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Abstrakt (Deutsch) 

Die Campylobacteriose ist aktuell die häufigste meldepflichtige bakterielle Durchfallerkrankung 

in der Europäischen Union und in den Industrienationen weltweit.  Durch den Konsum 

kontaminiertem Fleisch wird die Erkrankung aus der Nutztierhaltung über die 

Fleischproduktion auf den Menschen übertragen. Zusätzlich entwickelt Campylobacter aktuell 

gegen klinisch wichtige Antibiotika zunehmende Resistenzen. Da keine Daten zur Wirksamkeit 

alternativer Wirkstoffe gegen Campylobacter vorliegt, ist die Entwicklung neuer Strategien für 

die Prophylaxe und Therapie der Campylobacteriose ein grundlegendes Anliegen der 

medizinischen Forschung weltweit. In unseren präklinischen Interventionsstudien haben wir 

die antimikrobiellen und immunmodulatorischen Eigenschaften von Carvacrol, Ascorbinsäure 

(Vitamin C) und 25-OH-Cholecalciferol (Vitamin D) gegen die akute Campylobacteriose im 

murinen Infektionsmodell untersucht. 

Sekundär abiotische Interleukin-10-defiziente Mäuse, die mit Carvacrol und Vitamin C 

vorbehandelt worden waren, wiesen eine geringere Belastung mit C. jejuni-Bakterien im Colon 

auf und zeigten im Vergleich zu den Placebo-Kontrolltieren eine signifikant verminderte 

Symptomatik der Campylobacteriose. Diese Besserung war auf eine Reduktion der Apoptose 

und der pro-inflammatorischen Immunreaktionen im Darm zurückgeführt werden. 

Auch die perorale prophylaktische Behandlung mit Vitamin D bewirkte eine signifikante 

Besserung der Campylobacteriose, die ebenfalls auf immunmodulatorische Wirkungen auf die 

durch C. jejuni induzierte Enterokolitis zurückgeführt werden konnten. Die in unserem 

standardisierten präklinischen Mausmodell für die akute humane Campylobacteriose 

beobachteten prophylaktischen und therapeutischen Wirkungen der Moleküle gegen die 

schwere, durch C. jejuni-induzierte Infektionskrankheit zeigt erstmals, dass die Anwendung 

definierter Vitamine und pflanzlicher Verbindungen mit antimikrobiellen und/oder 

entzündungshemmenden Eigenschaften eine vielversprechende neue Option für die 

Behandlung der Campylobacteriose darstellen. Die antimikrobiellen Wirkungen weisen darauf 

hin, dass die Substanzen auch für eine Verringerung der Kolonisierung von C. jejuni im Darm 

von Nutztieren geeignet sein könnten.
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Abstract (English) 

Campylobacteriosis is currently the most common bacterial gastrointestinal infection 

worldwide. By consuming contaminated meat, the bacteria can transmit from livestock animals 

to humans. In addition, Campylobacter develop currently increasing resistance to clinically 

important antibiotics. Since no data are available on the effectiveness of alternatively active 

substances against Campylobacter, the development of new strategies for the prophylaxis and 

therapy of campylobacteriosis is a fundamental concern of medical research worldwide. In our 

preclinical intervention studies, we examined the antimicrobial and immunomodulatory 

properties of carvacrol, ascorbic acid (vitamin C) and 25-OH-cholecalciferol (vitamin D) against 

acute campylobacteriosis in a murine infection and inflammation model. 

Secondary abiotic interleukin-10 deficient mice that had been pretreated with carvacrol and 

vitamin C experienced less exposure to C. jejuni bacteria in the colon and showed significantly 

reduced symptoms of campylobacteriosis compared to the placebo control animals. This 

clinical improvement was due to a reduction in apoptosis and pro-inflammatory immune 

responses in the intestine. 

Peroral prophylactic treatment with vitamin D also brought about a significant improvement in 

campylobacteriosis, which could also be attributed to immunomodulatory effects on 

enterocolitis induced by C. jejuni. The prophylactic and therapeutic effects of the molecules 

against the severe infectious disease induced by C. jejuni, observed in our standardized 

preclinical mouse model for acute human campylobacteriosis, showed for the first time that the 

use of defined vitamins and plant compounds with antimicrobial and/or anti-inflammatory 

properties is a very promising new option for the treatment of campylobacteriosis. The 

antimicrobial effects indicate that the substances could also be suitable for reducing the 

colonization of C. jejuni in the intestines of farm animals.  
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1. Einführung 

1.1 Die Campylobacter-Infektion  

Die Campylobacteriose ist aktuell die häufigste meldepflichtige bakterielle Durchfallerkrankung 

in der Europäischen Union und in den Industrienationen weltweit. Die kontinuierlich steigenden 

Fallzahlen der Campylobacteriose, die die Meldungen der Salmonellosen übertreffen, stellen 

ein aktuelles globales Problem dar [1]. Unter mehr als 30 Campylobacter-Arten und -

Subspezies sind C. jejuni und C. coli die häufigsten Subpopulationen, die Infektionen beim 

Menschen hervorrufen, wobei die meisten gemeldeten Infektionen durch C. jejuni verursacht 

werden [2]. 

