GP ohne GP |mit GP
Situation B mit GP Infektion 5 2
Reaktion A Infektion keine Infektion |1 6
Reaktion B keine Infektion

Ein deutlicher Unterschied zeigte sich bei der Anzahl der infizierten Tiere nach Inoku-
lation von C. albicans mit oder ohne Glykopeptidzusatz. Unter der Annahme, die An-
zahl der Tiere pro Feld ware doppelt so hoch angesetzt, ergabe sich ein signifikanter
Wert (p< 0,0001).

3.3.2 SCID Mause

3.3.2.1 Priifung der Inokulationsdosis von 10* versus 10° C. albicans-Zellen auf die
Entstehung einer Infektion

Beschreibung [SCID: Inokulation mit 10* vs. 10° C. albicans
Situation A Keimmenge 10* 10* 10°
Situation B Keimmenge 10° |Infektion 0 2
Reaktion A Infektion keine Infektion |2 1
Reaktion B keine Infektion

Da kein Tier bei einer Inokulationsmenge von 10* C. albicans-Zellen infiziert wurde,
ergab sich aus dem x2-Vierfeldertest kein Effekt.
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3.3.2.2 Priifung der Inokulationsdosis von 10° versus 10° C. albicans-Zellen auf die

Entstehung einer Infektion

Beschreibung

SCID: Inokulation mit 10° vs. 10° C. albicans

Situation A Keimmenge 10° 10° 10°
Situation B Keimmenge 10° |Infektion 2 2
Reaktion A Infektion keine Infektion |1 1
Reaktion B keine Infektion

Kein Unterschied bestand zwischen den Inokulationsmengen von 10° und 10° Kei-

men hinsichtlich des Infektionspotentials.

3.3.2.3 Priifung der Inokulationsdosis von 10° versus 10’ C. albicans-Zellen auf die

Entstehung einer Infektion

Beschreibung

Inokulation mit 10° vs. 10’ C. albicans

Situation A Keimmenge 10° 10° 10’
Situation B Keimmenge 10’ |Infektion 2 5
Reaktion A Infektion keine Infektion |1 1
Reaktion B keine Infektion

Bei einem Vergleich der Inokulationsmengen von 10° und 10’ ergabe sich auch bei
Verdopplung der Anzahl der Tiere pro Gruppe kein signifikanter Unterschied (p<1).

3.3.2.4 Priifung des Effekts von Inokulationsdosis von 10° Keimen + Glykopeptiden
auf die Entstehung einer Infektion

Beschreibung [SCID: Inokulation mit 10 C. albicans

Situation A ohne GP ohne GP |mit GP
Situation B mit GP Infektion 4 0
Reaktion A Infektion keine Infektion |2 8
Reaktion B keine Infektion
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Ein erkennbarer Unterschied zeigte sich hinsichtlich der Anzahl der infizierten Tiere
nach Inokulation von C. albicans mit oder ohne Glykopeptidzusatz. Wéare die Anzahl
der Tiere pro Feld doppelt so hoch, ergébe sich ein signifikanter Wert (p< 0,0001).

3.4 Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen

Die Rohdaten der Ergebnisse der Auswertung nach Differenzierungsantigenen sind
in den Tabellen 19 - 34 (7. Kapitel Anhang) dargestellt.

3.4.1 Verteilung der exprimierten Antigene in Abhangigkeit zur Inokulationsdosis in-
nerhalb der Zell-Lagen zusammengefalit nach Antigenen

Tabellen 11 (Balb/c) und 12 (SCID) zeigen die Ergebnisse zusammengefal3t nach
Antigenen. Die semiquantitative Auswertung positiver Markierungen der einzelnen
Schnitte wurde summiert und durch die Anzahl der Schnitte geteilt. In diesen Tabel-
len ist die Mengenbewertung der exprimierten Antigene im jeweiligen Stratum darge-
stellt. Nicht getonte Késtchen zeigen an, dal} in dieser Epithelschicht keine Markie-
rung vorhanden war.

Tabelle 11 zeigt die Verteilung der markierten Antigene innerhalb der Zell-Lagen in
Abhéangigkeit von der Inokulationsmenge bei Balb/c Mausen.

Tab. 11: Balb/c Mause: Semiquantitative Auswertung der Antigenmarkierung innerhalb der Epithel-
zell-Lagen in gegliedert nach Antigenen bei verschiedenen Inokulationsmengen

Inok.-Menge  [10°> [10° [10” [10° |10°+Muzin |[Keine Inok.

CD4
Anzahl n=3 | n=3 | n=6 | n=4 n=3 n=1
Str. spin. oben
Str. spin. unten (+)
Basalzellen B H] + | @) & (+)
subepithelial +) | + + | ++ (+)
Lamina propria
CD13
Anzahl n=3 | Nn=3 | n=6 | n=3 n=3 n=1
Str. spin. oben
Str. spin. unten
Basalzellen

subepithelial + ++ +
Lamina propria | (+) | + ++ + +
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Inok.-Menge |10 [10° [10” [10° [10°+Muzin |Keine Inok.
CD54
Anzahl n=3 | n=3 | n=6 | n=4 n=3 n=1
Str. spin. oben
Str. spin. unten
Basalzellen
subepithelial + + | ++ + +
Lamina propria
Endothel + + + + (+)
CD62E
Anzahl n=3 | n=3 | n=6 | n=3 n=3 n=1
Endothel
CD74
Anzahl n=3 | n=3 | n=6 | n=3 n=3 n=1
Str. spin. oben
Str. spin. unten + + + (+) +
Basalzellen
subepithelial + + + + +
Lamina propria (+) | () (+)
CD80
Anzahl n=3 | n=3 | n=6 | n=3 n=3 n=1
Str. spin. oben
Str. spin. unten
Basalzellen
subepithelial
Lamina propria + + +
CD86
Anzahl n=3 | n=3 | n=6 | n=3 n=3 n=1
Str. spin. oben +
Str. spin. unten + (+)
Basalzellen +
subepithelial + | + H ++ ++
Lamina propria (+) (+)
CD103
Anzahl n=3 | n=3 | n=6 | n=3 n=3 n=1
Str. spin. oben
Str. spin. unten +) | +
Basalzellen O+ + Bl & +
subepithelial || + + (+) (+)
Lamina propria
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CD4

Die Expression von CD4*-Zellen war bei der geringsten Inokulationsmenge von 10°
auf die Basalzellschicht und den direkt darunter liegenden Bereich auf einzelne Zel-
len begrenzt. Mit Ansteigen der Keimmenge stieg auch die Anzahl der positiven Zel-
len in beiden Strata (Abb. 10-12). Bei der héchsten Inokulationsmenge von 10° Kei-
men waren CD4"-Zellen auBerdem im Stratum spinosum zu finden. Bei der Inokulati-
onsmenge von 10% Keimen und Glykopeptiden konnten wenig CD4-exprimierende
Zellen in der Basalzellschicht nachgewiesen werden, subepithelial fanden sich ver-
einzelt positive Zellen. Erfolgte keine Inokulation waren ein bis zwei positive Zellen
pro Schnitt in der Basalzellschicht zu finden.

Abb. 10: Balb/c Maus: Zungenriickenepithel und Lamina propria eine Woche post inoculationem mit
10%C. albicans-Zellen: Monoklonaler Antikorper gegen CD4-Antigen (PAP-Methode, x 60)
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Abb. 11: Balb/c Maus: Zungenriickenepithel und Lamina propria eine Woche post inoculationem mit
10’ C. albicans-Zellen: Monoklonaler Antikoérper gegen CD4-Antigen (PAP-Methode, x 175)

Abb. 12: Balb/c Maus: CD4-positive Zellen im Stratum basale und subepithelial eine Woche post ino-
culationem mit 10" C. albicans-Zellen (PAP-Methode, x 175)
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CD13
(Abb. 13 und 14)

13
e
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Abb. 13: Balb/c Maus: CD13-positive Zellen im Stratum basale (Pfeile) eine Woche post inoculationem
mit 10° C. albicans-Zellen (PAP-Methode, x 90)

Abb. 14: Balb/c Maus: CD13-positive Zellen subepithelial eine Woche post inoculationem mit 10 C.
albicans-Zellen (PAP-Methode, x 200)
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Die Antigen-Expression verlief auch bei CD13 nahezu linear zu der Inokulationsmen-
ge, wobei bei einer Keimmenge von 10° nur vereinzelt Zellen in der Lamina propria,
bei 10’ und 108 jedoch eine erhebliche Anzahl positiver Zellen im subepithelialen Be-
reich und in der Lamina propria nachgewiesen werden konnten (Abb. 13 und 14).
Wurden Keime zusammen mit Glykopeptiden verabreicht, sank die Zahl der expri-
mierenden Zellen, die sich subepithelial und der Lamina propria nachweisen lie3en.
Ohne Inokulation von C. albicans, lieBen sich nur wenige CD13"-Zellen in der ge-
samten Lamina propria nachweisen.

CD54

Ein Zusammenhang zwischen Inokulationsdosis und Menge an exprimierenden Zel-
len lief3 sich auch bei CD54 feststellen. Die Reaktionen fanden subepithelial und im
Endothel statt, wobei bei der Inokulationsdosis von 10° wenige Zellen, bei der Menge
von 10® eine groRe Anzahl von CD54"-Zellen zu finden war (Abb. 15 und 16). Mit der
Reaktion auf die geringste Dosis vergleichbar ist die der Inokulation von Keimen, de-
nen Glykopeptide zugesetzt wurden. Ohne Inokulation waren nur wenige CD54"-
Zellen subepithelial nachweisbar, das Endothel war minimal aktiviert.

Abb. 15: Balb/c Maus: CD54-positive Zellen und aktiviertes Endothel eine Woche post inoculationem
mit 10° C. albicans-Zellen (PAP-Methode, x 130)
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Abb. 16: Balb/c Maus: Aktiviertes Endothel (monoklonaler Antikdrper gegen CD54) eine Woche post
inoculationem mit 10% C. albicans-Zellen (PAP-Methode, x 130)

CD62E

Bei keiner Inokulationsmenge konnte die Expression von E-Selectin im Endothel
nachgewiesen werden (Abb. 17).
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Abb. 17: Balb/c Maus: Das Endothel ist negativ fir den monoklonalen Antikérper gegen CD62E (PAP-
Methode, x 130)
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CD74

Der Antikdrper gegen CD74 reagierte mit Zellen im Stratum spinosum (untere Zell-
Lage) sowie subepithelialen Bereich. Bei steigender Inokulationsdosis (10’ und 10°)
konnten auch vereinzelt zusatzlich Zellen in der Lamina propria nachgewiesen wer-
den (Abb. 18-20). Eine gro3e Anzahl CD74-exprimierender Zellen war bei einer
Keimmenge von 108 sowohl im unteren Stratum spinosum als auch im subepithelia-
len Bereich zu finden.

Bei Inokulation von Keimen vermischt mit Glykopeptiden verteilten sich wenige posi-
tive Zellen im Stratum spinosum und in der Lamina propria. Wurden keine Keime
inokuliert, fand eine vergleichbare Reaktion statt.

Abb. 18: Balb/c Maus: CD74-exprimierende dendritische Zellen im Stratum spinosum und subepitheli-
al eine Woche post inoculationem mit 10” C. albicans-Zellen (PAP-Methode, x 100)
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Abb. 19: Balb/c Maus: CD74-positive Zellen im Stratum spinosum und subepithelial eine Woche post
inoculationem mit 107 C. albicans-Zellen (PAP-Methode, x 150)

Abb. 20: Balb/c Maus: Eine Woche post inoculationem mit 10° C. albicans-Zellen markiert der mo-
noklonale Antikdrper gegen CD74 dendritische Zellen im Stratum spinosum und subepithelial (PAP-
Methode, x 160)
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CD80

In der Lamina propria fanden sich bei einer Inokulationsdosis von 10°, 10" und 10®
Keimen wenige CD80"-Zellen (Abb. 21). Bei der niedrigsten Keimmenge von 10°, bei
der Gabe von Keimen, denen Glykopeptide zugesetzt waren und bei fehlender Ino-
kulation konnten keine CD80 exprimierenden Zellen nachgewiesen werden.

Abb. 21: Balb/c Maus: CD80-positive Zellen in der Lamina propria eine Woche post inoculationem mit
108 C. albicans-Zellen (PAP-Methode, x 125)

CD86

Bei der geringsten Inokulationsmenge von 10° C. albicans-Zellen wurde keine Reak-
tion mit dem CD86 Antigen beobachtet. Mit Anstieg der Keimmenge jedoch erhdhte
sich die Anzahl positiver Zellen, die zunéchst im subepithelialen Bereich in geringem
Ausmalf zu finden waren (Abb. 22). Bei der hochsten inokulierten Keimmenge von
10® wurden im gesamten Stratum spinosum, der Basalzellschicht und vor allem su-
bepithelial CD86-exprimierende Zellen gefunden (Abb. 23). Bei Keiminokulation ver-
mischt mit Glykopeptiden fanden sich positive Zellen im subepithelialen Bereich in
mittlerem Ausmal3, ebenso bei fehlender Inokulation.
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Abb. 22: Balb/c Maus: CD86-positive Zellen in der Lamina propria eine Woche post inoculationem mit
10° C. albicans-Zellen (PAP-Methode, x 130)

Abb. 23: Balb/c Maus: CD86-positive Zelle in der Basalzellschicht eine Woche post inoculationem mit
10° C. albicans-Zellen (PAP-Methode, x 150)
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CD103

Bei der Bewertung dieser Reaktion zeigte sich eine deutliche Abhangigkeit der
CD103-Expression von der Inokulationsmenge. Bei niedrigen Keimmengen von 10°
und 10° fanden sich minimale Reaktionen in der Basalzellschicht und subepithelial.
Ein Anstieg der Anzahl von CD103"-Zellen sowie die Ausdehnung dieser Zellen auf
das Stratum spinosum wurde bei einer Keimmenge von 107 erreicht. Bei weiterer
Erhdéhung der Inokulationsdosis fanden sich eine grofRe Anzahl CD103 exprimieren-
der Zellen im Stratum basale; subepithelial und im Stratum spinosum waren wenig
Zellen lokalisiert (Abb. 24).

Wurden Keime zusammen mit Glykopeptiden inokuliert, sank die Zahl der positiven
Zellen auf ein bis zwei pro ausgewertetem Schnitt, diese waren dann auf die Basal-
zellschicht und den subepithelialen Bereich beschrankt. Ein &hnliches Verteilungs-
muster zeigte sich auch bei fehlender Inokulation.
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Abb. 24: Balb/c Maus: Eine Woche post inoculationem mit 108 C. albicans-Zellen finden sich im Stra-
tum spinosum, in der Basalzellschicht und subepithelial CD103-positive Zellen (PAP-Methode, x 150)
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Tabelle 12 zeigt die Verteilung der markierten Antigene in Abh&ngigkeit zur Inokulati-
onsdosis innerhalb der Zell-Lagen gegliedert nach Antigenen bei SCID Mausen.

Tab. 12: SCID Mause: Semiquantitative Auswertung der Antigenmarkierung innerhalb der Epithel-
zell-Lagen in gegliedert nach Antigenen bei verschiedenen Inokulationsmengen

Inok.-Menge  [10% [10°> [10° | 10" [10°+Muzin |Keine Inok.

CD4

Anzahl n=2|n=6|n=5| n=9 n=3 n=3

Str. spin. oben

Str. spin. unten

Basalzellen (+)

subepithelial ) | () (+) (+) (+)

Lamina propria

CD13

Anzahl n=4 | n=7 | n=3 | n=11 n=3 n=5

Str. spin. oben

Str. spin. unten

Basalzellen

subepithelial (+)

Lamina propria

i (+)
CD54

Anzahl n=2|n=6|n=3| n=6 n=3 n=3

Str. spin. oben

Str. spin. unten

Basalzellen

subepithelial + + +

Lamina propria

Endothel + + ++

CD62E

Anzahl n=2 | n=6 | n=3| n=7 n=6 n=3

Endothel

CD74

Anzahl n=2 | n=6 | n=3| n=6 n=3 n=3

Str. spin. oben

Str. spin. unten | #+ | + +

+

Basalzellen

subepithelial

+ |+ |+ [+
+
+

+
Lamina propria | + | (+) | () |

CD80

Anzahl n=2|n=6|n=3| n=6 n=3 n=3

Str. spin. oben

Str. spin. unten

Basalzellen

subepithelial (+) (+)

Lamina propria
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Inok.-Menge  [10% [10°> [10° | 10" [10°+Muzin |Keine Inok.
CD86

Anzahl n=4 | n=6 | n=4| n=9 n=3 n=5

Str. spin. oben

Str. spin. unten

Basalzellen (+) (+) (+)

subepithelial + + + + +

Lamina propria (+) | (4) + + (+)
CD103

Anzahl n=2|n=6 | n=4| n=6 n=3 n=3

Str. spin. oben

Str. spin. unten (+) | (+)

Basalzellen + | ++ | + + (+) +

subepithelial + + | (1) + (+) (+)

Lamina propria

CD4

CD4 Antigen wurde nur in kleinsten Mengen exprimiert. Bei niedrigen Inokulations-
mengen, ohne Inokulation und bei der zusatzlichen Gabe von Glykopeptiden waren
diese im subepithelialen Bereich nachzuweisen (Abb. 25 und 26).

A

Abb. 25: SCID Maus: CD4-Antigen exprimierende Zelle im subepithelialen Bereich eine Woche post
inoculationem mit 10’ C. albicans-Zellen (PAP-Methode, x 250)
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Abb. 26: SCID Maus: CD4-positive Zellen subepithelial eine Woche post inoculationem mit 10’ C.
albicans-Zellen (PAP-Methode, x 250)

Abb. 27: SCID Maus: CD4-Antigen exprimierende Zelle im Stratum basale eine Woche post inocula-
tionem mit 10’ C. albicans-Zellen (PAP-Methode, x 125)

Bei der hochsten Inokulationsmenge von 10’ fanden sich auRerdem vereinzelt CD4"-
Zellen im Stratum basale (Abb. 27).
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CD13

Bei CD13 dagegen liel3 sich deutlich ein Anstieg der Anzahl exprimierender Zellen

abhangig von der Inokulationsmenge nachweisen.

Abb. 28: SCID Maus: CD13-positive Zellen direkt subepithelial und in der Lamina propria eine Woche

post inoculationem mit 10’ C. albicans-Zellen (PAP-Methode, x 90)

B

Abb. 29: SCID Maus: Deutliche Expression von CD13 Oberflachenantigen auf Zellen

im

subepithelialen Bereich und der Lamina propria eine Woche post inoculationem mit 10’ C. albicans-

Zellen (PAP-Methode, x 140)
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Bei einer Inokulationsmenge von 10° und 10’ fanden sich nicht nur im subepithelialen
Bereich sondern in der gesamten Lamina propria CD13"-Zellen (Abb. 28 und 29).
Sowohl bei der Gabe von 10° Keimen und Glykopeptiden als auch bei fehlender Ino-
kulation waren nur wenige CD13"-Zellen subepithelial und in der Lamina propria
nachzuweisen.

CD54

Die Expression des Adhasionsmolekuls ICAM-1 fand bei jeder verabreichten Inokula-
tionsmenge, aber auch ohne Inokulation lediglich subepithelial statt. Die Anzahl
CD54 exprimierender Zellen war bei einer Inokulationsmenge von 10* gering, bei
steigender Inokulationsdosis dagegen deutlich erhdht. Der selbe Verlauf ergab sich
auch bei der Expression von ICAM-1 im Endothel. Bei zusatzlicher Gabe von Glyko-
peptiden wurde CD54 nur in geringem Mal3e sowohl subepithelial als auch im Endo-
thel nachgewiesen. Fand keine Inokulation statt, war das Endothel dennoch aktiviert.
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Abb. 30: SCID Maus: CD54-positive Zellen und aktiviertes Endothel im subepithelialen Bereich eine
Woche post inoculationem mit 10° C. albicans-Zellen (PAP-Methode, x 140)
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CD62E
Bei keiner inokulierten Keimmenge konnte die Expression von E-Selectin im Endo-
thel nachgewiesen werden.

Abb. 31: SCID Maus: Das Endothel ist negativ fir den monoklonalen Antikdrper gegen CD62E (PAP-
Methode, x 100)

CD74

Bei diesem Protein schien die Verteilung innerhalb der Strata annéhernd konstant,
die Expression fand in der Lamina propria, subepithelial und im unteren Stratum spi-
nosum statt. Die Expression korrelierte nicht mit der Inokulationsdosis, so liel3 sich
bei geringen Keimmengen eine hohe Anzahl markierter Zellen nachweisen, ebenso
bei 10° Keimen, wohingegen bei der héheren Keimmenge von 10 die Expression
geringer ausfiel (Abb. 32 und 33). Bei Inokulation von 10’ C. albicans-Zellen, bei Ino-
kulation von Keimen und Glykopeptiden, sowie fehlender Inokulation waren CD74"-
Zellen zusatzlich im Stratum basale zu beobachten.
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T

Y

Abb. 32: SCID Maus: Markierung einzelner dendritischer Zellen mit dem monoklonalen Antikérper
gegen CD74 im subepithelialen Bereich eine Woche post inoculationem mit 10° C. albicans-Zellen
(PAP-Methode, x 112)

Abb. 33: SCID Maus: CD74-positive Zellen im Stratum spinosum und subepithelial eine Woche post
inoculationem mit 10° C. albicans-Zellen (PAP-Methode, x 90)
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CD80

Die Expression von CD80"-Zellen war nur vereinzelt subepithelial nachweisbar bzw.
fehlte vollstandig.
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Abb. 34: SCID Maus: CD80-positive Zellen im subepithelialen Bereich eine Woche post inoculationem
mit 10" C. albicans-Zellen (PAP-Methode, x 100)

CD86

Die Expression von CD86"-Zellen war im subepithelialen Bereich bei jeder Inokulati-
onsdosis wenig ausgepragt, vereinzelt fanden sich positive Zellen in der Lamina pro-
pria und in der Basalzellschicht (Abb. 35). Wurden Keime mit Glykopeptiden inoku-
liert, &hnelte das Verteilungsmuster dem héherer Inokulationsdosen. Bei fehlender
Inokulation waren in der Basalzellschicht und in der Lamina propria nur vereinzelt
CD86"-Zellen nachweisbar.
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Abb. 35: SCID Maus: Markierung einzelner Zellen mit dem monoklonalen Antikérper gegen CD86 im
subepithelialen Bereich eine Woche post inoculationem mit 10* C. albicans-Zellen (PAP-Methode, x
135)

CD103

Bei der geringsten Inokulationsmenge waren CD103*-Zellen wenig in der Basalzell-
schicht und vereinzelt subepithelial lokalisiert (Abb. 36 und 37). Beim Ansteigen der
Inokulationsdosis konnte eine deutliche Expression innerhalb des Stratum basale
beobachtet werden. Wurden 10° Keime verabreicht, beschrénkte sich die Expression
nicht auf diese beiden Strata, sondern war zusatzlich in geringem Mal3e im Stratum
spinosum vorzufinden. Bei der ndchsthdéheren Dosis waren in der Basalzellschicht
und im subepitheliale Bereich CD103*-Zellen nachweisbar, die Menge exprimieren-
der Zellen ging zuriick. Wurden der Inokulationsdosis von 10° Keimen Glykopeptide
zugesetzt, konnten nur ein bis zwei positive Zellen pro Schnitt nachgewiesen wer-
den, sie waren im Stratum basale und subepithelial lokalisiert. Die Expression von
CD103 war bei Tieren, die keine Keime erhielten, ebenso auf diese beiden Zell-
Lagen und auf wenige CD103 exprimierende Zellen begrenzt.
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Abb. 36: SCID Maus: CD103-positive Zellen im Stratum basale und subepithelial eine Woche post
inoculationem mit 10° C. albicans-Zellen (PAP-Methode, x 130)

Abb. 37: SCID Maus: CD103-positive Zelle im subepithelialen eine Woche post inoculationem mit 10°
C. albicans-Zellen (PAP-Methode, x 165)
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3.4.2 Verteilung der markierten Antigene in Abhangigkeit zur Inokulationsdosis inner-
halb der Zell-Lagen zusammengefal3t nach Inokulationsmenge

Tabelle 13 (Balb/c) und 14 (SCID) zeigen die Ergebnisse zusammengefal3t nach
Inokulationsmenge. Die semiquantitative Auswertung positiver Markierungen der ein-
zelnen Schnitte wurde summiert und durch die Anzahl der Schnitte geteilt.

Wie im vorigen Abschnitt ist die Mengenbewertung der exprimierten Antigene im je-
weiligen Stratum dargestellt. Nicht getonte K&stchen zeigen an, dal3 in diesem Stra-
tum keine Markierung vorhanden war.

Tabelle 15 zeigt die Verteilung der markierten Antigene in Abhangigkeit zur Inokulati-
onsdosis innerhalb der Zell-Lagen gegliedert nach Inokulationsmenge bei Balb/c
Mausen.

Tab. 13: Balb/c Mause: Semiquantitative Auswertung der Antigenmarkierung innerhalb der Epithel-
zell-Lagen gegliedert nach Inokulationsmenge

Antikorper CD4 | CD13 | CD54 | CD62E | CD74 | CD80 | CD86 | CD103
gegen

Inokulationsmenge 10°
Anzahl n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3
Str. spin. oben
Str. spin. unten +
Basalzellen (+) (+)
subepithelial (+) + + (+)
Lamina propria (+)
Endothel +

Inokulationsmenge 10°
Anzahl n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3
Str. spin. oben
Str. spin. unten +
Basalzellen (+) +
subepithelial + + + + + (+)
Lamina propria + +
Endothel +

Inokulationsmenge 10’
Anzahl n=6 | n=6 n=6 n=6 n=6 n=6 n=6 n=6
Str. spin. oben
Str. spin. unten + (+)
Basalzellen + +
subepithelial + ++ + + +
Lamina propria (+) +
Endothel +
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Antikorper CD4 | CD13 | CD54 | CD62E | CD74 | CD80 | CD86 | CD103
gegen

Inokulationsmenge 10°

Anzahl n=4 n=3 n=4 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3
Str. spin. oben +

Str. spin. unten (+) + +

Basalzellen (+) +

subepithelial T + +

Lamina propria ++ (+) (+)

Endothel

Inokulationsmenge 10° + Glykopeptide

Anzahl n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3

Str. spin. oben

Str. spin. unten (+) ()

Basalzellen + (+)

subepithelial (+) ++ + + ++ +)

Lamina propria + (+) (+)

Endothel +

Keine Inokulation

Anzahl n=1 n=1 n=1 n=1 n=1 n=1 n=1 n=1

Str. spin. oben

Str. spin. unten +

Basalzellen (+) +

subepithelial + + + ++ )

Lamina propria +

Endothel (+)

Inokulationsmenge 10°

Das AusmaR der Immunreaktion auf eine Inokulation mit 10°> Keimen war gering und
spielte sich zum gréf3ten Teil subepithelial ab. Das Endothel war wenig aktiviert
(CD54), CD62E Antigen wurde nicht exprimiert. CD80"- und CD86"-Zellen konnten
nicht nachgewiesen werden. Im Stratum spinosum (untere Schicht) waren wenige
CD74"-Zellen zu beobachten. CD4"- und CD103"-Zellen fanden sich vereinzelt in der
Basalzellschicht und subepithelial.
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Inokulationsmenge 10°

Bei einer Inokulation um eine log Stufe héher fand die Expression von CD80 im su-
bepithelialen Bereich und CD86 in der Lamina propria statt. Bei CD74 und CD54 wa-
ren keine Veranderungen gegenuber der niedrigeren Dosis zu verzeichnen, wohin-
gegen die Expression von CD13 zunahm und sowohl subepithelial als auch im Be-
reich der Lamina propria zu finden war. In der Basalzellschicht und unterhalb des
Stratum basale gelang der Nachweis von CD4"-Zellen.

Inokulationsmenge 10’

Im Gegensatz der vorhergehenden Inokulationsdosis zeigte sich, dal3 ein deutlicher
Anstieg an CD13-Antigen, das subepithelial und in der Lamina propria exprimiert
wurde, zu verzeichnen war. Die Expression von CD54 nahm subepithelial zu, im En-
dothel jedoch konnte keine vermehrte Expression von ICAM-1 nachgewiesen wer-
den. CD103 wurde in drei Zellschichten (Lamina propria, Basalzellschicht und unte-
rem Bereich des Stratum spinosum) exprimiert. Keine Veranderungen gegenuber der
vorherigen Inokulationsdosis ergaben sich bei CD74, CD80 und CD86. Der Zellmar-
ker fiir CD62E (E-Selectin) war weiterhin negativ. Die Zahl CD4"-Zellen im Stratum
basale und subepithelial stieg geringfuigig an.

Inokulationsmenge 10®

Ein deutlicher Anstieg war bei der Expression von CD54 (ICAM-1) im Endothel zu
sehen. Ebenfalls wurde eine vermehrte Expression von CD74 im unteren Stratum
spinosum und subepithelial beobachtet. CD4"- und CD86*-Zellen reichten von der
subepithelialen Schicht, wo sie gehauft auftraten, bis in die oberen Anteile des Stra-
tum spinosum, hier jedoch nur in geringem Maf3e. CD103 blieb weiterhin auf den su-
bepithelialen Bereich, die Basalzellschicht und unteren Anteile der Stachelzellschicht
begrenzt, die Expression war jedoch deutlich erhéht. Keine Veranderung trat bei der
Expression von CD80 ein, nach wie vor fanden sich nur einzelne positive Zellen di-
rekt unter der Basalzellschicht, anti-CD62E zeigte keine Markierung.

Inokulationsmenge 10%+Glykopeptide

Im subepithelialen Bereich und der Lamina propria fanden sich ein geringe bis maRi-
ge Anzahl CD13"-, CD54"-, CD74"- und CD86"-Zellen. Das Endothel war nur minimal
aktiviert (ICAM-1), die Expression von CD62E fehlte ganz. Wenige CD4-
exprimierende Zellen fanden sich in der Basalzellschicht, vereinzelt lagen CD4"-
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Zellen direkt unterhalb des Stratum basale. In der Basalzellschicht sowie subepitheli-
al waren ebenso vereinzelt CD103-Zellen zu beobachten.

Keine Inokulation

Wurden keine Keime inokuliert, fand sich ein ahnliches Verteilungsmuster wie bei der
Inokulationsmenge von 10°: CD13*-, CD54*-, CD74*- und CD103*-Zellen wurden in
geringem Malf3e subepithelial nachgewiesen. Eine Expression von CD62E und CD80
fehlte vollstandig. Allein CD86 zeigte eine deutlich ausgeprégte Expression im sube-
pithelialen Bereich. Vereinzelt fanden sich CD4"-Zellen im Stratum basale, das Endo-
thel zeigt eine minimale Aktivierung (ICAM-1).

Tabelle 14 zeigt die Verteilung der markierten Antigene in Abhangigkeit zur Inokulati-
onsdosis innerhalb der Zell-Lagen gegliedert nach Inokulationsmenge bei SCID
Mausen.

Tab. 14: SCID Méause: Semiquantitative Auswertung der Antigenmarkierung innerhalb der Epithel-
zell-Lagen gegliedert nach Inokulationsmenge

Antikorper CD4 | CD13 | CD54 | CD62E | CD74 | CD80 | CD86 | CD103
gegen

Inokulationsmenge 10*
Anzahl n=2 | n=4 n=2 n=2 n=2 n=2 n=4 n=2
Str. spin. oben
Str. spin. unten ++
Basalzellen (+) +
subepithelial +) | ++ + T + +
Lamina propria (+) +
Endothel +

Inokulationsmenge 10°
Anzahl n=6 | n=7 n=6 n=6 n=6 n=6 n=6 n=6
Str. spin. oben
Str. spin. unten + (+)
Basalzellen ++
subepithelial (+) ++ + + +
Lamina propria + (+) (+)
Endothel

Inokulationsmenge 10°
Anzahl n=5 | n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=4 n=4
Str. spin. oben
Str. spin. unten + (+)
Basalzellen +
subepithelial + (+)
Lamina propria (+) (+)

Endothel
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Antikorper CD4 | CD13 | CD54 | CD62E | CD74 | CD80 | CD86 | CD103
gegen

Inokulationsmenge 10’
Anzahl n=9 | n=11 | n=6 n=7 n=6 n=6 n=9 n=6
Str. spin. oben
Str. spin. unten +
Basalzellen (+) + (+) +
subepithelial (+) + (+) + +
Lamina propria + + +
Endothel

Inokulationsmenge 10° + Glykopeptide
Anzahl n=3 | n=3 n=3 n=6 n=3 n=3 n=3 n=3
Str. spin. oben
Str. spin. unten +
Basalzellen (+)
subepithelial (+) + + + + (+)
Lamina propria + + +
Endothel +
Keine Inokulation

Anzahl n=3 | n=5 n=3 n=3 n=3 n=3 n=5 n=3
Str. spin. oben
Str. spin. unten +
Basalzellen + (+) +
subepithelial (+) + + + (+)
Lamina propria (+) (+) (+)
Endothel ++

Inokulationsmenge 10*

Bei dieser Inokulationsmenge zeigte sich, dal? vor allem subepithelial positive Im-
munreaktionen zu finden waren. In der Basalzellschicht konnten lediglich CD86"- und
CD103"-Zellen beobachtet werden. CD62E, das auf stimulierten vaskularen Endo-
thelzellen exprimiert wird, wurde nicht nachgewiesen, wohingegen eine Expression
von CD54 (ICAM-1) auf aktiviertem Endothel und antigenprasentierenden Zellen
schwach, jedoch nachweisbar war. Oberhalb der Basalzellschicht konnte, abgesehen
von der Expression von CD74, keine Reaktion beobachtet werden. Insgesamt wur-
den in allen Schnitten dieser Inokulationsdosis nur ein bis zwei Zellen, die das CD4-
Antigen exprimieren, nachgewiesen; diese fanden sich subepithelial.
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Inokulationsmenge 10°

Bei einer Inokulationsdosis von 10° Keimen konnten Reaktionen wiederum haupt-
sachlich subepithelialen Bereich beobachtet werden (CD13, CD54, CD 74, CD86,
CD103). Auch war ein deutlicher Anstieg von vaskularen Endothelzellen, die das
funktionell relevante Adhasionsmolekul (ICAM-1) exprimieren, zu verzeichnen. ICAM-
1 wurde subepithelial in grof3en Mengen exprimiert, wobei diese Zellen in Nestern
angeordnet waren. In den Basalzellen wurde eine starke Expression von anti-CD103
beobachtet, weitere Markierungen waren nicht vorhanden. Auch die dariberliegen-
den Strata wiesen keine Markierungen auf. Die Expression von CD62 und CD80 war
weiterhin negativ. Wie auch bei einer Inokulationsmenge von 10* wurden subepithe-
lial nur ein bis zwei CD4-exprimierende Zellen nachgewiesen.

Inokulationsmenge 10°

Bei der Auswertung dieser Inokulationsdosis zeigte sich eine Zunahme der Expressi-
on von CD13"-, CD54"- und CD74"-Zellen im subepithelialen Bereich. In den Basal-
zellen fanden sich geringe Mengen von CD103"-Zellen. Auch in den hoheren Zell-
Lagen wurden CD74"-, CD86"- und CD103"-Zellen in geringen Mengen, in der Lami-
na propria dagegen grof3e Mengen CD13-exprimierende Zellen, nachgewiesen.
CD4"-Zellen fehlten bei dieser Inokulationsdosis ganz, ebenso wie die Expression
von E-Selectin (CD62E) und CD80.

Inokulationsmenge 10’

Ein weiterer Anstieg von immunkompetenten Zellen ist bei dieser Inokulationsmenge
nicht zu verzeichnen. Auffallig ist jedoch, dal3 CD74 hier in vier Epithellagen expri-
miert wurde, in der Lamina propria, subepithelial, in der Basalzellschicht und im unte-
ren Lagen des Stratum spinosum. CD4"-Zellen waren in minimaler Anzahl im Stra-
tum basale sowie direkt unterhalb der Basalzellen zu finden. E-Selectin wurde nicht
exprimiert.

Inokulationsmenge 10° + Glykopeptide

Sowohl subepithelial als auch in der Bereich der Lamina propria fanden sich nur ge-
ringe und geringste Mengen CD13"-, CD54"-, CD74"-, CD86"-Zellen. Das Endothel
war wenig aktiviert (CD54). Bis auf eine geringfuigige Expression von CD74 im unte-
ren Stratum spinosum blieben die Reaktionen auf den subepithelialen Bereich be-
schrankt. In der Basalzellschicht und direkt unterhalb des Stratum basale wurden
vereinzelt CD103"-Zellen nachgewiesen. Die Anti-CD62E Markierung war auch hier
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negativ. In allen Schnitten dieser Inokulationsmenge in Verbindung mit Glykopepti-
den wurden nur ein bis zwei CD4"-Zellen pro Schnitt markiert.

Keine Inokulation

Bei Tieren, die keine Keime erhielten, konnten anhand der hier verwendeten Zell-
marker Immunreaktionen von nur geringem Ausmal? festgestellt werden. Diese wa-
ren bis auf CD74 und CD103 subepithelial lokalisiert. Wenige CD103"-Zellen fanden
sich in der Basalzellschicht, anti-CD74 Markierungen weiterhin in der Lamina propria
(ein bis zwei Zellen), wenig im unteren Stratum spinosum. CD86-exprimierende Zel-
len wurden lediglich vereinzelt im Stratum basale und in der Lamina propria nachge-
wiesen. Anti-CD54 (ICAM-1) dagegen zeigte im vaskularen Endothel eine deutliche
Reaktion. CD80"- und CD62E"-Zellen konnten nicht beobachtet werden. CD4-
Antigen exprimierende Zellen waren nur vereinzelt subepithelial zu finden.
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4 Diskussion

4.1 Oligosaccharid-Lektin-vermittelte Adhdsionsmechanismen bei acht C. albi-
cans Stammen

Die Ergebnisse dieser Studie dienten als Grundlage fur die Methode der C. albicans-
Aufbereitung, um im nachfolgenden Tierversuch von standardisierten, reproduzierba-
ren Parametern ausgehen zu kénnen. In der Untersuchung konnte eine spezifische
Bindung an I6sliches Muzin fur alle untersuchten Stamme nachgewiesen werden.
Dabei wurden die Rezeptoren zunachst nicht naher definiert, sondern nach rein funk-
tionellen Kriterien die unterschiedliche Fahigkeit verschiedener Keime an diesen Re-
zeptor zu binden, beschrieben. Da Muzin ein heterogenes Oligoglykangerist mit viel-
fachen Bindungsmaoglichkeiten darstellt, kann diese Rezeptoreigenschaft auch von
einer Gruppe von Rezeptoren innerhalb des Molekuils tbernommen werden. Viele
der chemischen Bestandteile der in der Einleitung beschriebenen Rezeptor-systeme
finden sich auch im Muzin. Insbesondere das Adhasin/Rezeptorsystem bei dem C.
albicans Uber Lektine an Fucose oder N-Acetylglucosamin bindet, wird durch die
nachgewiesene Bindung von C. albicans an Muzin bestétigt. Die Bindung an Muzin
verlauft tber ein universell verbreitetes Rezeptorsystem, das nicht auf bestimmte
Lektintypen von C. albicans beschrankt ist. Durch den Einsatz von Muzin werden alle
Adhéasinstrukturen, die bei der Adharenz beteiligt sind und flir die eine spezifische
Bindung ermittelt werden kann ohne Differenzierung ihres Lektintyps erfal3t. Damit
sind vergleichende Tests bezlglich der Wirkung des Muzins auf verschiedene C. al-
bicans-Stdmme maoglich und nicht auf Stdmme eines bestimmten Lektintyps be-
schrankt.