Die C. jejuni-Bakterien sind Gram-negative, spiralförmig gekrümmte Stäbchen, die durch ihre 

Flagellen sehr beweglich sind [3]. Sie wachsen in einem Temperaturbereich zwischen 37 und 

42°C unter mikroaerophilen Bedingungen. C. jejuni kommt in Oberflächengewässern vor und 

ist Teil der natürlichen Darmmikrobiota einer Vielzahl von Wildtieren und Nutztieren. Die 

Infektion beim Menschen wird in den meisten Fällen durch unzureichend gegartes  

Geflügelfleisch verursacht [4-6]. Die Resultate einer neuen Studie belegen die Übertragung 

von C. jejuni von Hühnern auf Menschen und unterstreicht die Tatsache, dass der Konsum 

von Geflügel als Hauptquelle menschlicher C. jejuni-Infektionen gilt [7]. In zahlreichen Studien 

wurden C. jejuni und C. coli aber auch in Erbsen [8], Spinat und Radieschen [9] nachgewiesen. 

Die beobachtete Kontamination von Gemüse kann durch deren Bewässerung mit 

kontaminiertem Wasser und/oder die Verwendung natürlicher Düngemittel erfolgen [10]. 

Tatsächlich infizieren sich Menschen in den meisten Fällen durch den Verzehr von nicht 

gekochtem Fleisch kontaminierter Nutztiere oder durch die Aufnahme von Rohmilch und 

Oberflächenwasser, die C. jejuni enthalten [3,5]. 

Je nach Campylobacter-Stamm und dem Immunstatus der infizierten Menschen kann das 

Krankheitsbild variieren. Die Patienten können einen hochakuten und schweren 

Symptomkomplex entwickeln, der von wässrigem Durchfall und/oder Bauchkrämpfen bis zu 

schwerer Campylobacteriose reicht, gekennzeichnet durch blutigen entzündlichen Durchfall 

und systemische Entzündungsreaktionen, einschließlich Fieber [4]. Normalerweise ist die 

Infektion selbstlimitierend und dauert mehrere Tage bis maximal zwei Wochen [5]. Gemäß den 

Empfehlungen der S2k-Leitlinie "Akute infektiöse Gastroenteritis“ sollte bei einer C. jejuni-

Infektion keine antibiotische Behandlung durchgeführt werden, wenn eine Besserung der 

klinischen Symptome festgestellt wurde [11]. Nach einer Infektion mit C. jejuni können sich 

postinfektiöse Komplikationen wie das Guillain-Barré-Syndrom (GBS), das Miller-Fisher-

Syndrom (MFS), die reaktive Arthritis (RA) und chronisch entzündliche Darmerkrankungen 

(engl. inflammatory bowel diseases, IBD) entwickeln [5]. Bei schwerem Krankheitsbild, 

fehlender klinischer Besserung oder Immunsuppression sollte unter Beachtung der 
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Resistenztestung eine antibiotische Behandlung mit Azithromycin (bevorzugt) oder 

Ciprofloxacin durchgeführt werden [11]. 

Klinische Studien ergaben, dass Strukturen an der Zelloberfläche von Gram-negativen 

Bakterien (zum Beispiel Lipopolysaccharid-Struktur; LPS) das Krankheitsbild signifikant 

beeinflussen können [12]. Die Lipooligosaccharid (LOS) -Strukturen in der äußeren 

Zellmembran von C. jejuni, vor allem in sialylierter Form, spielen sowohl bei der Schwere der 

Campylobacteriose durch die Hyperaktivierung des angeborenen Immunsystems als auch bei 

der Entwicklung postinfektiöser Komplikationen eine wichtige Rolle [13].  