4.1.1 Hohe des Bindungspotentials

Die durchschnittliche spezifische Bindung aller Candida-Stamme im Bezug zur Ge-
samtbindungsfahigkeit von Candida an Muzin betrug 38 %. Klotz et al. zeigten, daf?
bei dem Einsatz einer 0,5 %-igen Muzinldsung eine Verdrangung bis zu 83 % er-
reicht werden konnte (125). In dieser Studie wurden zur Bestimmung der Adhérenz
jedoch intestinale Zellen verwendet und die Verdrangung wurde nicht kompetitiv ge-
messen, sondern es fand zuvor eine Koinkubation der Keime mit Muzin statt. Die
differierenden Ergebnisse scheinen demnach im Verfahren begriindet.

Das Bindungspotential resultiert aus einem im UberschuB eingesetzten léslichen
Muzin. Die Ergebnisse bestétigen, dal’ die Bindung an Muzin vom Verhaltnis des
immobilisierten Muzins zu l6slichem Muzin abhangig sind, eine Verdrangung durch
l6sliches Muzin also nur durch ein UbermaR an léslichem Muzin zu erreichen ist.
Moglicherweise werden bei einem gré3eren Verhaltnis von Verdrangungsmuzin zu
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Muzin mehr spezifische Rezeptoren besetzt, somit ware eine ausgepréagtere Ver-
drangung als in dieser Studie nachgewiesen, moglich. Ein weiterer limitierender Fak-
tor fur die Verdrangung durch Muzin besteht in der Anzahl eingesetzter Keime.

4.1.2 Temperaturabhangigkeit

Die Ergebnisse zeigten eine Temperaturabhangkeit der spezifischen Bindung von C.
albicans an Muzin, unabhangig vom ausgewahlten Stamm. Somit scheint eine Mem-
branumgestaltung oder Neusynthese, die mit der Anderung der Adhasinexpression
einhergeht, temperaturabhangig zu sein. Frihere Untersuchungen konnten ebenfalls
zeigen, dal3 die Ausbildung von Adhéasinen durch die Wachstumsbedingungen der
Zellen beeinflu3t wird (51, 260).

Die Ergebnisse zeigten, dal3 sich die Adhasinexpression im untersuchten Tempera-
turintervall mit dem Anstieg der Temperatur erhéhte. Bei 25 und 27°C war die Ex-
pression am niedrigsten. Erst beim Erreichen héherer Temperaturen, die denjenigen
Korperbereichen des Wirts entsprechen, an die sich der Mikroorganismus stamm-
spezifisch anlagert, war eine deutliche Expression der Adhasine vorhanden. C. albi-
cans besiedelt selten Korperbereiche, deren Temperatur niedriger als 35°C betragt.
Selbst in Korperbereichen, die niedrigere Temperaturen aufweisen, wie z.B. Haut,
werden intertrigindse Bereiche zu Kolonisation bevorzugt, da hier héhere Temperatu-
ren vorliegen als im ungeschititzten Hautbereich (180).

Fur die Verarbeitung von C. albicans bedeutet diese Temperaturabhangigkeit, daf3
Versuchsaufbauten ohne Konstanthaltung der Temperatur nicht reproduzierbar sind.
Odds et al. wiesen in ihren Untersuchungen darauf hin, daf3 bei der Entwicklung
standardisierter Antimykotika-Suszeptibilitatstests experimentelle Variablen wie
Temperatur einer Kontrolle unterliegen missen (182). Aus vorliegenden Ergebnissen
kénnen Inkubationstemperaturen empfohlen werden, die bei 35°C lagen. Vom Natio-
nal Committee for Clinical and Laboratory Standards wird fur Antimykotika-
Suszeptibilitatstests ebenfalls eine Inkubationstemperatur von 35°C empfohlen (175).

4.1.3 Zeitabhangigkeit

Nicht der zeitliche Verlauf der Adhésion, sondern der Einflul3 der Inkubationsdauer
sollte bei dem Versuchsaufbau bertcksichtigt werden. Es sollte gezeigt werden, nach
welcher Inkubationsdauer C. albicans auf einen Temperaturreiz mit der Ausbildung
von Adhasinen reagiert. Bei der Untersuchung der Stamme war fir Stamm DSM
1577, 6569 und 6659 eine deutliche Zeitabhangigkeit erkennbar. Diese reagierten
nach Temperaturreiz mit einem Anstieg der Adhasinexpression, bei einem Maximum
40 Minuten und einem Abfall 60 Minuten nach Temperaturreiz. Die Adhasinexpressi-
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on verlief dabei nicht linear ansteigend bis zum Zeitpunkt 40 Minuten, sondern zwei-
gipfelig. Jeweils nach 20 Minuten erreichte die Expression ein Maximum, das niedri-
ger ausfiel als bei 40 Minuten. Mdglicherweise wird eine zweigipfelige Expression
durch zwei unterschiedliche Modi bei der Adhasinexpression hervorgerufen.

4.2 Tiermodell

In vorliegender Untersuchung wurde die Infektion mit C. albicans experimentell an-
hand eines Mausmodells dargestellt. Bisherige histopathologische Studien zeigten,
dal3 das Mausmodell fur die Darstellung der oralen Candidiasis beim Menschen ge-
eignet ist (18, 52, 62, 105, 106, 134).

Fir Untersuchungen zu klinischen Verédnderungen der oralen Candidiasis wurden
Ratten wegen der gré3eren Mundhohle und der besseren Zuganglichkeit bevorzugt
(7-10, 77, 87, 88, 113, 117, 169, 248). Da es sich bei vorliegender Untersuchung je-
doch um eine histopathologische Studie handelte, konnte eine niedrigere Tierspezies
gewahlt werden. Ein weiterer Grund fur die Wahl des Mausmodells war die Tatsache,
dal3 C. albicans Bestandteil der physiologischen Mundflora der Ratte ist und daher
fur Untersuchungen zur Keimmenge und immunologischen Reaktionen weniger ge-
eignet scheint (134).

Fur immunologische Studien sind Mause als Versuchstiere hervorragend geeignet,
da sie in einer Vielzahl an Inzuchtstdammen erhéltlich sind, die bezuglich ihres Im-
munstatus genau charakterisiert sind.

Bei Balb/c Mausen handelt es sich um Inzuchtméuse, eine spezielle Ziichtung, die in
allen Loci homozygot ist. Die Individuen eines Stammes sind daher genetisch iden-
tisch.

Die homozygote scid/scid Inzuchtmaus, eine rezessive Mausmutation, zeichnet sich
durch die fehlende Ausdifferenzierung von B- und T-Lymphozyten aus. Die Mutation
im homozygoten Zustand hindert die Differenzierung von Lymphozyten aus Stamm-
zellen durch einen Defekt der DNA-abh&ngigen Proteinkinase, die Tiere produzieren
daher nur unbedeutende Mengen an Immunglobulinen oder T-Zell-Rezeptoren. lhre
lymphatischen Organe sind unterentwickelt, schwere Schadigung der B- und T-
Lymphozytenfunktion, Lymphopenie sowie Hypoimmunglobulindmie sind die Folge
(35). Dieses Mausmodell eines schweren kombinierten Immundefekts (SCID) bietet
eine Mdoglichkeit, die Interaktion zwischen C. albicans und einem Wirt, dessen B- und
T-Zell Funktionen unzureichend sind, zu untersuchen.

Untersuchungen zeigten, dal3 Antibiotika, darunter besonders Tetrazyklin, zur Unter-
stitzung der Etablierung einer Candidiasis im Tiermodell geeignet sind (6, 87, 88,
102, 115, 228, 230). In einer Untersuchung von Jones et al. konnte dagegen nach-
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gewiesen werden, dal3 die Verwendung von gnotobiotischen, d.h. keimfrei zur Welt
gebrachten und aufgezogenen Mausestdammen bei der Etablierung einer Candidiasis
ebenso effizient ist wie eine Vorbehandlung mit Tetrazyklin (115). Diese Methode ist
jedoch teuer und technisch oft problematisch, des weiteren konnte gezeigt werden,
daf die Monoinfektion mit C. albicans bei gnotobiotischen Tieren innerhalb weniger
Wochen verschwand.

In vorliegender Arbeit wurden die Tiere eine Woche post inoculationem geopfert und
die Zunge fur die folgenden Untersuchungen entnommen. Eine Reihe von Forscher-
gruppen haben den klinischen Verlauf der oralen Candidiasis primar anhand von
Maus- und Rattenmodellen untersucht (1, 8, 87, 88, 114, 134, 229). Die genannten
Studien kamen zu dem gemeinsamen Ergebnis, dal3 C. albicans schon in der Frih-
phase Gingiva, bukkale Mukosa und Zungenrticken infiziert. Der Zungenriicken
scheint die Pradilektionsstelle fur eine persistierende orale Candidiasis zu sein (18,
19, 52, 62, 106, 134). Histopathologisch zeigen sich Veranderungen wie Hyperpara-
keratose, Akanthose, Abflachung des Epithels im dorsalen Bereich der Zunge und
eine Entziindungsreaktion mit Mikroabszessen in den oberen Anteilen der Stachel-
zellschicht sowie ein mononukleéres Infiltrat im darunterliegenden Bindegewebe.

4.3 Auswahl des C. albicans Stammes

In vorliegender Untersuchung wurde ein Stamm der Deutschen Sammlung von Mi-
kroorganismen und Zellkulturen (DSM) verwendet. Vorteil dieser Wahl eines DSM
bzw. ATCC-Stammes ist, daf3 ein Vergleich mit Untersuchungsergebnissen anderer
Studien maoglich wird. Dieser Stamm wurde verwendet, da in der zuvor durchgefiihr-
ten in vitro Untersuchung gezeigt werden konnte, dal3 er eine hohe Bindung an Mu-
zin und O-Glykane aufweist.

Bei Durchsicht friherer Untersuchungen zu experimentell induzierter oraler Candi-
diasis wird deutlich, daf bei dem Uberwiegenden Teil eine Charakterisierung des
verwendeten Stammes fehlt (3). Folge davon sind betrachtlich von einander abwei-
chende Resultate innerhalb der selben Tierspezies bezlglich der Virulenz des Erre-
gers und der mukosalen Reaktionen.

Eine Vielzahl von Untersuchern verwendete zur Inokulation der Tiere Candida
Stamme aus Isolaten zuféllig ausgewahlter Patienten mit oraler Candidiasis (4-6, 8-
10, 62, 72,117, 169, 186, 191, 213), mit systemischer Candidiasis (130, 134), in an-
deren Studien waren die Angaben tber die Herkunft des Stammes nicht eindeutig
(87, 88) bzw. es wurde ein Keim verwendet, der zwar durchgangig in allen Studien
eingesetzt wurde, jedoch ausschlieflich einer Arbeitsgruppe zur Verfligung stand
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(18-22, 52, 53, 281, 282). Objektivierbare Ergebnisse, die die Verwendung definierter
C. albicans Stamme voraussetzen, finden sich nur in kleiner Zahl (165, 269).

4.3.1 Keimzahl

Da C. albicans nicht Teil der murinen oralen Flora ist (134), konnten die Tiere mit
einer definierten und reproduzierbaren Anzahl von Keimen inokuliert werden.

Aus friiheren Untersuchungen ist bekannt, daR bei einmaliger Gabe von 108 C. albi-
cans-Zellen innerhalb weniger Stunden eine Kolonisation der oralen murinen Mukosa
stattfindet. Dabei konnten histologisch Blastosporen und Keimschlauche, doch keine
penetrierenden Hyphen nachgewiesen werden. Vom 3. Tag nach Inokulation erfolgt
eine Candida-Proliferation und Invasion in die Mukosa (72, 133, 134).

Angaben Uber die inokulierte Keimmenge schwanken aufgrund der Uneinheitlichkeit
der verwendeten Methoden betrachtlich. So wurden in einigen Untersuchungen Tup-
fer in eine Candida-Suspension von 10° Zellen/ml getaucht und in die Mundhéhle des
Tieres ausgestrichen, Daten zur tatséchlich eingebrachten Keimzahl existieren daher
nicht (19, 22). In Studien zur Besiedlung des Orogastrointestinaltrakts wurde dem
Trinkwasser der Tiere 10° C. albicans-Zellen/ml zugesetzt, so dafR die tatséchlich
aufgenommene Keimmenge nur Schatzungen unterliegen kann (18, 19, 21, 52, 53,
282).

Kritisch am Stand der bisherigen Untersuchungen ist zusammenzufassen, dalf? bis-
lang unterschiedliche Techniken in bezug auf Inokulationsmethode (Keimbeimen-
gung ins Trinkwasser vs. oraler Inokulation), Anzahl der Inokulationen, Verwendung
modifizierender Komponenten (Antibiotika, Immunsuppressiva) und Einsatz unter-
schiedlicher Tierspezies und Stdmme publiziert wurden. Eine Standardisierung der
Methoden erfolgte bisher nicht, daher kdnnen die Ergebnisse der vielfaltigen Studien
nur mit Zurickhaltung verglichen werden.

4.4 Histologische Techniken

4.4.1 PAS-Technik

Die PAS-Farbung der C. albicans-Strukturen wurde gewahlt, da mit dieser Methode
kohlenhydrathaltige Komponenten (neutrale Glykoproteine, Glykoproteide, Glykogen)
dargestellt werden kdnnen. Die Candida-Zellwand besteht aus -Glukanen, Manno-
proteinen und Chitin, wobei die Hauptkomponente Kohlenhydrate (80-90 %) sind und
alle morphologischen Formen von C. albicans &hnliche Zusammensetzungen auf-
weisen (262). Somit ist die PAS-Reaktion zur Sichtbarmachung von Blastosporen,
Keimschlauchen und Hyphen etabliert.
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4.4.2 Immunperoxidase-Methode

In vorliegender Untersuchung war die immunhistochemische Farbemethode mittels
PAP-Methode an Azeton-fixierten Gefrierschnitten durch die k&auflich erworbenen
Konjugate vorgegeben. Die hier verwendete Biotin-Streptavidin-Methode zeichnet
sich durch eine hohe Sensitivitat aus. Sie stellt eine Weiterentwicklung auf dem Sek-
tor der Immunperoxidase-Farbungen dar und ist bis zu 1000fach empfindlicher als
die Immunfluoreszenz. Die Verwendung monoklonaler Antikérper gewahrleistet zu-
dem spezifische Markierungen.

Die Kryostattechnik bietet einen guten Antigengehalt und erlbrigt die vorhergehende
Fixierung der Biopsien. Zu bericksichtigen ist bei der Methode, daf3 bei einer Dicke
der Gewebeschnitte von 5-7 um jeweils mehrere Zell-Lagen betrachtet werden, und
es so zu Uberlagerungen kommen kann.

4.5 Diskussion der Ergebnisse

4.5.1 Klinische Befunde

Keine der entnommenen Zungen wies bei 10facher Vergro3erung Veranderungen
wie erythematdse, pseudomembrandse oder opake Veranderungen bzw. Abflachung
der Papillen auf. Es liegt bislang keine Studie vor, die klinische Veranderungen der
murinen Mukosa nach Inokulation mit C. albicans beschrieben hat, da in diesen Un-
tersuchungen lediglich Ergebnisse histologischer Praparate ausgewertet wurden.
Hingegen zeigten eine Reihe von Studien am Rattenmodell, daf? klinische Verande-
rungen der Mundschleimhaut nach Inokulation mit Candida-Keimen auftreten, wie in
Tabelle 15 dargestellt.

Diese Ubersicht veranschaulicht die Heterogenitat der verwendeten Stamme und
Dosierungen bei der experimentellen Candidiasis am Rattenmodell.

Interessant ist, daf3 in der Mehrzahl der Untersuchungen die klinischen Veranderun-
gen an der Rattenzunge denen der Glossitis rhombica mediana des Menschen &h-
neln, dennoch besteht keine Korrelation zwischen dem klinischen Befund, den die
humanen Isolate auf der Rattenzunge hervorrufen und der klinischen Veranderung,
der sie entnommen wurden (4, 5).
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Tab. 15: Literaturtibersicht Uber klinische Befunde nach Inokulation von Ratten mit C. albicans.
Zum besseren Vergleich der Studien wurden nur Tiere aufgefiihrt, die ohne weitere (Vor-) Behandlung
mit dem angegebenen Stamm inokuliert wurden

Arbeitsgruppe |Tierspezies C. alb. Stamm |Inok.-Menge Lasionen
Allen et al. Sprague-Dawley- | Zuféllig enthom- 5x10° A. keine
1983 Ratten men von 1/w Uber 25 Wo- B. keine
A. Prothesen- chen C. bei 40%
stomatitis erythemattse Ver-
B. Ulcus anderung und
C. Ulcus Abflachung der
D. chronisch hy- Papillae Zungen-
perplastische mitte
Candidiasis D. keine
Allen et al. Sprague-Dawley- |,mucosa patho- 5x10° bei 80% erythema-
1985 Ratten gen* 1/w Uber 20 Wo- tbse Lasionen
chen Zunge
Allen et al. Sprague-Dawley- |16 Stamme aus 5x10° 6 Isolate flihrten zu
1987 Ratten drei Formen der 1/w Uber 16 Wo- Veranderung und
oralen Candidiasis | chen Abflachung der
und einer Blutkul- Papillae Zungen-
tur mitte
Dourov et al. Wistar-Ratten C. albicans Stamm [ 1x10° 1/w einmali- | Keine
1987 -4019" ge Gabe
Allen et al. Sprague-Dawley- |,mucosa patho- 5x10° bei 45% demar-
1988 Ratten gen* 3/w tber 8 Wo- kierte Lasion, po-
chen steriore Zungen-
mitte
Allen et al. Sprague-Dawley- |,mucosa patho- 3x10" 1/w bei 20% Atrophie
1989 Ratten gen“ einmalige Gabe der Papillae valla-
tae
Meitner et al. Sprague-Dawley- |isoliert aus oraler |~ 5x10° 1/w bei 100% kleine
1990 Ratten Candidiasis (Pati- |einmalige Gabe erhabene opake
ent) Bereiche an Gingi-
va und bukkaler
Mukosa
Jorge et al. Wistar-Ratten isoliert aus chroni- | 3x10° 3/w bei 10% Verlust
1993 scher oraler Can- | 32 Wochen der Papillen, Zun-
didiasis (Patient) genricken
O'Grady et al. Sprague-Dawley- | isoliert aus asymp- 6x107jeden 2. Tag | keine
1993 Ratten tomat. Keimtrager |Uber 11 Tage
Allen et al. Sprague-Dawley- | A. ,Stamm, der 1x107jeden 2. Tag | A. keine
1994 Ratten Lasionen bei Rat- | Uber 12 Tage B. bei 22% Papil-

ten induziert”
B. ,Stamm, der
keine Lasionen
induziert"

lenatrophie Zun-
genmitte
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4.5.2 Histopathologie PAS

In vorliegender Untersuchung konnte gezeigt werden, dafld nach einmaliger Gabe
einer definierten Anzahl von C. albicans-Zellen/Inokulation bei immundefizienten
SCID und immunkompetenten Balb/c Mausen Hyphen in das Epithel einwandern.
Diese drangen nur bis in das Stratum corneum vor, das Stratum spinosum wurde in
keinem Falle erreicht. Diese Beobachtungen bestatigen frihere Studien, die die In-
vasion bei immunkompetenten Mausen (3, 62, 106, 134); Mausen mit kombiniertem
B- und T-Zelldefekt (20), iatrogen immunsupprimierten Mausen mit Cyclosporin A
(selektive Beeintrachtigung der T-Zell-vermittelten Immunitat und NK-Zell-Aktivitat)
(130) und Nude-Méausen (ohne Thymus) (18, 19, 52, 53) untersuchten.

Einige der in Tabelle 15 dargestellten Untersuchungen kommen zu dem Ergebnis,
daf3 lediglich bei Ratten mit klinisch sichtbaren Veranderungen der Zungenschleim-
haut auch der histologische Nachweis einer Candida-Infektion erbracht werden konn-
te. Dieser war charakterisiert durch Invasion von Hyphen in das Stratum corneum,
Abflachung der epithelialen Oberflachenmorphologie mit Parakeratose, Akanthose,
Hyperplasie der Basalzellschicht, Formation von elongierten Reteleisten und ver-
starkter mitotischer Aktivitat der Basalzellen (5-7). Im Gegensatz hierzu wurde bei
den in vorliegender Untersuchung untersuchten Tieren (SCID und Balb/c Mause)
keine Korrelation zwischen klinischen Veranderungen und Penetration von Candida-
Hyphen festgestellt.

Es ist nicht auszuschlie3en, dal? sich die bei Ratten beobachteten Befunde nicht auf
das Mausmodell Gbertragen lassen, zumal bisher keine klinisch-histopathologischen
Korrelate zu letzterem vorliegen. Andererseits kbénnte auch der Zeitpunkt der Organ-
entnahme fur die genannten Unterschiede malf3geblich sein, wenngleich zwei Unter-
suchungen am Rattenmodell zeigen konnten, daf3 nach einmaliger Inokulation und
Opferung der Tiere nach einer Woche klinische Veranderungen der Zunge, Gingiva
und bukkaler Mukosa auftraten (9, 169).

Ein alteres Konzept zur Pathogenese der Candidiasis ging davon aus, daf die
Transformation der Blastosporen in die Hyphenphase den Wechsel einer Besiedlung
in eine Erkrankung anzeigt (143, 293) und dal} die Penetration des Epithels durch
Hyphen eine Wirtsantwort hervorruft (114, 212). In weiteren Studien konnte dagegen
gezeigt werden, dal3 auch eine Invasion von Candida-Hyphen in die oberste Epithel-
schicht ohne klinische Zeichen und mukosale Immunreaktion stattfinden kann. Diese
Beobachtungen scheinen von dem verwendeten Isolat abzuhangen (4, 8, 10). Selbst
Cyclosporin A-immunsupprimierte Ratten wiesen unter Verwendung eines ,nicht-
Lasionen—induzierenden* Isolats lediglich Blastosporen und Hypheninvasion im un-
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veranderten Stratum corneum (Orthokeratose) auf, wobei eine inflammatorische Re-
aktion fehlte (10).

Neben dem Nachweis von Candidaelementen in der Keratinschicht der Zungenmu-
kosa wurde in dieser Arbeit die Frage nach einer Assoziation zwischen Keiminvasion
und einem reaktiven zellularen Infiltrat gestellt. Ubereinstimmend mit 0.g. Ergebnis-
sen zeigte sich, dal3 nur in der Halfte der Félle, in denen eine Keiminvasion nachge-
wiesen werden konnte, Entziindungszellen vorhanden waren. Dabei bestand kein
Unterschied zwischen immundefizienten und immunkompetenten Tieren. Eine malf3-
gebliche Erklarung hierfur ist, dal3 ein Isolat, welches keine klinisch sichtbaren Ver-
anderungen hervorruft, gleichwohl eine Infektion herbeifihren kann. Ein Zeichen ei-
nes erfolgreichen Mikroorganismus ist nicht seine Fahigkeit, eine Erkrankung zu ver-
ursachen, sondern seine Mdglichkeit zu adharieren, zu Uberleben und sich zu ver-
mehren (82).

In Untersuchungen von Biopsien HIV-positiver und HIV-negativer Individuen mit
erythemattser Candidiasis wurde beobachtet, daf3 in vielen Fallen weder Hyphen
noch Blastosporen, jedoch ein intensive Entziindungsreaktion zu beobachten ist (85,
243). Daraus wurde gefolgert, dal3 es sich bei der erythematésen Form um eine Hy-
persensitivitatsreaktion gegen Candida-Antigene handeln kdnnte. Bei der pseudo-
membrandsen Form hingegen kam es auch bei ausgepragter Hypheninvasion in die
Keratinschicht zu einer schwachen Reaktion.

4.5.2.1 Bestimmung der minimalen Infektionsdosis

In vorliegender Untersuchung konnte gezeigt werden, daf3 ein deutlicher Unterschied
besteht in der Anzahl der Keime, die notwendig sind, eine Infektion bei
immunkompetenten bzw. immundefizienten Mausen zu etablieren. Die minimale
Dosis, die benétigt wird, um bei Balb/c M&usen eine Invasion von Hyphen
hervorzurufen, war 1000fach héher als die bei SCID Mausen bendtigte. Eine Dosis-
Wirkungsbeziehung wurde in keiner der bisher publizierten tierexperimentellen
Studien zur mukosalen Candida-Infektion untersucht.

Untersuchungen beim Menschen zeigten, dal’3 unabhangig von der Art der Proben-
entnahme (Abstrich, Mundspilung) keine Korrelation zwischen Anzahl der nachge-
wiesenen Keimzahlen und dem Auftreten einer oralen Candidiasis besteht, so dal3
ein ,Schwellenwert” festgelegt werden konnte (23, 149, 240, 274). Inmunkompetente
Individuen ohne klinische Manifestationen einer Candidiasis weisen unter Verwen-
dung der Abstrichtechnik bis zu 10 CFU/ml auf (180, 234), bei Patienten mit HIV-
Infektion wurden in einigen Fallen trotz klinischer Veranderungen im Sinne einer ora-
len Candidiasis lediglich 50 CFU/mI nachgewiesen (23).
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Die Ergebnisse der Dosis-Wirkungsbeziehung, die in vorliegender Studie nachge-
wiesen werden konnte, mussen wie jeder Tierversuch generell in Hinblick auf die
Ubertragbarkeit auf den Menschen diskutiert werden. Candida spp. sind nicht Teil
der murinen oralen Flora, wahrend dieser Mikroorganismus bei 20 % - 60 % als
Kommensale des Orogastrointestinaltrakts von gesunden Individuen vorkommt (83,
89, 174, 180, 234). Eine einzige Studie konnte nachweisen, daf3 C. albicans nach
oraler Aufnahme von 10*? Keimen bei einem Immungesunden via intestinale Mukosa
zu einer Fungamie begleitet von klinischen Zeichen einer Sepsis fuhrte (131).
Dosis-Wirkungsbeziehungen finden sich beim Menschen bei Infektionen mit Keimen,
die obligat humanpathogen sind. Studien an Freiwilligen zeigten, dal} die orale Auf-
nahme von 10° Salmonellen (S. typhi) zur Infektion der Darmmukosa und Erkrankung
fuhrt (30), die Infektionsdosis von Shigellen liegt bei ca. 10", Campylobacter jejuni
bei 10%°, E. coli bei 10® Keimen.

4.5.2.2 Inokulation der Infektionsdosis und Glykopeptiden

Ziel vorliegender Untersuchung war u.a. die Bestimmung der Infektiositat eines C.
albicans Inokulats in Gegenwart von anti-adhasiven Substanzen (aus Muzinen ab-
gespaltenen Glykopeptiden) in vivo. Hierzu wurde die fur die Infektion erforderliche
Mindestmenge an C. albicans jeweils mit Glykopeptiden vermischt und auf die muri-
ne Mukosa appliziert.

In einer in vitro Studie konnte zuvor nachgewiesen werden, dal3 jeder der acht unter-
suchten C. albicans Stamme, unter denen auch der verwendete Stamm war, eine
spezifische Bindung an l6sliches Muzin aufwies. Die Bindung an Muzin verlauft Gber
ein universell verbreitetes Rezeptorsystem, welches nicht auf wenige Lektintypen
von C. albicans beschrankt ist. Durch den Einsatz dieses ubiquitar auf verschiedene
Rezeptormechanismen wirkenden Stoffes, wurden alle Adhé&sinstrukturen, die bei der
Adharenz an Muzin beteiligt sind und fur die eine spezifische Bindung ermittelt wer-
den kann ohne die Ausdifferenzierung ihres Lektintyps erfal3t. Damit ist die Wirkung
des Muzins an verschiedenen C. albicans-Stammen im Vergleichstest moglich und
nicht auf Stamme eines bestimmten Lektintyps beschrankt.

Glykopeptide, d.h. die enzymatischen Aufspaltungprodukte von Muzin, wurden ver-
wandt, um die lektinbindenden Anteile des an der Zelladhasion beteiligten (Epithel-
zell-) Rezeptors zu blockieren. Diese Glykopeptide weisen eine hdohere spezifische
Bindung auf. Hierfur gibt es verschiedene Erklarungsansatze:

a) Die verminderte sterische Hemmung bei kleineren Teilchen ergibt eine bessere
Erreichbarkeit der Rezeptoren eines Typs und damit einen erhéhten Anteil an spezi-
fischer Bindung.
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b) Durch die Veranderung der Einzelbestandteile kdnnen nicht nur eine gré3ere An-
zahl von Rezeptoren, sondern weitere Rezeptortypen reagieren. Der Einflul3 be-
stimmter Anteile des ehemaligen Muzinmolekiils z.B. der des Kohlenhydratanteils,
koénnte proportional zu anderen Teilbereichen gro3er werden. Fir die verstarkte Inhi-
bition durch Glykopeptide spricht eine Studie von Brassart et al. (40). Sie untersuch-
ten die Auswirkungen verschiedener Glykopeptide aus der Nabelschnur von Neuge-
borenen auf die Adharenzfahigkeit von C. albicans. Bei der weiteren Fraktionierung
erreichte die Unterfraktion der O-Glykane den starksten inhibitorischen Effekt.

Bei Bakterienstdmmen wie z.B. Streptococcus pneumoniae an humane oropharyn-
geale Epithelzellen (11) oder Haemophilus influenzae an die humane bukkale Muko-
sa (12) konnte die protektive Wirkung von Glykokonjugaten durch Inhibition der Ad-
harenz in in vitro Untersuchungen nachgewiesen werden. Anhand eines Mausmo-
dells wurde eine Harnwegsinfektion durch E. coli mit einem Mannose-spezifischen
Fimbrienlektin durch Glykoproteine kompetitiv gehemmt (15).

Wie schon in der Kapitel 1 (Einleitung/ Literaturibersicht) dargestellt, zeigten in vitro
Untersuchungen, dal3 auch die Adh&sion von C. albicans an vaginale und bukkale
Epithelzellen durch verschiedene Lektine bzw. Zucker inhibiert werden kann (40, 65,
76, 154).

Die Ergebnisse vorliegender Untersuchung konnten nachweisen, dal3 bei gleichzeiti-
ger Inokulation von Glykopeptiden und 10° C. albicans - Zellen in Serienschnitten der
Zungenmukosa von acht SCID Mausen keine Invasion von Hyphen nachweisbar
war. Da fir die Serienschnitte der halben Zunge von der Mitte aus begonnen wurde,
ware auf diese Weise in jedem Falle die Préadilektionsstelle fir eine Infektion erfaf3t
worden. Nur bei einer Maus wurden vereinzelt Entziindungszellen nachgewiesen, die
jedoch nicht Reaktion auf die Adhérenz von C. albicans an das Epithel sondern
ebenso Reaktion auf Mikrolasionen darstellen konnte. Den Ergebnissen zufolge
reichte die Glykopeptidkonzentration bei dieser Inokulationsmenge aus, um eine Ad-
harenz zu verhindern.

Die Balb/c Mause wurden mit 10° C. albicans-Zellen im Glykopeptidgemisch inoku-
liert. Die Ergebnisse zeigten, daf3 bei 2/8 Mausen (25 %) eine Invasion von Hyphen
erfolgte, 19/96 Schnitten (19,8 %) waren PAS-positiv. Nach einmaliger Inokulation
von 108 Zellen ohne Zugabe von Glykopeptiden hingegen wiesen 5/6 Mausen (83 %)
PAS-positive Strukturen auf. Obwohl die Anzahl der Tiere gering war, ergibt sich ein
Trend in bezug auf eine antiadhasive Wirkung und eine Abnahme der Infektiositat
auch bei einer 1000fach héheren Keimzahl.

Ein bestimmender Faktor fur die unterschiedliche Inhibition innerhalb der Ver-
suchstiergruppen scheint die Anzahl der Keime in Relation zum Angebot der Glyko-
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peptide zu sein. Diese Annahme wird durch Untersuchungen bestatigt, die zeigen
konnten, dafR nur bei einem Uberschuf an geléstem Muzin die Rezeptoren fir C.
albicans kompetitiv inhibiert werden (160). Die Wirkung des Muzins bzw. seiner Un-
tergruppe den Glykopeptiden ist weiterhin von der Konzentration abhangig. Bovines
Muzin einer Konzentration von 0,5 % vermindert die Adhasion von Candida spp. an
intestinale Zellen um 83 %, niedrigere Muzinkonzentrationen (0,05 %) nur um ca. 40
% (125). Glykoproteine und Muzine fiihren, wenn im UberschuR vorhanden, zur Blok-
kierung von Epithelrezeptoren, indem sie sich auf die Rezeptoren oder direkt an den
Keim anlagern (80).

4.5.2.3 Analyse der Infektionsexperimente

In vorliegender Untersuchung konnte makroskopisch nicht beurteilt werden, ob eine
Infektion der oralen Mukosa vorlag, da keine klinischen Veranderungen der Zunge im
Sinne einer oralen Candidiasis vorlagen. Somit muf3te der Nachweis einer Infektion
mikroskopisch nach histologischer Aufbereitung mittels Serienschnitten und PAS-
Reaktion erfolgen. Die Anzahl der Tiere, die auf diesem Wege beurteilt werden konn-
ten, war durch die Vorgehensweise limitiert. Dartber hinaus war ein Schwerpunkt
dieser Arbeit die Festlegung der minimalen Infektionsdosis fiir Balb/c und SCID M&u-
se, die die Grundlage der Adharenzinhibitionsversuche bildeten. Eine eindeutige,
statistisch gesicherte Bewertung des Effekts der Inokulationsdosis auf die Entste-
hung einer Infektion bezogen auf das einzelne Tier war aufgrund der z.T. geringen
GruppengrofRe nicht moéglich und miuRdte durch héhere Fallzahlen validiert werden.
Dennoch ergaben sich bei der Analyse der Ergebnisse folgende Tendenzen: In der
Gruppe der Balb/c Mause war ein Unterschied bezuglich der Inokulationsmengen
von 107 und 108 Keimen festzustellen. Die Zahlen deuten darauf hin, daR bei einer
Inokulation von 108 C. albicans-Zellen haufiger eine Infektion entsteht als bei Inokula-
tion von 10’ Keimen. Interessanterweise entsprach die Keimmenge von 10° der mi-
nimalen Infektionsdosis, dem sog. Schwellenwert. Unterschiede zwischen den Inoku-
lationsmengen von 10°, 10° und 10" auf die Entstehung einer Infektion wurden nicht
gefunden. Bei der Priifung des Effekts der Inokulation von 10® Keimen versus 10°
Keimen zusammen mit Glykopeptiden wiesen die Zahlen auf einen Unterschied hin:
Werden 10° C. albicans-Zellen zusammen mit Glykopeptiden inokuliert, entstehen
weniger haufig Infektionen als bei Inokulation derselben Keimmenge ohne Glykopep-
tide.

In der Gruppe der SCID Mause wurden keine Unterschiede zwischen den Inokulati-
onsmengen von 10°, 10° und 10’ C. albicans-Zellen auf die Entstehung einer Infekti-
on gefunden. Eine Priifung der Unterschiede zwischen der Inokulationsdosis von 10*
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versus 10° war im Vierfeldertest nicht durchfiihrbar. Durch eine groRere Anzahl der
Tiere pro Gruppe konnte statistisch gesichert werden, ob nach Inokulation der Infek-
tionsdosis von 10° Keimen versus der Inokulation von 10* Keimen, bei der alle Seri-
enschnitte PAS-negativ waren, ein Unterschied nachgewiesen werden kann. Bei Pri-
fung des Effekts der Inokulation von 10° Keimen versus 10° Keimen zusammen mit
Glykopeptiden wiesen die Zahlen auch bei SCID Mausen auf einen Unterschied hin:
Werden 10° C. albicans-Zellen zusammen mit Glykopeptiden inokuliert, entstehen
weniger haufig Infektionen als bei Inokulation derselben Keimmenge ohne Glykopep-
tidzusatz. Wie bei der Auswertung der PAS-Befunde der Serienschnitte nachgewie-
sen werden konnte, war kein Serienschnitt der Zungen von 8 Mausen, die mit der
Keim/Glykopeptidmischung inokuliert wurden, PAS-positiv.

4.5.3 Immunhistologie

In vorliegender Studie wurde der Zeitpunkt der Zungenentnahme eine Woche post
inoculationem so gewahlt, dal3 zwei Phasen der Immunabwehr erfal3t werden konn-
ten. Bis zum Einsatz der erworbenen Immunantwort als Reaktion des Immunsystems
auf die Adhérenz und Invasion eines Mikroorganismus vergehen vier bis sieben Ta-
gen, da die antigenspezifischen T- und B-Zellen erst proliferieren und zu Effektorzel-
len differenzieren missen.

Ein Ziel vorliegender Untersuchung war, die zellulare Immunantwort im Epithel sowie
subepithelialen Bindegewebe bei definierten Keimmengen und in Abh&angigkeit zum
Immunstatus zu untersuchen. Hierzu wurde die Antigenexpression immunkompeten-
ter Zellen, die zur Abwehr einer Candida-Infektion relevant sind, dargestellt. Weiter-
hin sollte die Aktivierung des Endothels in Abhangigkeit zu Keimmenge und Immun-
status untersucht werden. Diese wurde anhand der Expression von Adhasionsmole-
kulen, die zu einer erhdhten Leukozytenmigration an den Infektionsort fihren, darge-
stellt. Weiterhin sollte die Immunantwort der oralen Mukosa auf die Inokulation von
C. albicans in Anwesenheit von Glykopeptiden charakterisiert werden.

Bisherige immunhistologische und elektronenmikroskopische Studien zeigen, dafd im
oralen Epithel eine konstante Population immunkompetenter Zellen, die einer lokalen
immunologischen Barriere entsprechen, vorhanden ist (27, 34, 214). Es konnte wei-
terhin gezeigt werden, dal3 Langerhans-Zellen (LHZ) und Lymphozyten sowohl in der
Basalzellschicht als auch suprabasal und im Stratum spinosum lokalisiert sein kon-
nen. Anhand ultrastruktureller Untersuchungen wurde eine Migration von Lymphozy-
ten in das Epithel und LHZ aus dem Epithel nachgewiesen. In Hinblick auf Anzahl,
Verteilung und Migration immunkompetenter Zellen lie3en sich keine wesentlichen
Unterschiede zwischen muriner und humaner oraler Mukosa feststellen (46).
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In der vorliegenden Arbeit wurden monoklonale Antikérper gegen Oberflachenanti-
gene verwendet, die einerseits zur ldentifikation der Zellen andererseits zur Markie-
rung des Differenzierungsstadiums, das mit spezifischen Funktionen assoziiert ist,
dienten.