Das LOS der C. jejuni-Bakterien besteht aus der hydrophoben Lipid-A-Einheit und einem 

Oligosaccharid mit einem konservierten inneren und einem variablen äußeren Kern [14]. Trotz 

der Abwesenheit des für LPS charakteristischen O-Antigens ist die Struktur von C. jejuni-LOS 

variabel [5,14]. Verantwortlich dafür sind die kodierenden Gene für LOS, die an einem 

hypervariablen Ort mit circa 20 identifizierten Klassen lokalisiert sind [15]. Molekulare Analysen 

zeigten, dass die Unterschiede in der LOS-Struktur auch durch horizontalen Gentransfer 

zwischen verschiedenen C. jejuni-Stämmen übertragbar sind [16].  Die Mehrheit der C. jejuni-

Stämme produzieren sialyliertes LOS, dessen Struktur den neuronalen Gangliosiden des 

Menschen sehr ähnlich sind [17]. In klinischen Studien wurde gezeigt, dass die Infektion mit 

C. jejuni-Stämmen, die die sialylierten LOS-Typen A, B und C produzieren, signifikant mit 

einem schweren Verlauf der Enteritis assoziiert sind, der wiederum das Risiko für die 

Entwicklung der oben genannten Autoimmunerkrankungen erhöht. Für die 

Immunpathogenese des GBS wird daher zurecht vermutet, dass gegen C. jejuni-LOS 

gerichtete Antikörper mit peripheren Nerven reagieren und die Krankheit so auslösen [18]. 

Die spezifische Bindung der Lipid-A-Einheit des C. jejuni-LOS sowie des LPS durch den 

Toll-Like-Rezeptor (TLR) -4 des angeborenen Immunsystems löst eine Signalkaskade aus, die 

beim Menschen besonders stark ausgeprägt ist. So sind Mäuse und Hühner 10.000- bzw. 

100.000-fach resistenter gegen LOS und LPS als der Mensch [19]. 

Beim Menschen führt die Bindung von C. jejuni-LOS an TLR4 über die Produktion von 

inflammatorischen Zytokinen zu einer Hyperaktivierung des angeborenen Immunsystems, die 

über die Akkumulation von Granulozyten im Darmgewebe die Symptomatik der schweren 

Enteritis bewirkt. Die Entwicklung einer menschlichen C. jejuni-induzierten Enterokolitis tritt in 

verschiedenen Stadien auf, die durch unterschiedliche Immunantworten gekennzeichnet sind 

[5,20]. Im Frühstadium (in der ersten Woche während einer akuten Enterokolitis) werden 

pathologische epitheliale Veränderungen vorwiegend in distalen Teilen des Dickdarms durch 

eine massive Anreicherung von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten in Krypten und 

in der Lamina propria verursacht. Im späteren Stadium (in der zweiten Woche) sind die 

Entzündungssymptome weniger ausgeprägt, und die Regeneration der betroffenen Epithelien 

beginnt. Nach zwei Wochen sind die entzündlichen Veränderungen dann fast vollständig 
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abgeklungen. Interessanterweise wurden C. jejuni-Bakterien unabhängig vom 

Infektionsstadium immunhistochemisch in Kolonbiopsien nachgewiesen, die von Patienten mit 

C. jejuni-positiven Stuhlkulturen stammen [20]. Diese Befunde sind für das Verständnis der 

molekulare Immunpathologie der Campylobacteriose und damit für die Behandlung von 

grundlegender Bedeutung.  

 

1.2 Sekundär abiotische IL-10-/- Mäuse als C. jejuni Infektionsmodel 

Seit der Entdeckung von Campylobacter-Arten als Darmpathogene (wahrscheinlich durch 

Theodor Escherich Ende des 19. Jahrhunderts  [21]) wurde die Erforschung der 

Immunpathogenese der Campylobacteriose durch das Fehlen zuverlässiger experimenteller 

in vivo-Modelle erschwert [22]. Diverse Wirbeltierarten, wie  Ferkel und Frettchen, die ähnlich 

LPS/LOS-empfindlich wie der Mensch sind, wurden erfolgreich für die Induktion der  

Darmentzündung durch C. jejuni verwendet; aber die begrenzte Verfügbarkeit genetisch 

standardisierter Tiere schränkte die breite Verwendung dieser Modellorganismen für die 

Campylobacteriose-Forschung ein [5,19,22].   

Die physiologischen und genetischen Ähnlichkeiten zwischen Mäusen und Menschen haben 

Mäuse als Modellorganismus für das Studium der Humanbiologie ins Rampenlicht gerückt. 

Jedoch sind die Mäuse gegen LPS/LOS 10.000-fach resistenter als Menschen und reagieren 

deshalb auf die Kolonisierung des Darms mit C. jejuni nicht mit Entzündungsreaktionen, die 

denen des Menschen ähnlich sind  [5,19].  