Wesentlich bei dem vorliegenden Candidiasismodell bei der Maus ist, daf3 nicht
samtliche CD-Antigene, die beim Menschen bereits definiert sind, ein Maushomolog
besitzen, da sich bestimmte Molekulstrukturen bei der Maus (bislang) nicht darstellen
lassen.

Tab. 16: Ubersicht der in der Untersuchung dargestellten CD-Antigene, deren Funktion sowie Be-
zug zur Immunglobulinsuperfamilie

CD- murine Zellen, die das Antigen Funktion Verbindung zu
Antigen | exprimieren
CD4 Helfer-T-Zellen Corezeptor fur MHC-Klasse-II- Immunglobulin-
Molekule superfamilie
CD13 Aminopeptidase N auf LHZ, (BZ), |Zink-Metallproteinase
Makrophagen
CD54 akt. Endothel, LHZ, (akt.) B- Interzellulares Adhésionsmolekil | Immunglobulin-
Zellen, Makrophagen (ICAM-1); bindet das superfamilie
und T-Lymphozyten CD11a/CD18-Integrin (LFA-1)
und das CD11b/CD18-Integrin
(Mac-1)
CD 62E | akt. Endothel (E-Selectin) endothelium leukocyte adhesion | C-Typ-Lektin,
molecul (ELAM); bindet Sialyl- EGF- und CCP-
Lewis-x; vermittelt die Interaktion | Superfamilie
zwischen Blutplattchen und Endo-
thelzellen bzw. Monozyten sowie
das Entlangrollen von Neutrophi-
len am Endothel
CD74 B-Zellen, Makrophagen, LHZ, MHC-Klasse-lI-assoziierte invari-
MHC-Klasse Il positive Zellen ante Kette (li) (involviert in intra-
zellularen Transport von MHC-
Klasse-1l Molekilen und Antigen-
prasentation)
CD80 (akt.) Makrophagen, (akt.) BZ T-Zell-Costimulator, Ligand fir Immunglobulin-
CD28 und CTLA-4 superfamilie
CD86 (akt.) Makrophagen, (akt.) BZ T-Zell-Costimulator, Ligand fr Immunglobulin-
CD28 und CTLA-4 superfamilie
CD103 |CD8"-Zellen in Lamina propria ag-Integrin Integrin-a
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Weiterhin lassen sich, wenn auch nur wenige, Unterschiede feststellen zwischen der
Antigen-Expression muriner und humaner Zellen, so daf3 in Tabelle 16 veranschau-
licht wird, welche murinen Zellen das Antigen exprimieren und welche Funktion mit
der Expression verbunden ist.

Die zu charakterisierenden murinen Zellen exprimieren folgende Oberflachenantige-
ne:

Antigenprasentierende Zellen (APZ)
Makrophagen: CD13, CD54, CD74, CD80, CD86
LHZ: CD13, CD54, CD74, CD80 CD86

B-Zellen: CD13, CD54, CD 74, CD80, CD86
T-Zellen: CD4, CD54, CD103

Endothelzellen: CD54, CD62E,

Die Expression der murinen Antigene ist bei einigen der 0.g. Zellen abhangig von
ihrem Aktivierungsstadium (aktivierte Makrophagen exprimieren CD74, aktivierte LHZ
CD54 (266), aktivierte T-Zellen CD54; aktivierte B-Zellen CD54, CD80, CD86, akti-
viertes Endothel CD54, CD62E).

Das murine L3T4 Antigen (urspriingliche Bezeichnung) entspricht dem CD4 Antigen
des Menschen und konnte durch einen monoklonalen Antikorper (Ratte-antiMaus)
charakterisiert werden. Im Gegensatz zu dem homologen Protein beim Menschen
zeigten Untersuchungen, dal3 murines CD4 Antigen nur auf T-Zellen exprimiert wird
(73).

Ein deutlicher Unterschied beztiglich des Immunstatus der Tiere war sowohl bei der
Menge als auch bei der Verteilung dieser Zellen innerhalb der Zellschichten zu fin-
den. Wéhrend bei niedrigen Inokulationsmengen SCID M&use die Expression redu-
ziert war und abgesehen von der hdchsten Inokulationsdosis subepithelial stattfand,
war bei Balb/c Mausen der subepitheliale Bereich und die Basalzellschicht involviert.
Auch nach Gabe von Keimen mit Glykopeptidzusatz fanden Reaktionen bei SCID
Mausen ausschlie3lich in der superfiziellen Lamina propria, bei Balb/c Mausen wie-
derum im Stratum basale und direkt unterhalb der Basalzellschicht statt.

Die Aminopeptidase N (CD13) der Maus ist ein Marker fur APZ und wird mit MHC-
Klasse Il Molekilen coexprimiert. Er markiert Aminopeptidase N (APN) auf Ma-
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krophagen, dendritischen Zellen und B-Zellen, jedoch nicht auf T-Zellen und Thymo-
zyten. APN wird eine Rolle bei der Antigenverarbeitung zugeschrieben (101).

Bei beiden Mausestammen konnte ein Anstieg der Menge an CD13 exprimierenden
Zellen in Abhangigkeit von der Inokulationsdosis in der gesamten Lamina propria
gefunden werden. Ein Unterschied zeigte sich darin, daf3 SCID M&ause bei einer
Keimmenge von 10° deutlich mehr CD13-exprimierende Zellen zu beobachten waren
als bei Balb/c Mausen. Ebenso verhielt es sich mit den héheren Inokulationsdosen.
Bei 10° Keimen zeigten SCID Méause eine betrachtliche Expression, die der Balb/c
Mause war dagegen minimal. Interessanterweise zeigte sich bei der jeweils héchsten
Inokulationsdosis (SCID => 10" und Balb/c => 10°) ein Abfall der Zahl CD13" Zellen
in der Lamina propria gegenuber der um eine log Stufe geringeren Dosis. Die Inoku-
lation von Keimen und Glykopeptiden reduzierte in beiden Stdmmen deutlich die Ex-
pression von positiven Zellen, diese waren im subepithelialen Bereich und in der La-
mina propria lokalisiert.

Das interzellulare Adhésionsmolekil (ICAM-1) CD54 Antigen wird sowohl auf dem
(Maus-) Endothel exprimiert als auch auf APZ (238) und murinen und humanen LHZ
(265, 266). Eine Bindung an diese Molekiile befahigt die T-Lymphozyten dazu, durch
Blutgefal3e zu wandern. Bei Stimulation durch inflammatorische Mediatoren wie Li-
popolysaccharide oder Zytokine steigt die Expression von CD54. Weiterhin erhoht
CD54 die antigenspezifische T-Zell Aktivierung (255).

Bei beiden Stammen fanden sich ICAM-1 positive Zellen in der superfiziellen Lamina
propria, das Endothel war durchgehend aktiviert. Deutlich unterschieden sich die
immundefizienten Mause jedoch von Balb/c M&ausen beziiglich der Menge exprimie-
render Zellen: Wahrend Balb/c Mause erst bei der hochsten Inokulationsdosis eine
starke Expression im subepithelialen Bereich und eine deutliche Aktivierung des En-
dothels zeigten, wurde bei SCID Mausen eine hochgradige Expression schon ab ei-
ner Inokulationsdosis von 10, also der Dosis, die eine Infektion der oberen Epithel-
schichten ausléste, erreicht. Auf die Gabe des Keim-Glykopeptidgemisches reagier-
ten beide Stamme mit einer geringfuigigen Expression in der oberen Lamina propria
und einer minimalen Aktivierung des Endothels.

Bei dem CD62E Antigen (E-Selectin, auch bekannt als endothelial-leukocyte adhesi-
on molecule-1 (ELAM-1) handelt es sich um ein Zelloberflachenmolekul ebenfalls
aus der Gruppe der Adhasionsmolekiile, den Selektinen. Es wird auf Endotoxin- oder
Zytokin-stimulierten (Maus-) Endothelzellen exprimiert (146).
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Eine Expression von E-Selectin konnte weder bei SCID noch bei Balb/c Mausen bei
keiner Inokulationsmenge und noch ohne Inokulation nachgewiesen werden.

Das CD74 Antigen spielt beim intrazellularen Transport von MHC-Klasse-II Moleki-
len und der Antigenprasentation eine Rolle. Untersuchungen konnten zeigen, dal} bei
Mausestammen, denen CD74 Antigen (MHC-Klasse-Il assoziierte invariante Kette)
fehlte, der Transport von MHC-Klasse Il Molekilen insuffizient war, so dal3 eine Re-
duktion der Menge und Funktion von Klasse Il Komplexen auf der Zelloberflache re-
sultierte. Die Folge waren eine verminderte CD4"-Zell Aktivierung (280). Wahrend
beim Menschen aktivierte T-Zellen MHC-Klasse Il Molekiile exprimieren, sind bei
Méausen alle T-Zellen MHC-II-negativ.

Bei der Verteilung der markierten Zellen innerhalb der Strata ergab sich bei beiden
Mausestammen ein ahnliches Verteillungsmuster. Reaktionen verliefen im unteren
Anteil des Stratum spinosum, subepithelial und in der Lamina propria. Wahrend die
Lamina propria von SCID Mausen schon bei niedrigen Inokulationsdosen in gerin-
gem Ausmaf beteiligt war, wurden CD74"-Zellen bei Balb/c M&ausen in der Lamina
propria erst bei Inokulation von 10” und 108 Keimen beobachtet. Beziiglich der An-
zahl exprimierender Zellen ergab sich bei SCID M&ausen ein heterogenes Bild, eine
Abhéangigkeit von der Inokulationsmenge konnte dabei nicht nachgewiesen werden.
Balb/c Mause reagierten hingegen bis zu einer Inokulationsmenge von 10’ C. albi-
cans-Zellen mit einer geringen, bei 10° Keimen mit einer starken Expression. Die
Inokulation von C. albicans mit Glykopeptiden fuhrte bei Balb/c M&usen zu einer
deutlichen Reduktion exprimierender Zellen auf eine bis zwei Zellen pro Schnitt und
Epithellage. Bei SCID Mausen war die Expression nach Gabe von Keimen und Gly-
kopeptiden gering und dementsprechend vergleichbar mit SCID Méausen, die nicht
mit C. albicans inokuliert wurden.

Die Bildung von T-Effektorzellen wird ausgeldst, wenn die antigenspezifischen Re-
zeptoren und die Corezeptoren, entweder CD4 oder CD8, an einen Peptid:MHC-
Komplex binden. Dartber hinaus wird noch ein zweites Signal von der APZ ben6tigt,
um eine klonale Expansion der antigenspezifischen naiven T-Zelle hervorzurufen.
CD80 und CD86, beides strukturverwandte Glykoproteine, gehéren zu diesen costi-
mulierenden Molekulen auf APZ. Man findet sie ausschlief3lich auf der Oberflache
von Zellen, die das T-Zell Wachstum anregen kdnnen. Wahrend man bis vor einiger
Zeit davon ausging, dal3 LHZ keine costimulierende Aktivitat aufweisen, zeigen neue-
re Untersuchungen, daf3 sie sowohl CD86 als auch CD80 exprimieren (139, 179,
218, 233).
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Sowohl bei SCID als auch Balb/c Mausen fand sich nur eine unerhebliche Anzahl an
CDB80-exprimierenden Zellen. Ein Unterschied liel3 sich jedoch in Bezug auf deren
Lokalisation feststellen: Wahrend CD80"-Zellen bei SCID Mause im subepithelialen
Bereich nachgewiesen wurden, konnte bei Balb/c Mausen eine Expression in der
Lamina propria beobachtet werden.

Ein Unterschied bei der Antigenexpression zwischen den beiden Tierstdmmen zeigte
sich bei CD86. Wahrend dieses Antigen bei SCID Mausen bei allen Inokulations-
mengen von einer geringen Zellzahl subepithelial und in der Lamina propria expri-
miert wurde, zeigte sich bei Balb/c Mausen und der Inokulationsdosis, die zu einer
Hypheninvasion fuhrte, eine Expression in vier Bereichen des Epithels, die Anzahl
CD86 exprimierender Zellen war subepithelial am héchsten.

Das CD103 Antigen ist ein mukosales Lymphozyten-Integrin und spielt nach mikro-
bieller Kolonisation eine Rolle bei der Entwicklung, Zunahme und Verstarkung CD8"-
intraepithelialer Lymphozyten (162, 242). Der Antikdrper gegen CD103 reagiert mit
einer Subpopulation von CD8"-T-Zellen. Studien an CD103-defizienten Mausen zeig-
ten eine Reduktion mukosaler T-Lymphozyten in Epithelzellen und der Lamina pro-
pria (242).

Sowohl SCID als auch Balb/c M&use exprimierten dieses Antigen in der superfiziel-
len Lamina propria, in der Basalzellschicht als auch bei héheren Inokulationsdosen
im unteren Bereich des Stratum spinosum. Deutlich wird dennoch, daf3 bei SCID
Mé&usen die Expression dieses Antigens in Abhangigkeit von der Inokulationsdosis
ansteigt, bei den hdheren Inokulationsdosen jedoch nur wenig exprimiert wird. Bei
Balb/c Mausen dagegen findet sich ein Anstieg der Expression nahezu linear zur
Inokulationsdosis. Eine Reduktion von CD103"-Zellen nach Gabe des Keim-
Glykopeptidgemisches konnte bei SCID und Balb/c M&usen in dem selben Maf3e und
in den dieselben Bereichen (Basalzellschicht und direkt unterhalb) beobachtet wer-
den.

4.5.3.1 Immunreaktion nach Invasion von C. albicans in das murine Epithel

Wie die Ergebnisse der PAS-Untersuchungen zeigten, filhrte die Inokulation von 10°
Keimen bei den SCID Mausen zu einer Hypheninvasion in das Stratum corneum,
wahrend Balb/c Mausen zur Infektion der Zungenmukosa eine tausendfach hdhere
Menge bengtigten.

Vergleicht man den ,Schwellenwert* von 10° Keimen bei SCID M&usen mit dem der
Balb/c Mause, der bei 10° lag, ergibt sich folgende Verteilung immunologischer
Reaktionen:
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Das Endothel war nach Invasion in beiden Gruppen deutlich aktiviert (CD54), sub-
epithelial fand sich eine grof3e Anzahl APZ. In beiden Gruppen wurde dartber hinaus
im Stratum basale eine groRe Anzahl CD103"-Zellen beobachtet, die Hinweis auf
eine Entwicklung CD8"-Lymphozyten gaben. In Untersuchungen zur Verteilung im-
munkompetenter Zellen bei oraler Candidiasis HIV-infizierter Patienten lagen Lym-
phozyten, die mit einem Antikdrper gegen CD8 Antigen detektiert wurden, ebenfalls
im Stratum basale (222). Da in jener Studie keine immunkompetente Kontrollgruppe
mit oraler Candidiasis zum Vergleich herangezogen wurde, konnte nicht gezeigt
werden, ob CD8"-Zellen hauptséachlich in der Basalzellschicht und in geringer Zahl im
Stratum spinosum und subepithelial nachweisbar waren, so wie es in vorliegender
Studie anhand des Entwicklungsmarkers fur CD8-Lymphozyten (CD103) beobachtet
werden konnte. Untersuchungen zur Verteilung und Dynamik muriner und humaner
intraepithelialer Lymphozyten in der normalen oralen Mukosa zeigten jedoch, daf3
diese gelegentlich die Basalmembran durchqueren und daf3 nicht in allen Fallen ein-
deutig nachgewiesen werden kann, ob diese in das Epithel einwandern oder durch
die Basalmembran in die Lamina propria wandern (34, 46)

Die Zellen der Balb/c Mause reagierten auf die Hyphen-Invasion zusatzlich mit einer
deutlichen Expression des Glykoproteins CD86, welches zu den costimulierenden
Molekilen auf APZ gehdrt und in die Bildung von T-Effektorzellen involviert ist. Die-
ses Protein war besonders subepithelial aber auch bis in das obere Stratum spino-
sum nachweisbar. In normalem murinen Epithel exprimieren nur wenige LHZ bzw.
dendritische Zellen CD86 Antigen, wohingegen Balb/c Mause nach Kontakt mit ei-
nem Hapten (Dinitrofluorobenzol) mit einer vermehrten Expression reagieren (218).
Dieses kostimulierende Signal war in der vorliegenden Studie bei immundefizienten
Mé&ausen nach Inokulation von C. albicans wenig ausgeprégt, d.h. die Proliferation
und Differenzierung der naiven T-Zellen zu T-Effektorzellen kdnnte somit erschwert
sein.

In beiden Gruppen war keine Expression des zweiten costimulierenden Signals
(CD80) zu beobachten. Ursache hierflir kann der Zeitpunkt der Organentnahme sein,
da Studien am Mausmodell zeigten, dal3 CD80 spéater als CD86 exprimiert wird. In
einer frheren Untersuchung an Balb/c Mausen konnte zudem gezeigt werden, daf3
die Expression von CD80 Antigen nach Stimulation mit einem Fremdantigen geringer
ist als die von CD86 (218).

Ein deutlicher Unterschied zeigte sich auch bei der CD74 Expression. Wahrend sich
bei immunkompetenten Mausen nach Keiminvasion vermehrt CD74"-Zellen subepi-
thelial und im unteren Stratum spinosum nachweisen lieRen, war bei SCID Mausen
die Anzahl CD74"-Zellen gering, jedoch in denselben Epithelschichten zu beobach-
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ten. Wie Untersuchungen an Mausen zeigten, wird dieses Antigen zum regelrechten
Transport von MHC-Klasse |l Molekilen an die Zellmembran der APZ bendtigt. Fehlt
die invariante Kette, resultiert daraus eine reduzierte Anzahl von MHC-Klasse Il Mo-
lekilen, eine insuffiziente Bindung an die Fremdantigenpeptide und in Folge eine
verminderte Produktion von CD4"-T-Zellen (280).

Den Ergebnissen bei der Inokulationsdosis von 10° C. albicans-Zellen zufolge kénnte
vermutet werden, dal3 die Keiminvasion in das Epithel bei SCID Mausen keine Fol-
gen auf die Expression von CD74 hat. Betrachtet man jedoch die Keimmengen um
eine log Stufe dartiber und darunter, so wird deutlich, daR CD74"-Zellen sowohl im
unteren Stratum spinosum als auch in hoher Anzahl im subepithelialen Bereich
nachweisbar waren. Daher scheint die bei einer Inokulationsmenge von 10° C. albi-
cans-Zellen beobachtete reduzierte Expression von CD74 nicht typisch fir Mause mit
B- und T-Zelldefekt zu sein.

Das Enzym Aminopeptidase N (CD13) konnte subepithelial in beiden Tiergruppen
bei der jeweils flr eine Infektion bendtigten Inokulationsdosis nachgewiesen werden.
Im Gegensatz dazu fanden Romagnoli et al. bei HIV-seropositiven Individuen in der
unveranderten Mukosa eine Reduktion der Expression von MHC-Klasse || Molekulen
auf LHZ (222). Eine Erklarung fur die unterschiedlichen Ergebnisse kdnnte sein, daf}
das CD13 Antigen nicht nur von LHZ, sondern ebenso von Makrophagen und B-
Zellen exprimiert wird, so dal3 in dieser Untersuchung keine Aussage Uber diese
spezifische Funktion der LHZ abgeleitet werden kann.