Um ein klinisches Mausmodell für die schwere Campylobacteriose des Menschen zu 

etablieren, nutzten wir die bereits von Mansfield et al. [23] und Lippert et al. [24] beschriebenen 

Interleukin 10-defizienten (IL-10-/-) Mäuse, die wegen des Fehlens von IL-10 gegen LOS/LPS 

sensibel sind [25]. Die IL-10-/- Mäuse entwickeln nach Infektion mit C. jejuni eine schwere 

Enteritis, die klinische und histopathologische Schlüsselmerkmale der menschlichen 

Campylobacteriose widerspiegelt [26]. Der Mangel an dem entzündungshemmenden Zytokin 

IL-10 verstärkt die TLR4-abhängigen angeborenen Immunantworten. Dies führt zur Aufhebung 

der murinen LOS/LPS-Resistenz [5,25,26]. Aufgrund der fehlenden IL-10-abhängigen 

Regulation der Immunreaktion entwickeln IL-10-/- Mäuse, die unter konventionellen 

Bedingungen aufgezogen werden, innerhalb von 9 bis 12 Wochen eine spontane chronische 

Kolitis als Immunantwort auf ihre eigene kommensale Darmmikrobiota. Daher wurden IL-10-/- 

Mäuse unmittelbar nach dem Absetzen vom Muttertier mit einem Antibiotika-Cocktail 

vorbehandelt, um die physiologische Kolonisation, die eine C. jejuni-Infektion verhindert, zu 

beseitigen und mögliche kolitogene Reize aus der Darmmikrobiota zu eliminieren, die zu einer 

chronischen Kolitis bei IL-10-/- Mäuse führen.  

In diesen sekundär abiotischen IL-10-/- Mäusen ist C. jejuni nach einer peroralen Infektion in 

der Lage, den Darm innerhalb einer Woche in hohen Konzentrationen zu besiedeln, und die 
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Bakterien verursachen eine nicht-selbstlimitierende, akute Enterokolitis, die durch blutigen und 

entzündlichen Durchfall gekennzeichnet ist [26]. Darüber hinaus sind sowohl durch C. jejuni 

induzierte angeborene als auch adaptive pro-inflammatorische Immunantworten nicht auf den 

Darmtrakt beschränkt, sondern können auch in extraintestinalen Organen einschließlich 

systemischer Kompartimente beobachtet werden [5]. Das sekundär abiotische IL-10-/- 

Mausmodell hat sich somit für die Untersuchung der Immunopathologie der 

Campylobacteriose und von definierten Virulenz-Faktoren von C. jejuni bewährt und konnte 

als präklinisches Modell standardisiert werden. 

 

1.3 Naturstoffe als neuartige immunmodulierende Therapie-Strategie bei 

Darmentzündungen 

Pflanzen produzieren eine große Vielfalt an antimikrobiellen Molekülen, die allgemein als 

Phytoalexine klassifiziert werden. Die Struktur dieser Phytoalexine umfasst Terpenoide, 

Glykosteroide, Flavonoide und Polyphenole und ist daher sehr variabel [27]. Zahlreiche in vitro- 

und in vivo-Studien haben bereits die antimikrobielle Wirkung verschiedener Naturstoffe, wie 

zum Beispiel Resveratrol [28], Curcumin [29], Kardamom [30] und Urolithin A [31] gegen 

Campylobacter aber auch gegen diverse Viren, Pilz- und anderen Bakterienarten gezeigt. Der 

Einsatz dieser natürlichen Wirkstoffe gegen Pathogene könnte die Resistenzbildung 

gegenüber Antibiotika vermeiden; zudem, therapeutisch eingesetzt, könnten sie Infektionen 

verhindern und das Immunsystem stärken.  

 

1.3.1 Ascorbinsäure (Vitamin C) 

Die phenolische Verbindung Ascorbinsäure (Vitamin C) ist ein Bestandteil von Zitrusfrüchten, 

Kiwis, Mangos, Erdbeeren, Papayas und Tomaten, aber auch grünes Blattgemüse und 

Brokkoli enthalten Vitamin C in hohen Konzentrationen [32,33]. Vitamin C wird nicht nur von 

verschiedenen Pflanzenarten gebildet. Hefen produzieren D-Erythroascorbat, ein Ascorbat-

Analogon [34]. Tiere, Pflanzen und Pilze haben sehr unterschiedliche Wege für die Vitamin-C-

Biosynthese entwickelt. Bei Tieren wird D-Glucuronat, das von Uridindiphosphat-Glucuronat 

abgeleitet ist, zu L-Gulonat reduziert, welches in sein Lacton umgewandelt wird, das durch l-

Gulonolactonoxidase zu L-Ascorbat oxidiert [35]. Interessanterweise kann die Mehrheit der 

Wirbeltiere Vitamin C aus Glukose synthetisieren, aber einige Säugetiere, darunter 

Meerschweinchen und Menschen, haben diese Fähigkeit aufgrund eines Mangels an L-

Glucono-γ-Lactonoxidase verloren, die für die Synthese von Vitamin C erforderlich ist [36,37]. 

Daher ist eine Vitamin-C-Aufnahme durch die Nahrung zur Abdeckung des allgemeinen 

Bedarfs für den Menschen (100 bis 200 mg pro Tag) und zur Verhinderung von 

Mangelzuständen, die zu Skorbut führen, essentiell [32].  
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Es ist bekannt, dass Vitamin C immunstimulierende und anti-inflammatorische Eigenschaften 

hat, die vor Infektionen schützen können [37]. Mehrere Studien haben zudem gezeigt, dass 

Vitamin C antimikrobielle Wirkungen gegen verschiedene Bakterienarten wie Mycobacterium 

tuberculosis [38], Staphylococcus aureus [39], Escherichia coli [40], Helicobacter pylori [41,42] 

und Salmonella-Spezies [43,44] aufweist.  

Vitamin C kann M. tuberculosis, einschließlich mehrerer multiresistenter Stämme, direkt durch 

die Erzeugung oxidativer Radikale, die durch Fenton-Reaktion entstehen, abtöten [45]. In den 

1980er Jahren wurde gezeigt, dass Vitamin C in Kombination mit Linalool und Kupfer 

synergistische Aktivitäten gegen C. jejuni aufweist  [46-48]. Durch die Ergebnisse dieser 

Studien wurde auch bestätigt, dass Vitamin C (0,5 mg/mL) das Wachstum von C. jejuni in vitro 

hemmt und dass diese Wirkung durch Oxidationsprodukte wie L-Dehydroascorbinsäure oder 

L-Diketogulonsäure verursacht wird [46]. Es ist bemerkenswert, dass Vitamin C in 

Konzentrationen unter 1 mmol/L das Wachstum von C. jejuni stimulierte, während 5 mmol/L 

Vitamin C für das Pathogen letal wirkte. Diese bakterizide Wirkung wurde durch ansteigende 

Sterberaten von C. jejuni in kontaminiertem Putenfleisch nach einer Behandlung mit Vitamin 

C (5 mmol/kg) bestätigt [48]. Jedoch wurden bisher keine Studien durchgeführt, in denen die 

Wirkung von Vitamin C gegen die Campylobacteriose in vivo untersucht wurde. 

 

1.3.2 Carvacrol 

Das lipophile Monoterpenoid 4-Isopropyl-2-methylphenol Carvacrol ist  Hauptbestandteil der 

ätherischen Öle von Thymian, Oregano und anderen Heilpflanzen, die eine Vielzahl von 

medizinisch belegten gesundheitsfördernden Wirkungen aufweisen [49]. Für Carvacrol wurde 

gezeigt, dass es eine Vielzahl verschiedener enzymatischer Funktionen beeinflusst, die die 

anxiolytischen, spasmolytischen, zellregenerativen, immunmodulierenden und tumortoxischen 

Aktivitäten erklären, die das Molekül im Körper des Menschen bewirkt [49,50]. Auch ist bekannt, 

dass die Terpenoide inklusive Carvacrol antimikrobielle Wirkungen haben, die gegen eine 

Vielzahl von Viren und Mikroorganismen wirksam sind.  

Aktuell ist Carvacrol aufgrund seiner natürlichen antimikrobiellen Wirkung gegen mehrere 

durch Lebensmittel übertragene Krankheitserreger wie beispielsweise E. coli, Salmonella [51] 

und Campylobacter [52,53], im Fokus der Infektionsforschung. In vitro-Studien haben gezeigt, 

dass Carvacrol aufgrund seiner lipophilen Eigenschaften in bakteriostatischen 

Konzentrationen Veränderungen in der Fettsäurezusammensetzung der 

Bakterienzellmembranen  induzieren kann [54]. In bakteriziden Konzentrationen 

permeabilisiert Carvacrol sogar die äußere Membran von Gram-negativen Bakterien [55]. 