Bei B- und T-Zell defizienten Mausen waren CD4"-Zellen nur vereinzelt (1-2 positive
Zellen pro Zunge) nachweisbar und auf den subepithelialen Bereich beschrankt. Bei
Balb/c Mausen konnten CD4"-Zellen jedoch bis ins untere Stratum spinosum beo-
bachtet werden. Ahnliche Ergebnisse beziiglich der Restriktion von CD4"-Zellen auf
den subepithelialen Bereich konnten bei HIV-infizierten Individuen mit oraler erythe-
matodser Candidiasis beobachtet werden (222). Weiterhin zeigten immunhistochemi-
sche Untersuchungen von Biopsien HIV-seropositiver Personen mit erythematéser
und pseudomembranéser Candidiasis, daf im gesamten Epithel keine CD4"-
Lymphozyten nachweisbar waren. Auch im Epithel gesunder, HIV-seronegativer In-
dividuen fanden sich keine CD4"-T-Lymphozyten (215, 222). Im Gegensatz hierzu
konnten in anderen Studien CD4"-Lymphozyten in der normalen humanen Mukosa
auch intraepithelial nachgewiesen werden (198, 273).

Wie in Material und Methoden dargestellt, handelte es sich bei dem verwendeten
Marker um einen monoklonalen Antikérper ausschlieRRlich gegen murine CD4"-T-
Zellen. Studien zeigten, dal3 das CD4 Antigen bei der Maus lediglich auf T-Zellen
exprimiert wird und nicht wie bei dem homologen Protein von Ratte und Mensch zu-
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satzlich auf Makrophagen (66, 73). Das CD4 Antigen ist weiterhin auf humanen LHZ
in kleinen Mengen vorhanden (69, 187, 283).

Die Markierung der CD4"-Zellen zeigte, daR der Antikérper RM4-5 (Pharmingen,
Hamburg, Deutschland) dendritische Zellen markierte (Abb. 25 und 26).

Daher muf3 im Gegensatz zu den Angaben des Herstellers sowie 0.g. Untersuchun-
gen angenommen werden, daf} auch dendritische Zellen der Maus eine CD4 Anti-
gendeterminante aufweisen. In einer Studie wurde bislang der Nachweis fur eine Ex-
pression von CD4 und CD8 in murinen dendritischen Thymuszellen erbracht (292).

Weder bei der Inokulationsmenge, die eine Infektion hervorrief, noch bei anderen
Keimmengen wurde E-Selectin (CD62E) exprimiert. Das Adh&sionsmolekl ist an der
Leitung phagozytierender Zellen zu den Infektionsherden beteiligt. Durch eine Wech-
selwirkung zwischen dem auf den Endothelzellen induziertem Selektin und dem Leu-
kozyten kommt es zunéchst zu einer schwachen Bindung des Leukozyten an das
GefalRRendothel. Da diese Bindung nicht stark genug ist, wird zusatzlich ICAM-1
(CD54) auf dem Endothel exprimiert, wodurch der Leukozyt stabilisiert wird. Hiermit
wird das ,rolling” beendet und der Leukozyt kann sich durch die Endothelzellen hin-
durchzwangen. In einer aktuellen Studie an E-Selectin-defizienten Mausen konnte
gezeigt werden, dal} es trotz fehlender endothelialer Selektine zu einer Migration von
Leukozyten an den Infektionsort kam. Bei Mausen mit ICAM-1 Defekt jedoch blieb
die Einwanderung von Leukozyten komplett aus (24). In einem weiteren Mausmodell
konnte im Verlauf einer experimentellen murinen Listeriose eine generelle Expressi-
on von P-Selectin (CD62P) und ICAM-1 in den untersuchten Organen (Leber, Milz)
beobachtet werden; die Expression von E-Selectin dagegen war &uf3erst schwach
(148). Schon in friheren Studien konnte gezeigt werden, dal3 E-Selectin zwar an die
Migration muriner Leukozyten zum Infektionsort beteiligt ist, die Selektine CD62P
und CD62L (P- und L-Selectin) in diesem Prozel} jedoch die dominante Rolle spielen
(36).

Vorliegende Untersuchung gibt Hinweis darauf, daf3 nicht nur nach viraler, sondern
auch nach Infektion mit C. albicans eine CD62E Expression nicht zwingend notwen-
dig ist, um eine Leukozytenwanderung zu erméglichen. Diese Beobachtung traf fur
immunkompetente und immundefiziente Mause zu. Da die Expression von E-Selectin
auf Endothelzellen Kennzeichen einer akuten, durch Zytokine vermittelten Entzin-
dungsreaktion ist, kann eine weitere Erklarung fiir den fehlenden Nachweis von E-
Selectin der Zeitpunkt der Organentnahme sein. Mdglicherweise wird das Antigen zu
einem friheren Zeitpunkt exprimiert, so dal3 dieses eine Woche post inoculationem
nicht mehr nachweisbar ist.
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Die Ergebnisse der Untersuchung zeigten, daf bei immundefizienten Mausen ohne
Inokulation, nach Inokulation und Invasion von C. albicans in das Epithel die Anzahl
CD4"-Zellen in der oralen Mukosa reduziert und ein zur Aktivierung von naiven T-
Zellen bendtigtes costimulierendes Signal der APZ nur in geringem Mal3e vorhanden
war. Weiterhin beschrankten sich Immunreaktionen bei immundefizienten Mausen
abgesehen von CD74 auf den subepithelialen Bereich, wahrend bei immunkompe-
tenten Tieren APZ einschlieRlich CD4"-dendritischer Zellen intraepithelial zu finden
waren. Untersuchungen konnten zeigen, dal3 die Zahl von LHZ in der Zungenmuko-
sa bei SCID Mausen verglichen mit Balb/c Mausen nicht reduziert ist (285). Bezogen
auf vorliegende Ergebnisse kdnnte gefolgert werden, daf3 bei SCID Mausen die in-
traepitheliale Schutzfunktion bei gleicher Anzahl von LHZ durch eingeschrénkte Re-
aktionen auf ein Fremdantigen reduziert ist, so dal3 schon geringe Inokulationsdosen
zu einer mukosalen Infektion fihren kénnen.

Weitere Ursache fir eine Infektion bei geringerer Inokulationsdosis bei immundefi-
zienten Tieren kann eine Veranderung eines Mechanismus sein, der der Adhérenz
und Invasion des Pathogens vorgeschaltet ist. Ein wesentlicher Faktor ist hierbei die
Zusammensetzung des Speichels und der Speichelmuzine. In vitro Untersuchungen
zeigten, dal’3 Speichel von Patienten unter Chemoradiotherapie eine reduzierte Adha-
renzinhibition gegentber C. albicans aufweist. Ursache hierfir war die durch die The-
rapie induzierte Reduktion des Glykoproteins Lactoferrin im Speichel, es erfolgte ein
Anstieg der adhasiven Eigenschaften sowohl von C. albicans als auch den oralen
Epithelzellen (272).

4.5.3.2 Immunreaktion nach Inokulation von C. albicans in Abhangigkeit zur Inokula-
tionsdosis

Die Ergebnisse der Immunreaktionen in Abhangigkeit zur Inokulationsdosis und dem
Immunstatus mussen zurtickhaltend interpretiert werden, obwohl beiden Gruppen
10°, 10° und 107 C. albicans-Zellen inokuliert wurden. Von maRgeblicher Bedeutung
ist jedoch, daf3 eine Invasion von Hyphen und damit eine Infektion bei SCID Mausen
bereits bei einer Inokulation von 10° Keimen auftrat. Bei Balb/c Mausen wurde eben-
falls eine Menge von 10° Zellen inokuliert, doch fand in dieser Gruppe erst eine
Hypheninvasion bei einer Inokulationsmenge von 102 Keimen statt. Weitere Steige-
rungen der Keimmenge wurden nicht vorgenommen, da Ziel der Untersuchung die
Festlegung einer minimalen Infektionsdosis war. Ein weiterer Grund, der eine vor-
sichtige Interpretation verlangt, ist die geringe Anzahl der Tiere. Dennoch schienen
bei SCID Méausen die Immunreaktionen nach Inokulation zwei Mechanismen zu fol-
gen: 1. Vermehrte Expression (ICAM-1 im Endothel und subepithelial) nach Invasion
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von Candida-Hyphen, unabhangig von der steigenden Dosis 2. Expression in Ab-
hangigkeit zur Inokulationsdosis (CD13, CD86), was auf eine regelrechte, der Menge
der Fremdantigene angepalite Antigenverarbeitung in den APZ schliel3en Iaf3t.

4.5.3.3 Immunreaktion nach Inokulation der Infektionsdosis und Glykopeptiden

Den Ergebnissen der PAS-Untersuchungen bei SCID Méausen zufolge, reichte die
Konzentration an Glykopeptiden bei einer Inokulationsmenge von 10° Keimen aus,
um eine Adharenz zu verhindern. Balb/c Mausen wurden mit der Infektionsdosis von
108 C. albicans-Zellen und Glykopeptiden inokuliert, wobei in 2/8 Mausen eine Inva-
sion von Hyphen stattfand. Die immunologischen Reaktionen des Wirtes auf diese
Verbindung entsprach in bezug auf die Verteilung innerhalb der Strata und Menge
exprimierender Zellen bei SCID und Balb/c Mausen denen ohne Inokulation. Interes-
santerweise zeigte sich bei SCID Mausen ohne Keiminokulation dennoch ein deutlich
aktiviertes Endothel, welches bei der Gabe von Glykopeptiden und Keimen nicht zu
beobachten war. Mdglicherweise laf3t sich die Beobachtung dadurch erklaren, daf3 in
vorliegender Untersuchung ausschlief3lich die Invasion von C. albicans mittels PAS-
Methode nachgewiesen wurde. Daher ist es nicht auszuschliel3en, daf3, vor allem bei
Mé&ausen mit kombinierten B- und T-Zelldefekt, diese Reaktion durch andere Fremd-
antigene wie Bakterien bestimmt wurde.

Wie im vorherigen Abschnitt diskutiert wurde, zeigten Balb/c Mause, die mit der mi-
nimalen Infektionsdosis inokuliert wurden, immunologische Reaktionen bis hin in den
unteren (CD4, CD74, CD86 und CD103) und oberen Bereich des Stratum spinosum
(CD86). Bei zusatzlicher Gabe von Glykopeptiden waren diese hauptsachlich auf den
subepithelialen Bereich begrenzt.

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchung zeigten, dal die lokalen
murinen Immunreaktionen bei Zugabe von Glykopeptiden denen ohne C. albicans-
Inokulation &hnelten. Hieraus l&R3t sich schlie3en, dal3 ein Glykan-vermittelter Schutz
in vivo die Infektiositat von C. albicans durch Inhibition der Adhasion an das murine
Epithel mindern kann.

Die protektive Wirkung des Glykananteils l6slicher Glykokonjugate wurde bereits in
bezug auf Bakterien in in vitro und in vivo Untersuchungen belegt. Bereits in den
siebziger Jahren konnte sowohl eine prophylaktische Wirkung von keimspezifischen
l6slichen Glykanen auf die Infektion der Schleimhaut als auch eine Desorption durch
Glykokonjugate nach Adharenz von Bakterien nachgewiesen werden (185). Am Beli-
spiel von E. coli wurde gezeigt, dal sich die Glykanspezifitat verschiedener Bakteri-
en erheblich von einander unterscheidet, selbst innerhalb von Subspezies werden
wesentliche Unterschiede in der Spezifitat der Glykanbindung beobachtet (150, 151).
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DarlUber hinaus konnten Praparationen des GIcNAc-Polymers Chitin vor C. albicans
induzierter muriner Vulvovaginitis schiitzen (144, 245).

Tierexperimentell wurde schon in friheren Studien belegt, dal3 eine verminderte
Speichelproduktion und damit eine Reduktion von Muzinen zu einer schnelleren Be-
siedlung der Mundhdhle mit Streptococcus mutans und C. albicans sowie zu einer
verzogerten Wundheilung fuhrt (37, 68, 116, 117, 169, 193).

4.6 Kritische Aspekte und Perspektiven

Die Therapie der oralen Candidiasis besteht in der lokalen oder systemischen Appli-
kation von Antimykotika. Es werden zunehmend Resistenzen nach Langzeittherapie
Azolderivaten (Ketoconazol, Fluconazol) beobachtet, dartiber hinaus treten Kreuzre-
sistenzen mit anderen Fungistatika auf (54, 109, 172, 226, 271). In vorliegender Stu-
die wurde von einer Oligosaccharid-Lektin-vermittelten Invasion des Wirtes ausge-
gangen, woraus sich direkt ein protektives Interventionskonzept ableiten lie3. Es soll-
te daher ein alternativer Weg, namlich das Eingreifen in den Adharenzprozel3 von C.
albicans untersucht werden, da die Adharenz den ersten Schritt auf dem Weg zur
Infektion darstellt (110, 197, 258).

Die Ergebnisse vorliegender Arbeit zeigten, daf3 eine Inhibition der Adharenz von C.
albicans durch Glykopeptide, gewonnen aus einem Praparat, das in Deutschland
zum Einsatz bei Xerostomie eingefihrt wurde, erreicht wurde. In vitro Untersuchun-
gen zeigten, dald die Bindung dieses Praparats an verschiedene Lektine ca. 10fach
starker ist als die von menschlichem Speichel, so dal? dessen Schutzkapazitat die
des menschlichen Speichels Ubertrifft (119).

Aus vorliegender Untersuchung ergeben sich folgende Fragen bzw. Anséatze fir zu-

kinftige Forschungsschwerpunkte :

1. Ist eine adhasionsinhibitorische Wirkung von Glykopeptiden auch dann ge-
wahrleistet, wenn diese nicht zuvor mit C. albicans vermengt werden. Erfolgt
eine Desorption durch Glykopeptide auch nach Adharenz von C. albicans,
so wie es fur E. coli bei der Maus nachgewiesen werden konnte.

2. In welchem Verhéltnis missen Glykopeptide zur Anzahl der Mikroorganis-
men stehen. Bei der Frage der bendétigten Dosis mul3 die Wirkung der von
C. albicans sezernierten Saureproteinasen berlcksichtigt werden, die in vi-
tro Muzin hydrolytisch spalten kénnen und schon von Blastosporen, die an
Epithelzellen adharieren, exprimiert werden (31).

3. Ist die Gabe von Glykopeptiden auch bei klinisch apparenter Candida-
Infektion wirksam oder kann sie lediglich der Préavention dienen.
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4.

5.

Stellt die Adharenzinhibition einen alternativen Weg bei Resistenzen gegen-
Uber Antimykotika dar. Hierzu konnte eine in vitro Studie bereits nachwei-
sen, dald azolresistente Keime eine ebenso spezifische Bindung an Muzine
aufweisen, wie nicht resistente Stamme (171). Bei einigen der resistenten
Stamme wurde Uberdies eine héhere spezifische Muzinbindung beobachtet.
Ursache dafir sind méglicherweise Veranderungen des Lektintyps wahrend
der Azoltherapie, wie auch von Korting et al. beschrieben (129). Verande-
rungen des Lektintyps ziehen jedoch nur in geringem Mal3e Veranderungen
der Zellmembranbestandteile nach sich, welche das Adharenzverhalten an
Muzin beeinflussen kénnten. Selbst bei Anderung des Lektintyps unter
Azoltherapie behalten Muzine die Fahigkeit, den Keim zu verdrangen.

Welche Struktur des Glykananteils der Glykopeptide bestimmt die Adharen-
zinhibition.

Der Einsatz von Muzin oder dessen Spaltprodukten zur Prophylaxe bzw. zur Thera-

pie bietet einen weiteren Vorteil, da es sich hierbei um einen physiologischen Be-
standteil vieler Kérpersekrete handelt. Die Resorption ist ebenso wie die Toxizitat

gering. Unerwinschte Wirkungen nach Gabe tierischen Muzins sind bisher bei der
prophylaktischen Anwendung nicht beobachtet worden.
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5 Zusammenfassung

In den letzten Jahren stieg die Zahl immunkompromittierter Patienten infolge von In-
fektionen sowie dem Einsatz von Immunsuppressiva und Chemotherapeutika. Seit
den ersten Berichten tber HIV/AIDS wurden zahlreiche Berichte publiziert, die einen
engen Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer oropharyngealen Candidiasis
und der Progression zur Krankheit AIDS beschrieben. Es ist davon auszugehen, daf3
jeder HIV-Patient im Verlauf seiner Erkrankung mindestens eine Episode einer ora-
len Candidiasis erfahrt. Angeborene oder erworbene T-Zelldefekte bei Mensch und
Tier haben eine erhdhte Empfanglichkeit gegentuber Infektionen mit extrazellularen
Erregern zur Folge.

Bisherige Untersuchungen zeigten, dal3 keine direkte Assoziation zwischen dem mi-
krobiologischen Nachweis einer hohen Anzahl von koloniebildenden Einheiten
(CFU)/ml in Rachenspilwasser oder Abstrichen und dem Auftreten einer Schleim-
hautveranderung besteht. Inmungesunde Personen ohne klinische Manifestationen
weisen bis zu 10° CFU/ml in mittels Abstrichtechnik gewonnene Proben auf, wahrend
bei Patienten mit HIV-Infektion in einigen Fallen mikrobiologisch nur 50 CFU/ml
nachweisbar waren und dennoch klinische Veranderungen beobachtet wurden.

Die Therapie der oralen und oropharyngealen Candidiasis beruht hauptsachlich auf
der topischen bzw. systemischen Gabe von fungizid oder fungistatisch wirkenden
Substanzen. Sowohl Rezidive und Resistenzbildungen als auch eine Tachyphylaxie
konnen die Therapie und die Auswahl des Antimykotikums erschweren.

In der vorliegenden Arbeit wurde anhand eines Candidiasismodells unter Verwen-
dung von immunkompetenten Inzuchtmausen (Balb/c) (n=27) und M&ausen mit kom-
biniertem B- und T-Zelldefekt (SCID) (n=30) folgende Fragen untersucht

1. Gibt es eine Abh&ngigkeit zwischen inokulierter Keimmenge und der Entstehung
einer C. albicans-Infektion (Dosis-Wirkungsbeziehung).

Hierzu wurden Balb/c M&use (n=3) mit einer Keimmenge von 10° C. albicans-
Zellen/10pl (Stamm DSM 3454) oral inokuliert, n=3 mit 10°, n=6 mit 10" und n=6 mit
10® C. albicans-Zellen. SCID Méuse (n=2) wurden mit einer Keimmenge von 10,
n=6 mit 10°, n=3 mit 10° und n=6 mit 10’ C. albicans-Zellen oral inokuliert. Eine Wo-
che post inoculationem wurden die Tiere geopfert, die Zunge entnommen und eine
Halfte histochemisch mittels Periodic-Acid-Schiff-Methode zur Darstellung morpholo-
gischer Strukturen von C. albicans untersucht. Makroskopisch fanden sich weder bei
Balb/c noch bei SCID Mausen klinische Zeichen einer Veranderung der Zunge im
Sinne einer erythematdsen oder pseudomembrandsen Candidiasis.
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2. Welche zellulare Immunantwort findet als Reaktion auf die Inokulation mit definier-
ten Keimmengen in der oralen Mukosa statt.

Hierzu wurde anhand von Gefrierschnitten der anderen Zungenhalfte und Immunpe-
roxidase-Technik immunkompetente Zellen und deren Funktionen mit Antikérpern
gegen CD4, CD13, CD54 (ICAM-1), CD62E (E-Selectin), CD74, CD80, CD86 und
CD103 untersucht.