Darüber hinaus besitzt Carvacrol eine ATPase-inhibierende Aktivität und soll als 

Protonenaustauscher wirken, der den pH-Gradienten über die zytoplasmatische Membran 

verringert. Die daraus resultierenden Änderungen des ATP-Pools wirken bakterizid und führen 
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zum Absterben der Bakterien [56]. Zusätzlich konnte Carvacrol die C. jejuni-Belastung in 

Darmproben von Hühnern durch die Hemmung der Expression von Virulenz-Faktoren und 

durch die Blockierung der C. jejuni-Invasion in Hühnerzellen reduzieren [57]. Daher stellt 

Carvacrol ein vielversprechendes Kandidatenmolekül für die Bekämpfung der humanen 

Campylobacteriose dar. Weitere Studien haben ebenso die anti-C. jejuni-Wirkung von 

Carvacrol in Hühnern bestätigt  [57-59]. 

 

1.3.3 Cholecalciferol (Vitamin D) 

Die Identifizierung von Cholecalciferol-Rezeptoren an mononukleären Zellen des peripheren 

Blutes in den 1980er Jahren wies erstmals auf mögliche immunmodulierende  Funktionen von 

Vitamin D hin [60]. Der Rezeptor für Vitamin D wird von zahlreichen angeborenen und 

adaptiven Immunzell-Untergruppen, einschließlich Monozyten, Makrophagen, dendritischen 

Zellen, naiven CD4+ T-Zellen, T-Helfer (Th) 1-Zellen und Th2-Zellen, exprimiert [61]. Daher ist 

Vitamin D sowohl an der Modulation angeborener als auch an adaptiven Immunantworten 

beteiligt und weist entzündungshemmende Wirkungen auf [62].  

Natürliche reichhaltige Vitamin D-Quellen wie Lebertran oder Sonneneinstrahlung wurden zur 

Therapie der Tuberkulose eingesetzt [63]. Darüber hinaus berichten zahlreiche Studien über 

die antimikrobiellen Eigenschaften von Vitamin D. Das Wachstum von Gram-positiven 

Bakterienstämmen wie Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes und Streptococcus 

mutans, aber auch von Gram-negativen Arten wie Klebsiella pneumoniae, Helicobacter pylori 

und Escherichia coli konnten durch den Einsatz von Vitamin D wirksam gehemmt werden [64-

67]. Zusätzlich wird die Produktion von antimikrobiellen Peptiden wie Cathelicidin und 

Defensinen durch Vitamin D stimuliert [65].  

Zahlreiche Studien haben von einer negativen Korrelation zwischen dem Vitamin D und der 

Aktivität entzündlicher Darmerkrankungen berichtet. Eine systematische Überprüfung und 

Metaanalyse von 27 Studien ergab, dass ein niedriger Vitamin D-Status mit einer erhöhten 

Krankheitsaktivität, Schleimhautentzündung und einem zukünftigen klinischen Rückfall sowie 

einer verminderten Lebensqualität bei IBD-Patienten verbunden ist [68]. Zusätzlich haben viele 

Studien gezeigt, dass eine Vitamin D-Behandlung die Kolitis in menschlichen und tierischen 

Modellen verbessert [69]. In zwei Tierstudien trug der Vitamin-D-Mangel zu einer erhöhten 

Schwere und Mortalität bei experimenteller Kolitis in Mäuse und sogar bei experimentellem 

Dickdarmkrebs bei [70,71]. 

Für die Behandlung der Campylobacteriose ist von Bedeutung, dass aktives Vitamin D bei der 

akuten Th1-induzierte Colitis die Sekretion von pro-inflammatorischen hemmt und die von 

entzündungshemmenden Zytokinen steigert [72], was auch zu einer beschleunigten 

Elimination von C. jejuni aus der Darmschleimhaut führen könnte [73]. Allerdings fehlen bisher 
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in vivo-Studien, die die anti-C. jejuni-Wirkung von Vitamin D nachweisen und die hiefür 

benötigte tägliche Vitamin D-Dosis beschreiben. 

 

1.4 Zielsetzung 

Da die Anwendung von Antibiotika bei einer Darminfektion auch die Darmmikrobiota mitunter 

erheblich beeinflusst und weitere Wirkstoffe gegen die Campylobacteriose fehlen, ist es von 

grundlegender Bedeutung, nach neuartigen antibiotika-unabhängigen Ansätzen zu suchen, 

um die Campylobacteriose zu behandeln und/ oder sogar zu verhindern. In unseren 

präklinischen Interventionsstudien haben wir die antimikrobiellen und immunmodulierenden 

Wirkungen von Carvacrol, Vitamin C und Vitamin D bei der Campylobacteriose im 

präklinischen Mausinfektionsmodel untersucht. Diese Arbeit fasst die wichtigsten Ergebnisse 

aus drei bereits veröffentlichten Publikationen zusammen und soll die bisher erarbeiteten 

Erkenntnisse im Überblick darstellen. 