3. Ist durch Inhibition der Adharenz von C. albicans an murine Epithelzellen mittels
gleichzeitiger lokaler Applikation der Spaltprodukte von Muzin (Glykopeptiden) auf
die orale Mukosa eine protektive Wirkung maoglich, so daf? eine Infektion verhindert
werden kann. Hiermit sollte ein alternativer Therapieansatz untersucht werden, der
auf einer Blockade der Adhéasion der Erreger beruht. Es wurden Balb/c Mausen (n=8)
10® C. albicans-Zellen mit Glykopeptiden und SCID Mausen (n=8) 10° C. albicans-
Zellen zusammen mit Glykopeptiden inokuliert. Eine zuvor durchgefiihrte in vitro Stu-
die zeigte, dal3 eine Standardisierung temperaturabhangiger Prozesse im Labor not-
wendig ist, um in Untersuchungen mit C. albicans eine bessere Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse zu erhalten.

ad 1)

Nach vollstandiger histochemischer Aufbereitung und Untersuchung einer Zungen-
halfte lieR sich bei Balb/c M&usen bis zu einer Inokulationsmenge von 107 Keimen
keine Invasion von Hyphen nachweisen. Erst bei Inokulation von 10® Keimen zeigte
sich bei 5/6 Tieren bzw. in 26/51 Schnitten (51 %) eine Invasion in das Stratum cor-
neum. Bei SCID Mausen fanden sich invadierende Hyphen bei 4/6 Tieren schon bei
einer Inokulationsdosis von 10° Keimen, 33/108 Schnitten (33,6 %) zeigten PAS-
positive Strukturen. Die minimale Dosis, die bei Balb/c M&usen zu einer Infektion der
Zungenmukosa fiihrt, lag bei einer Inokulationsmenge von 108 C. albicans-Zellen, bei
SCID Méusen filhrte eine Menge von 10° Keimen zu einer Infektion.

ad 2)

Trotz fehlender makroskopischer Zeichen einer Candidiasis fand bei oraler Inokulati-
on mit C. albicans eine immunologische Reaktion in der Zungenmukosa beider Ver-
suchstiergruppen statt. Das Ausmal} dieser Reaktion war abhangig von der Inokula-
tionsdosis sowie vom Immunstatus der Tiere. Bei der hochsten inokulierten Keim-
menge konnten CD4"-Zellen bei Balb/c Mausen bis ins untere Stratum spinosum
beobachtet werden, wéahrend diese bei SCID Mausen nur vereinzelt und im
subepithelialen Bereich nachweisbar waren. Die Morphologie der CD4 Antigen-
exprimierenden Zellen liel3 darauf schlie3en, dal3 es sich hierbei nicht um T-
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Lymphozyten, sondern um dendritische Zellen handelt. Deutlich unterschieden sich
Balb/c von SCID Mausen beziiglich der Menge CD54"-Zellen: Wahrend im sube-
pithelialen Bereich der Mukosa von Balb/c Mausen erst bei einer Inokulationsdosis
von 10 C. albicans-Zellen eine starke Expression im subepithelialen Bereich und
eine Aktivierung des Endothels beobachtet wurde, reagierten die Zellen der SCID
Mé&use schon bei einer Inokulationsdosis von 10° Keimen mit einer ausgepragten
Expression des CD54-Antigens. Nach Hypheninvasion in das Zungenepithel fand bei
Balb/c Mausen eine deutliche CD74 Expression subepithelial und im unteren Stratum
spinosum statt, SCID Mause wiesen in den selben Epithelschichten eine geringere
Anzahl CD74"-Zellen auf. Die Expression von CD80 Antigen bei Balb/c Mausen war
nach Stimulation mit einem Fremdantigen geringer als die von CD86, letzteres liel3
sich bei immundefizienten Mausen nach Inokulation der minimalen Infektionsdosis
nur in geringem Malf3e nachweisen. Nach Inokulation der minimalen Infektionsdosis
wurden in beiden Tierspezies im Stratum basale eine groRe Anzahl CD103"-Zellen
beobachtet, die Hinweis auf eine Entwicklung CD8"-Lymphozyten gibt.

ad 3)

Die Ergebnisse der Inokulation von 108 C. albicans-Zellen zusammen mit Glykopep-
tiden zeigten bei 2/8 Balb/c Mausen eine Hypheninvasion in das Zungenepithel. Bei
0/8 SCID Mausen wurde nach Inokulation von 10° C. albicans-Zellen zusammen mit
Glykopeptiden eine Hypheninvasion in das Zungenepithel beobachtet. Obwohl die
Anzahl der Tiere begrenzt war und die statistische Analyse nur als Orientierungshilfe
diente, wiesen die Ergebnisse darauf hin, daf3 nach Inokulation von C. albicans-
Zellen zusammen mit Glykopeptiden weniger haufig Infektionen entstehen als bei
Inokulation derselben Keimmenge ohne Glykopeptide.

Ein bestimmender Faktor fir die unterschiedliche Inhibition bei Balb/c und SCID
Mausen scheint die Anzahl der Keime in Relation zum Angebot an Glykopeptiden zu
sein. Die immunhistochemischen Ergebnisse zeigten, dal} die Reaktionen des Wirtes
auf die Gabe der Keim-Glykopeptidldsung hinsichtlich der Verteilung innerhalb der
Epithelschichten und Menge exprimierender Zellen bei SCID und Balb/c Mausen de-
nen ohne Inokulation entsprachen.

Da Nebenwirkungen der oralen Applikation von Muzinen bisher nicht nachgewiesen
wurden, ware der unterstitzende Einsatz von Muzinen oder deren Spaltprodukten
bei Patienten mit erhdhtem Candidiasisrisiko zu erwégen.
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6 Summary

In recent years, the number of immunocompromised patients has risen due both to
infection and to the use of immunosuppressive drugs and chemotherapy. Since the
first reports on HIV, numerous publications have described a strong correlation be-
tween oropharyngeal candidiasis and progression of the disease to AIDS. It is a safe
assumption that every HIV patient will experience at least one episode of oral can-
didiasis during the course of his or her disease. In both humans and animals, con-
genital or acquired immunodeficiencies increase susceptibility to infection with ex-
tracellular pathogens.

Previous studies have shown that a direct association between mucosal changes
and a high number of colony forming units (CFU/ml) in either pharyngeal lavage or
swab test results does not exist. Persons with a healthy immune response and no
symptoms have shown up to 10° CFU/ml in swab samples, whereas some patients
infected with HIV have shown as little as 50 CFU/ml in cases where clinical symp-
toms were present.

Treatment of oropharyngeal candidiasis consists primarily of topical or systemic ap-
plication of fungistatic or fungicide substances. Factors such as recurrent infection,
resistance and tachyphylaxis complicate therapy and the choice of antimycotic.

This study applied a candidiasis model to immunocompetent inbred mice (Balb/c)
(n=27) and mice with combined B- and T-cell defects (SCID) (n=30) to address the
following questions

1. Does a correlation exist between the inoculated pathogen load and the emergence
of a C. albicans infection (dose/effect relationship).

To investigate this, Balb/c mice (n=3) were orally inoculated with a pathogen load of
10° C. albicans cells/10pl (Strain DSM 3454), n=3 with 10°, n=6 with 10" and n=6 with
108 C. albicans cells/10pl, respectively. SCID mice (n=2) were also inoculated orally,
with a pathogen load of 10, n=6 with 10°, n=3 with 10° and n=6 with 10’ C. albicans
cells/20ul. One week following the inoculation, the animals were sacrificed, and one
half of the tongue tissue was histochemically examined with the Periodic Acid Schiff
Method for displaying morphological structures of C. albicans. Macroscopically, nei-
ther group’s tissue showed clinical signs of mycosis, such as the erythematous or
pseudomembranous changes associated with candidiasis.

2. Which cellular immune response takes place on the oral mucosa following inocula-
tion with defined pathogen loads.
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For this purpose, the other half of the tongue tissue was examined with frozen sec-
tion methods and immunocompetent cells were examined by immune peroxidase
methods using antibodies specific for CD4, CD13, CD54 (ICAM-1), CD62E (E-
Selectin), CD74, CD80, CD86 and CD103.

3. Is it possible achieve to a protective effect by inhibiting C. albicans adhesion to
murine epithelium cells through the local application of mucine (glycopeptides) me-
tabolites to the oral mucosa, and so to prevent infection?

A possible alternative therapy consisting of a blockade of the pathogen’s adhesion to
tissues was tested. Balb/c mice (n=8) were inoculated with 108 C. albicans cells in
combination with glycopeptides and SCID mice (n=8) were inoculated with 10° C.
albicans cells, also in combination with glycopeptides. Previous in vitro studies have
shown that a standardisation of temperature dependent processes in the laboratory
IS necessary to attain reproducible results.

adl)

Following complete histochemical preparation and examination of the tongue tissue,
the Balb/c mouse specimens showed no invasion by hyphae up to an inoculation
load of 10’ pathogens. With a load of 10, 5/6 of the animals and 26/51 slices (51%)
displayed an invasion of the stratum corneum. In the case of the SCID mice, hyphae
invasion was present in 4 of 6 of the animals with the initial inoculation load of 10°
pathogens, and 33 of 108 slices (33.6%) showed PAS positive structures. The mini-
mal inoculation dose leading to infection of the tongue mucosa in the case of Balb/c
mice was 108 pathogens. In the case of SCID mice, a load of 10° pathogens had this
effect.

ad 2)

Despite the lack of macroscopic signs of candidiasis, an immunologic reaction took
place in the tongue mucosa of both groups of test animals. The extent of this reaction
depended both on the inoculation dose given to the animals and on their immune
status. Following inoculation with the greatest pathogen load, CD4" cells were ob-
served infiltrating the lower stratum spinosum in Balb/c mice, whereas in the tissues
of SCID mice, these cells could be demonstrated only sporadically in subepithelial
regions. The morphology of the cells expressing CD4 antigen supported the conclu-
sion that these were dendritic cells, not T-lymphocytes. The Balb/c mice differed
greatly from the SCID mice with respect to the number of CD54" cells: whereas an
inoculation of 108 C. albicans cells was required to illicit a strong expression in the
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subepithelial region and changes in the endothelium in the Balb/c mice, an inocula-
tion with a pathogen load of only 10° brought about a strong expression of the CD54
antigen in the cells of the SCID mice. Following hyphae invasion of the the tongue
epithelium, a distinct expression of CD74 antigen occurred in subepithelial regions
and in the lower stratum spinosum in the Balb/c mice. The SCID group showed a
much lower number of CD74" cells in the same cell layers. The expression of CD80
antigen in the Balb/c mice following stimulation with foreign antigen was less than
that of CD86. In immune deficient mice, the latter could be demonstrated only in
small amounts following inoculation with the minimal infective dose. Both species
showed a high number of CD103" cells following this dose, which suggests the de-
velopment of CD8" lymphocytes.

ad 3)

The results of an inoculation of 102 C. albicans cells in combination with glycopep-
tides showed a hyphae invasion of the tongue epithelium in 2/8 Balb/c mice. In the
tongue epithelium of SCID mice, hyphae invasion could be demonstrated in 0/8
cases following an inoculation of 10° C. albicans cells in combination with glycopep-
tides. Despite the fact that the number of animals was limited and that statistical
analysis served only to guide in orientation, the results indicate that when inoculation
of C. albicans cells is combined with the application of glycopeptides, fewer infections
occur than in cases where the same pathogen load is given without glycopeptides. A
decisive factor for the differences in inhibition in Balb/c and SCID mice appears to be
the pathogen load in relation to the glycopeptide dose. The results of immune-
histochemical studies showed that the host’s reaction to combined glycopeptide
pathogen inoculation corresponds to the reaction without inoculation with respect to
distribution within epithelial layers and the number of expressing cells in SCID and
Balb/c mice.

As no side effects have been documented for the oral application of mucines, their
use or the use of their metabolites as complementary therapy for patients at an in-
creased risk for oral candidiasis should be considered.
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8 Anhang

8.1 Ubersicht tber die verwendeten Chemikalien, Puffer und Lésungen
1. RPMI 1640 -Medium (Angaben in mg/l)

NaCl: 6000 D-Ca-Pantothenat: 0,25
KCI: 400 Cholinchlorid: 3

Na, HPO, x 7 H,0O: 1512 Folsaure: 1

Mg SO, x 7 H,0O: 100 i-lnosit: 35

Ca (NOg), x 4 H,0O: 100 Nicotinamid: 1
D-Glucose: 2000 p-Aminobenzoeséaure: 1
Phenolrot: 5 Pyridoxin x HCI: 1
NaHCO;: 2000 Riboflavin: 0,2
L-Arginin: 200 Thiamin x HCI: 1
L-Asparagin: 50 L-Methionin: 15
L-Asparaginsaure: 20 L-Phenylalanin: 15
L-Cystin: 50 L-Prolin: 20

L-Serin: 30 L-Histidin: 15
L-Glutaminséaure: 20 L-Threonin: 20

Glycin: 10 L-Tryptophan: 5
L-Tyrosin: 20 L-Hydroxyprolin: 20
L-Isoleucin: 50 L-Valin: 20

L-Leucin: 50 Glutathion: 1

Biotin: 0,2 L-Lysin x HCI: 40

Vitamin B1,: 0,005

2. PBS (Phosphate buffered saline) als Spulpuffer

2,4 g KH,PO, (Merck, Darmstadt, Deutschland)
8,65 Na,HPO, 2 H,O (Merck, Darmstadt, Deutschland)
45,0 g NaCl (Merck, Darmstadt, Deutschland)
51 Aqua dest. auf pH 7,2 einstellen

3. Trispuffer: 6,06 g Tris (hydroxymethyl)-aminomethan in 1 | aqua dest. |I6sen und 1 ml Polyo-
xyethylensorbitanmonolaurat zugeben, auf pH 7,5 einstellen

4. Reaktionssubstrat: AEC (3-amino 9-ethylcarbazole) (Fa. Dianova, Hamburg)

Stamml@sung: 20 mg AEC lgsen in 2 ml N,N-Dimethylfomamide
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Substratlésung: 0,5 ml Stammlésung
5,6 ml Acetatpuffer (pH 5,1)

5. Saures Hamalaun nach Mayer (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland)

6. Kaiser’'s Gcherin-GeIatine® (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland)

7. Eukitt® (Fa. Kindler, Freiburg, Deutschland)

8. Xylol (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland)
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8.2 Tabellen

Tab. 17: Rohdaten Auswertung PAS (Balb/c)
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Tab. 18: Rohdaten Auswertung PAS (SCID)
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TierNr. | Keim- n= | Obj.Trager | EZ | Obj.Tréager | EZ | Obj.Trager | EZ Obj.Trager
menge
S24 [10° |21 |+|+|+| 0o ]JoJo]lo] o |o]Jo]Jo] o ]o|o]| O
ojojo| 0 |0|l0O|O|] O |O|O]|O
S25 |GP 12|o|o|jo| o |ofo|jo|] O |o|O|[O|] O |O|O|] O | O
s26 |[0+cP |12 |0|/0o|0o| o |o|lo|lo] o |oJ/oJo] o |o|Oo|] O] O
s27 |w+cP[12[0]0|0] 0 |0o]0|0] 0 |0|OJ/O]O]O]|O] O] O
s28 [0+cP |12 |0|0|0| 0o |o|lo|lo] o |oJ/oJo] o |o|Oo|] O] O
s29 |w+cP[12[0]0|0] 0 |0]|0|0] 0 |0|O]O]O]O|O] O] O
s30 [0+ceP|12 (o000l ]ololoj@*#|oJ/oJo] o oo O] O
Tab. 19: Rohdaten Immunhistologie Balb/c: Antikérper gegen CD4
TierNr | Inok.-Menge | Sp.-o0 Sp.-u BZS |Subep. |Lp |Anmerkungen
B13 [10° 0 0 0 (+) 0
B14 [10° 0 0 0 0 0
B15 [10° 0 0 +) o 0
B7 [10° 0 0 + (+) 0
B8 [10° 0 0 0 + (+)
B9 [10° 0 0 + + 0
B1 |10’ 0 0 0 (+) 0
B2 |10’ 0 0 +) o 0
B3 |10’ 0 0 + + 0
B10 |10’ 0 (+) ++ |+ 0
B11 |10’ 0 0 0 + 0
B12 |10’ 0 0 +) |+ 0
B4 [10° 0 0 0 + 0
0 0 0 (+) 0
B5 |10° + + ++ ++ 0
B6 |10° 0 0 0 +++ 0
B16 [10° 0 0 0 + 0
B17 |10° 0 (+) ++ |+ (+) | Nester
B18 [10° 0 0 + + 0
B19 [10%+GP |0 0 + 0 0
B20 [10°+GP |0 0 + + (+) |Nest
B21 |[10%+GP |0 0 +) o 0
BOO |ohne 0 0 (+) |0 0
AB/Keime

Legende: Sp. 0: Stratum spinosum obere Schicht Sp.-u: Stratum spinosum untere Schicht
BZS: Basalzellschicht subep.: subepithelial Lp: Lamina propria End: Endothel
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Tab. 20: Rohdaten Immunhistologie Balb/c: Antikdrper gegen CD13

TierNr | Inok.-Menge | Sp.-0 Sp.-u BZS |Subep. |[Lp Anmerkungen
B13 |10° 0 0 0 0 +) [1)
B14 |10° 0 0 0 ) + 1)
B15 |10° 0 0 0 0 +) [1)
B7 [10° 0 0 0 + + 1)
B8 [10° 0 0 0 + + 1)Photo
B9 [10° 0 0 0 ++ ++  [1)
B1 |10’ 0 0 0 +++  [+++ [1)
B2 |10’ 0 0 0 ++ [+ [1)
B3 |10’ 0 0 0 +++  [+++ [1)
B10 |10’ 0 0 0 +++ [ +++ [1)
B11 |10’ 0 0 0 +++ |0
B12 |10’ 0 0 0 +++ [ +++ [1)
B4 [10° 0 0 0 + 0
B5 [10° 0 0 0 +++ [+
B6 |10° 0 0 0 +++ |+
B16 |10° 0 0 0 +++  [++ 1)
B17 |[10° 0 0 0 +++  [++ [1)
B18 [10° 0 0 0 +++  [++ [1)
B19 [10°+GP |0 0 0 ++ + 1)
B20 [10°+GP |0 0 0 ++ + 1)
B21 [10°+GP |0 0 0 ++ + 1)
BOO |ohne AB 0 0 0 + +

ohne Keime

1) auch in Speicheldriisengewebe und Endothel

Tab. 21: Rohdaten Immunbhistologie Balb/c: Antikérper gegen CD54

TierNr | Inok.-Menge | Sp.-o Sp.-u BZS subep. |Lp |End Anmerkungen
B13 [10° 0 0 0 + 0 |+
B14 [10° 0 0 0 + 0 |+
B15 [10° 0 0 0 + 0 |+
B7 |[10° 0 0 0 + 0 |+
B8 [10° 0 0 0 + 0 |+
B9 [10° 0 0 0 + 0 |+
B1L |10’ 0 0 0 + 0 |+
B2 |10’ 0 0 0 ++ 0 |+
B3 |10’ 0 0 0 + 0 |++
B10 |10’ 0 0 0 ++ 0 |+
B11 |10’ 0 0 0 ++ 0 |+
B12 |10’ 0 0 0 + 0 |+
B4 [10° 0 0 0 +++ 0 |+++
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TierNr | Inok.-Menge | Sp.-0 Sp.-u BZS |subep. |Lp |End Anmerkungen
B5 |[10° 0 0 0 ++ 0 |[++
B6 [10° 0 0 0 +++ 0 |[+++
0 0 0 +++ 0 +++
B16 |10° 0 0 0 4+ 0 |[+++
B17 [10° 0 0 0 ++ 0 |[++
B18 [10° 0 0 0 +++ |0 |++ 1) Photo
B19 |10%+GP |0 0 0 + 0 [(#)
B20 [10%+GP |0 0 0 + 0 |+
B21 |[10%+GP |0 0 0 + 0 |+
BOO |ohne AB 0 0 0 + 0 (+)
ohne Keime