2. Material und Methoden 

2.1 Ethische Erklärung 

Die Tierversuche wurden gemäß den Europäischen Tierschutzrichtlinien (2010/63 / EU) und 

nach Zustimmung des Landesamtes für Gesundheit und Soziales (LaGeSo, Berlin, 

Registriernummern G0172/16, G0247/16 und G0104/19) durchgeführt. Der klinische 

Gesundheitszustand der Tiere wurde mindestens einmal täglich überprüft. 

 

2.2 Versuchstiere und Tierhaltung  

Für die vorliegende Arbeit wurden in den Räumlichkeiten der Forschungseinrichtungen für 

Experimentelle Medizin (FEM, Charité - Universitätsmedizin Berlin) IL-10-/- Mäuse (C57BL/6j 

Hintergrund) gezüchtet, aufgezogen und unter spezifischen pathogen-freien (SPF) 

Bedingungen gehalten.  

Zur Eliminierung der kommensalen Darmmikrobiota wurden Mäuse im Alter von 3 bis 4 

Wochen unter sterilen Bedingungen mit einer Antibiotika-Mischung behandelt. in sterile Käfige 

transferiert und mit einem Antibiotika-Cocktail behandelt. Dies diente der Aufhebung der 

physiologischen Kolonisationsresistenz, um die stabile Ansiedlung von C. jejuni-Kolonisation 

im murinen Gastrointestinaltrakt zu ermöglichen. Der Antibiotika-Cocktail bestand aus 

Vancomycin (500 mg/L; Cell Pharm, Hannover, Deutschland), Ciprofloxacin (200 mg/L; Bayer 

Vital, Leverkusen, Deutschland), Imipenem (250 mg/L; MSD, Haar, Deutschland), 

Metronidazol (1 g/L; Fresenius, Bad Homburg, Deutschland) und Ampicillin plus Sulbactam (1 

g/L; Ratiopharm, Ulm, Deutschland). Die Antibiotika wurden in autoklaviertem Trinkwasser (ad 

libitum) gelöst und über einen Zeitraum von 8 Wochen verabreicht. 
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Für drei aufeinander folgende Wochen wurden Fäzesproben der Tiere in Thioglykolat-Bouillon 

(BD Bioscience, Heidelberg, Germany) überführt und bei 37°C inkubiert. Bei Abwesenheit 

kultivierbarer Bakterien wurden die Tiere als sekundär abiotisch angesehen. Um ein 

Auswaschen der Antibiotika sicherzustellen, wurde die Antibiotikabehandlung vier Tage vor 

der Infektion abgebrochen. 

 

2.3 Behandlung mit definierten Substanzen 

Umgehend nach der Unterbrechung der Antibiotika-Behandlung und somit vier Tage vor der 

C. jejuni- Infektion wurden die jeweiligen Behandlungen begonnen (Abbildung 1). Die 

Trinklösungen wurden alle zwei Tagen durch frisch hergestellte Lösungen ersetzt. 

 

Abbildung 1: Zeitschema der durchgeführten Versuche.  
Die Behandlung mit Antibiotika-Cocktail wurde vier Tage vor der Infektion (d-4) beendet und durch 
prophylaktische Behandlungen (Vitamin C, Carvacrol und Vitamin D) ersetzt. An zwei 
aufeinanderfolgenden Tagen (d0 und d1) wurden die sekundär abiotischen IL-10-/- Mäuse peroral mit C. 
jejuni 81-176 infiziert. Täglich wurden Fäzes-Proben zur Beurteilung der C. jejuni-Lasten entnommen. 
Der klinische Gesundheitszustand wurde ebenfalls täglich überprüft und bewertet. 

Unter Berücksichtigung eines Körpergewichts von circa 25 Gramm pro Maus und eines 

täglichen Trinkvolumens von ca. 5 mL wurden daraus die Endkonzentrationen berechnet 

(Tabelle 1). Als Kontrollgruppen dienten zwei Gruppen; I) die sekundär abiotischen, 

unbehandelten und nicht-infizierten (naive) und II) die sekundär abiotischen, mit C. jejuni 81-

176 infizierten Mäuse, die mit Placebo (PLC) behandelt wurden.  
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Tabelle 1: Dosierung der Substanzen  

Name 
Tägliche Dosis 

[pro kg 
Körpergewicht] 

Gelöst in 
End-

konzentration 
[mg/L] 

Hersteller 

Ascorbinsäure* 
(Vitamin C) 

1 g - 5000 
Sigma-Aldrich, 

München, 
Deutschland 

Carvacrol** 100 mg 
Tween 80 
(0,2% v/v) 

500 
Sigma-Aldrich, 

München, 
Deutschland 

25-OH-Cholecalciferol** 
(Vitamin D) 

500 μg 
Tween 80 
(0,2% v/v) 

2,5 
Sigma-Aldrich, 

München, 
Deutschland 

* Placebo (PLC)-Kontrollmäuse erhielten nur autoklaviertes Leitungswasser.  
**PLC-Kontrollmäuse erhielten nur Tween 80 über das Trinkwasser. 
 