In allen Schnitten sind nicht nur einzelne Zellen, sondern auch interzellulare Raume markiert
1) streifig angeordnet

Tab. 22: Rohdaten Immunhistologie Balb/c: Antikdrper gegen CD62E

TierNr. |Inok.-Menge | Reaktion Endothel | Anmerkungen
B13 [10° 0
B14 [10° 0
B15 |[10° 0
B7 10° 0
B8 10° 0
B9 10° 0
B1 107 0
B2 10’ 0
B3 107 0
B10 |10’ 0
B11 |10’ 0
B12 |10’ 0
B4 10° 0
B5 10° 0
B6 10° 0
B16 [10° 0
B17 [10° 0
B18 [10° 0
B19 [10%+GP |0
B20 [10%+GP |0
B21 [10%+GP |0
B0OO ohne AB 0
ohne Keime
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Tab. 23: Rohdaten Immunhistologie Balb/c: Antikdrper gegen CD74

TierNr | Inok.-Menge | Sp.-0 Sp.-u BZS |Subep. |Lp |Anmerkungen
B13 [10° 0 + 0 + 0
B14 [10° 0 + 0 + 0
B15 [10° 0 + 0 + 0
B7 [10° 0 + 0 + 0
B8 [10° 0 ++ 0 + (+)
B9 [10° 0 + 0 + 0
B1 |10’ 0 0 0 (+) 0
B2 |10’ 0 + 0 + 0
B3 |10’ 0 + 0 + (+)
B10 |10’ 0 + 0 + 0
B11 |10’ 0 + 0 + (+)
B12 |10’ 0 ++ 0 + (+)
B4 [10° 0 ++ 0 + 0
B5 [10° 0 ++ 0 ++ (+)
B6 [10° 0 +++ |0 +++ (+)
B16 |10° 0 ++ 0 ++ (+)
B17 |10° 0 ++ 0 +++ +
B18 |[10°® 0 +++ |0 +++ (+)
B19 [10%+GP |0 (+) 0 (+) 0
B20 |[10°+GP |0 (+) 0 + (+)
B21 [10°+GP |0 + 0 + (+)
BOQ |ohne AB/Keime | + 0 + (+)

Tab. 24: Rohdaten Immunbhistologie Balb/c: Antikérper gegen CD80

TierNr | Inok.-Menge

N
wn
(92)
c
o
D
=)

Anmerkungen

©
o
o
&
=)

B13 [10°

B14 [10°

B15 [10°

snli=li=li{=]lin

+
IN—

B7 |[10°

B8 [10°

B9 [10°

+ |+ |+

B1 |10’

+
N—

B2 |10’

I~
+
IN—

B3 |10’

B10 |10’

+
N—

1)

B11 |10’

B12 |10’

+ |+ [+ ]+ [+

B4 [10°

B5 [10°

~
+
N

B6 |[10°

OO0 |I0 0|00 |0|0|0|0|0|0|0|O0|0|V

OO0 |I0 0|00 |0|0|0|0 0|00 |O0|0|V

OO0 |0|0|0|0|0O|0|0|0|0|0|O0|0|O0|Wm

OO0 |I0 0|0 OO0 0|00 |0|0|0

+ |+

B16 [10°
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TierNr | Inok.-Menge Anmerkungen

B17 |[10°

B18 [10°

B19 [10%+GP

B20 [10%+GP

B21 [10%+GP

OO0 |0O|0|0|0Ww
OO0 |0O|0|0|0Ww
oO|O|0O|O0|0|Oo|m
O|I00|0 0|+

OOOO++_€

B0OO |ohne
AB/Keime

1) massiv, dort wo auch PMN’s liegen, nur eine Stelle

Tab. 25: Rohdaten Immunhistologie Balb/c: Antikérper gegen CD86

TierNr | Inok.-Menge | Sp.-0 Sp.-u BZS |Subep. |[Lp |Anmerkungen
B13 [10° 0 0 0 +) 0
B14 [10° 0 0 0 0 0
B15 [10° 0 0 0 0 0
B7 [10° 0 0 0 + 0
B8 [10° 0 0 0 + 0
B9 [10° 0 0 0 + 0
B1L |10’ 0 0 0 + 0
B2 |10’ 0 0 0 (+) 0
B3 |10’ 0 0 0 + 0
B10 |10’ 0 0 0 + 0
B11 |10’ 0 0 0 + 0
B12 |10’ 0 0 0 + 0
B4 |10° + + + +++ 0
B5 |[108 + + + ++ 0
B6 |10° + + + +++ 0
B16 |10° + + 0 +++ +
B17 |108 0 (+) + 4+ +
B18 [10° 0 (+) (+)  |[++ +
B19 [10°+GP |0 (+) (+)  |++ +
B20 [10°+GP |0 (+) 0 ++ (+)
B21 [10%+GP |0 0 0 (+) 0
BOO ohne AB/Keime 0 0 0 ++ 0




8 ANHANG 146

Tab. 26: Rohdaten Immunhistologie Balb/c: Antikdrper gegen CD103

TierNr | Inok.-Menge | Sp.-0 Sp.-u BZS |Subep. |[Lp |Anmerkungen
B13 |10° 0 0 + + 0

B14 |10° 0 0 ) | 0

B15 |10° 0 0 (+) |o 0

B7 [10° 0 0 + (+) 0

B8 [10° 0 0 +) |0 0

B9 [10° 0 0 + + 0

B1 |10’ 0 0 ) | 0

B2 |10’ 0 0 ) | 0

B3 |10’ 0 + (+) |0 0

B10 |10’ 0 + + + 0 [1) Photo
B11 |10’ 0 0 + + 0

B12 |10’ 0 + + + 0

B4 [10° 0 ++ +++ |+ 0 |1

B5 |10° 0 0 ++ |+ 0

B6 [10° 0 + +++ |+ 0 |2

B16 |10° 0 + +++ |+ 0

B17 |10® 0 + +++ [+ 0 |Photo
B18 [10® 0 + +++ |+ 0

B19 |10°+GP |0 0 (+) |o 0

B20 [10°+GP |0 (+) +) |+ 0

B21 [10°+GP |0 (+) (+)  |[(+) 0

BOQ |ohne AB/Keime | () 0 + (+) 0

1) DZ auch massiv im Stratum spinosum 2) viele Neste, dazwischen nichts markiert

Tab. 27: Rohdaten Immunhistologie SCID: Antikdrper gegen CD4

TierNr | Inok.-Menge | Sp.-o Sp.-u BZS |subep. |[Lp |[Anmerkungen
S17 [10* 0 0 0 (+) 0
s18 [10° 0 0 0 (+) 0
s22 |10° 0 0 0 0 0
S23 [10° 0 0 0 (+) 0
S24 [10° 0 0 0 (+) 0
s4 |10° 0 0 0 +) 0
S5 [10° 0 0 0 0 0
s6 [10° 0 0 0 +) 0
S7  [10° 0 0 0 0 0
(+) 0 0 (+) 0
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TierNr | Inok.-Menge | Sp.-0 Sp.-u BZS |subep. |[Lp |Anmerkungen
S8 [10° 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
S9 [10° 0 0 0 0 0
S1  [107 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
S2 [107 0 0 + + 0
0 + ) |+ 0
sS3 |10’ 0 0 ) |[(® 0
0 0 0 0 0
S10 [107 + + + + 0
S11 [107 0 0 0 0 0
S12 [10° 0 0 + 0 0
S13 |ohne Keime |Q 0 0 (+) 0
S14 |ohne Keime |Q 0 0 0 0
S15 |ohne Keime |Q 0 0 (+) 0
S16 keine AB/Keime 0 0 0 0 0
S19 [10°+GP 0 0 + |o 0
S20 [10°+GP 0 0 0 0 0
S21 [10°+GP 0 0 0 (+) 0
S25 |nur GP 0 0 0 0 0

Legende: Sp. o:Stratum spinosum obere Schicht Sp.-u: Stratum spinosum untere Schicht

BZS: Basalzellschicht subep.: subepithelial Lp: Lamina propria End: Endothel

Tab. 28: Rohdaten Immunhistologie SCID: Antikorper gegen CD13

TierNr | Inok.-Menge | Sp.-0 Sp.-u BZS |subep. |Lp Anmerkungen
S17 [10* 0 0 0 (+) 0
0 0 0 +) 0
S18 [10* 0 0 0 (+) 0
0 0 0 + +
S22 [10° 0 0 0 + +
S23 [10° 0 0 0 ++ 0
0 0 0 ++ + 1)
S24 [10° 0 0 0 ++ 0
sS4 [10° 0 0 0 ++ +
S5 [10° 0 0 0 + +
S6 [10° 0 0 0 ++ 0
S7  |10° 0 0 0 +++ +++
0] 0 0 +++ ++
S8  [10° 0 0 0 +++ ot
0 0 0 ++ ++
S9 [10° 0 0 0 ++ +++
S1  |107 0 0 0 +++ +
0 0 0 +++ + 1)
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TierNr | Inok.-Menge | Sp.-o Sp.-u BZS |subep. |Lp Anmerkungen
s2 |10’ 0 0 0 +++ +
0 0 0 ++ ++
S3 |10’ 0 0 0 +H+ [+
0 0 0 ++ +
S10 |10’ 0 0 0 +++ |0
0 0 0 ++ (+)
S11 |10’ 0 0 0 +++ |+
S12 |10’ 0 0 0 +++ |+ 1)
0 0 0 +++ 0
S13 |ohne Keime |Q 0 0 + +
0 0 0 + 0
S14 |ohne Keime |Q 0 0 + +
0 0 0 + 0
S15 |ohne Keime |Q 0 0 + +
S16 ohne AB/ Keime 0 0 0 + +
S19 |10°+GP 0 0 0 + (+)
S20 |10°+GP 0 0 0 (+) +
S21 [10°+GP |0 0 0 + +
S25 |nur GP 0 0 0 (+) + 2)

1) in einigen Bereichen viel, anderen sehr wenig

2) um Ausfuihrungsgange herum

Tab. 29: Rohdaten Immunhistologie SCID: Antikdrper gegen CD54

TierNr | Inok.-Menge | Sp.-o Sp.-u BZS |subep. |Lp |End Anmerkungen
S17 [10* 0 0 0 + 0 |+

0 0 0 0 0 |0 1)
s18 [10* 0 0 0 + 0 |+
S22 |10° 0 0 0 +++ |0 [+++ [2)
S23 [10° 0 0 0 +++ |0 |+++
S24 [10° 0 0 0 +++ 0 |[+++
sS4 |10° 0 0 0 ++ 0 |[+++
S5 [10° 0 0 0 +++ |0 [++
S6 |10° 0 0 0 ++ 0 |[+++
S7  [10° 0 0 0 +++ |0 |+++ [3)
S8 [10° 0 0 0 ++ 0 |[+++
S9  |10° 0 (+) 0 4+ 0 |[+++
Ss1 |10’ 0 4)
s2  |107 0 0 0 +++ 0 |[+++
sS3 |10’ 0 0 0 +++ |0 |++ 5)

0 0 0 +++ 0 +++ 3)
S10 [10° 0 0 0 +++ |0 |+++
S11 [107 0 0 0 +++ 0 |[+++
S12 |10’ 0 0 0 +++ |0 |+++ |6)
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TierNr | Inok.-Menge | Sp.-o Sp.-u BZS |subep. |Lp |End Anmerkungen
S13 |ohne Keime |(Q 0 0 + 0 +

S14 |ohne Keime |Q 0 0 + 0 ++ 6) 7)

S15 |ohne Keime |Q 0 0 + 0 ++ 6)

S16 ohne AB/Keime 0 0 0 ++ 0 ++

S19 [10>+GP [0 0 0 + 0 [+

S20 [10°+GP [0 0 0 + 0 [+

S21 [10°>+GP |0 0 0 + 0 [+

S25 |nur GP 0 0 0 + 0 |+

Legende zu Tab. 29: 1) nur feine Linie subepithelial an Markierung 2) an einigen Stellen ,Ballungszen-
tren" 3) Ballungszentren, dort wo monozytéares Band vorhanden 4) Schnitt nekrotisch 5) auch Zungen-
unterseite 6) nur Zungenriicken 7) Artefakt?

Tab. 30: Rohdaten Immunhistologie SCID: Antikdrper gegen CD62E

TierNr | Inok.-Menge | Reaktion Endothel | Anmerkungen
S17 [10* 0
s18 |10* 0
S22 [10° 0
S23 [10° 0
S24 [10° 0
sS4 [10° 0
S5 [10° 0
S6 [10° 0
S7  [10° 0
S8  [10° 0
S9 [10° 0
S1 |10 0
S2 [107 0
sS3 |10 0
S10 [10° 0
S11 [10° 0
S12 |107 0
S13 |ohne Keime |Q
S14 |ohne Keime |Q
S15 |ohne Keime |Q
S16 ohne AB/Keime 0
S19 [10°+GP 0
S20 [10°+GP 0
S21 [10°+GP 0
S25 |nur GP 0
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Tab. 31: Rohdaten Immunhistologie SCID: Antikdrper gegen CD74

TierNr | Inok.-Menge | Sp.-0 Sp.-u BZS |subep. |Lp |Anmerkungen
S17 [10° 0 ++ 0 +++ +

s18 [10° 0 ++ 0 +++ |+

S22 |10° 0 + 0 + (+) [1)
sS23 |10° 0 + 0 + (+)
S24 |10° 0 + 0 +++ [ (4)

sS4 [10° 0 + 0 + 0

S5 |10° 0 + 0 + (+)

S6 [10° 0 ++ 0 + 0

S7 |10° 0 + 0 +++ [ (4)

s8 [10° 0 + 0 ++ (+)

S9 [10° + ++ 0 +++ |0 |Photo LHZ
S1 |10’ 0 + (+) |++ 0

S2 [107 0 + (+)  |+++ +

S3  |107 0 + 0 ++ (+)
S10 |10’ 0 + 0 +++ |0

S11 |10’ 0 0 0 +++ [ (4)
S12 |10’ 0 ++ 0 +++ | (4)
S13 |ohne Keime |0 + + + (+)
S14 |ohne Keime |Q (+) + + (+)
S15 |ohne Keime |[Q + (+) + (+)
S16 |ohne AB/Keime | ++ 0 + + 2)
S19 [10°+GP__ |0 + 0 + + 2
S20 [10>+GP |0 + 0 + +

S21 [10°>+GP |0 + 0 + +

S25 [nur GP 0 + () |+ (+)

1) in Nestern  2) gleichméRige Verteilung, keine Nester

Tab. 32: Rohdaten Immunhistologie SCID: Antikdrper gegen CD80

TierNr | Inok.-Menge | Sp.-0 Sp.-u BZS |subep. |Lp |Anmerkungen
S17 [10* 0 0 0 (+) 0
s18 [10° 0 0 0 (+) 0
S22 [10° 0 0 0 0 0
S23 [10° 0 0 0 0 0
S24 [10° 0 0 0 0 0
sS4 [10° 0 0 0 0 0
S5 [10° 0 0 0 0 0
s6 |10° 0 0 0 +) 0
S7  [10° 0 0 0 0 0
S8 [10° 0 0 0 0 0
S9 [10° 0 0 0 0 0
S1 [107 0 0 0 0 0
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TierNr

Inok.-Menge

o
o

©
=

N
(2]

subep.

o

Anmerkungen

S2

10’

(+)

S3

10’

1) Photo

S10

10’

S11

10’

(+)

S12

10’

S13

ohne Keime

S14

ohne Keime

S15

ohne Keime

S16

ohne AB/Keime

OO0 |0O|0|0|0|0|0|IT

+
N—

S19

10°+GP

S20

10°+GP

S21

10°+GP

S25

nur GP

O|I0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0W!W

OO0 |0 0|00 |0|0|0|0|0|0Ww

OO0 |0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|T

OOOOOOOO’_‘F
N—

ellellelle]

1) nur an einer Stelle, dort liegen auch Entziindungszellen

Tab. 33: Rohdaten Immunhistologie SCID: Antikorper gegen CD86

TierNr | Inok.-Menge | Sp.-0 Sp.-u BZS |subep. |Lp |Anmerkungen
S17 |10° 0 0 + + 0
0 0 0 +) 0
s18 |10* 0 0 + + 0
0 0 0 +) 0
S22 [10° 0 0 0 + +
S23 [10° 0 0 0 + 0
+ + 0 ++ +
S24 [10° 0 0 0 + 0
0 0 0 (+) (+)
sS4 [10° 0 0 0 + (+)
S5 [10° 0 0 0 ++ 0
S6 [10° 0 0 0 + 0
S7  |10° 0 0 0 + 0
s8 [10° 0 0 0 +) 0
S9 [10° 0 0 0 + +
0 0 0 + + Photo DZ
S1 |10’ 0 0 0 +) 0
s2 |10’ 0 0 0 +) 0
S3  [107 0 0 + + 0
0 0 + + 0
S10 |10 + + 0 ++ ++
0 0 0 + 0
S11 |10’ 0 0 0 (+) (+)
S12 [107 0 0 0 +++ ++
+ + 0 ++ 0]
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TierNr | Inok.-Menge | Sp.-o Sp.-u BZS |subep Lp | Anmerkungen
S13 |ohne Keime |Q 0 (+) 0 0
0 0 0 0 (+)
S14 |ohne Keime |Q 0 0 0 0
0 0 0 0 (+)
S15 |ohne Keime |Q 0 0 0 0
S16 |ohne AB/Keime | 0 0 (+) (+)
S19 |10°+GP 0 0 0 + (+)
S20 [10°+GP__ |0 0 0 + +
S21 [10°>+GP |0 0 0 + ++
S25 |nur GP 0 0 0 (+) +

Tab. 34: Rohdaten Immunhistologie SCID: Antikdrper gegen CD103

TierNr | Inok.-Menge | Sp.-0 Sp.-u BZS |subep. |Lp |Anmerkungen
S17 [10* 0 0 + + 0 [1)
s18 107 0 0 + + 0 [1)
S22 |10° 0 0 ++ |+ 0
S23 |10° 0 (+) ++ |+ 0 [1)
S24 |10° 0 (+) ++  |++ 0 |Photo DZ
sS4 |10° 0 (+) + + 0
S5 [10° 0 0 ++  |++ 0
s6  |10° 0 (+) ++ |+ 0
S7 [10° 0 0 + + 0
S8 |10° 0 0 +) o 0

0 0 + 0 0
S9 [10° 0 (+) + + 0
S1 |107 0 0 0 0 0
s2 |10’ 0 0 + + 0 |2
S3  |107 0 0 + + 0
S10 |10° 0 0 + + (+)
S11 |10’ 0 (+) + + 0
S12 |10’ 0 0 ++ |+ 0
S13 |ohne Keime |(Q 0 + 0 0
S14 |ohne Keime |(Q 0 + + 0
S15 |ohne Keime |Q 0 + (+) 0
S16 ohne AB/Keime 0 0 + + 0
S19 |[10°+GP |0 0 OIG 0
S20 |10°+GP |0 0 | 0
S21 |10°+GP |0 0 + + 0
S25 |nur GP 0 0 + + 0

1) in Nestern

2) viel Hintergrundmarkierung
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gen.
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