 
 

2.4 C. jejuni-Infektion, -Kolonisation und -Translokation 

Drei Monate alte Mäuse wurden an zwei aufeinanderfolgenden Tagen (Tag 0 und Tag 1; d0, 

d1) peroral infiziert. Zur Infektion wurde eine Stammlösung des C. jejuni 81-176-Stammes, die 

bei -80 ° C gelagert wurde, aufgetaut, Aliquots auf Karmali-Agar (Oxoid, Wesel, Deutschland) 

gestrichen und 48 Stunden bei 37°C in einer mikroaerophilen Atmosphäre inkubiert. Die 

perorale Infektion erfolgte mit 109 Kolonie-bildenden-Einheiten (KBE; eng. colony forming 

units, CFU) des C. jejuni-Stamms 81-176 in 0,3 mL Phosphat-gepufferter-Salzlösung (engl. 

Phosphate-buffered saline, PBS, Oxoid). Die Tiere wurden stets in einer sterilen Umgebung 

(autoklaviertes Futter und Trinklösung) gehalten und unter strengen aseptischen Bedingungen 

behandelt, um Kontaminationen zu vermeiden. 

Um die Kolonisation von C. jejuni im Magen-Darm-Trakt zu beurteilen, wurden täglich 

Fäzesproben sowie  am Sektionstag der luminalen Inhalt von Magen, Duodenum, Ileum und 

Kolon, entnommen. Die kulturelle Methoden wurden zur Bestimmung von Pathogen-Lasten 

verwendet.  

Der Nachweis der Translokation von C. jejuni vom Darm zu anderen Organen erfolgte durch 

Kultivierung der am Tag der Sektion entnommenen Organ-Homogenate. Die jeweiligen Organ-

Proben wurden in PBS homogenisiert und auf entsprechenden Agar-Nährmedien bebrütet und 

kulturell analysiert.. Zur Beurteilung der C. jejuni-Bakteriämie wurden Thioglykolat-Bouillons 

mit 200 μL Herzblut einzelner Mäuse inokuliert, 7 Tage bei 37°C inkubiert und zur weiteren 

Identifizierung auf Festmedien kultiviert.  

 

2.5  Probengewinnung  

Die Mäuse wurden am Tag 6 nach der Infektion mittels Isofluran-Inhalation (Abbott, 

Deutschland) getötet. Zusätzlich zu den Proben des luminalen Inhaltes wurden ex vivo 

Biopsien aus Kolon, Ileum, mesenterialen Lymphknoten (engl. mesenteric lymph nodes, MLN), 
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Milz, Leber, Nieren und Lunge unter sterilen Bedingungen entnommen. Zur Bestimmung der 

Zytokin-Konzentrationen in Serum wurde Herzblut entnommen. Kolon- und extraintestinale 

Proben wurden von jeder Maus parallel für mikrobiologische, immunhistopathologische und 

immunologische Analysen entnommen. Die absoluten Kolon- und Ileumlängen wurden mit 

einem Lineal gemessen. 

 

2.6 Immunhistochemie  

Für die In-situ-immunhistochemische Analysen wurden sowohl die extraintestinalen ex vivo-

Biopsien als auch Proben des Darms in 5%- igem Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet und 

in 5 µm dünne Schichten geschnitten und nach anschließendem Entparaffinieren (mittels 

Xylols, 96%-igem und 70%-igem Ethanol) mit spezifischen Antikörpern gefärbt.  

Verwendet wurden primäre Antikörper gegen gespaltene Caspase-3 für apoptotische Zellen 

(Asp175, Cell Signaling, Beverly, MA, USA, 1:200), Ki67 für proliferierende Zellen (TEC3, 

Dako, Glostrup, Dänemark, 1:100), CD3 für T-Lymphozyten (Nr. N1580, Dako, 1:10) FOXP3 

für regulatorische T-Zellen (clone FJK-165, Nr. 14-5773, eBioscience, San Diego, CA, USA, 

1:100), B220 für B-Lymphozyten (Nr. 14-0452-81, eBioscience, 1:200) und F4/80 für 

Monozyten/Makrophagen (Nr. 14-4801, clone BM8, eBioscience, CA, USA, 1:50).  

Die Schnitte wurden 30 Minuten mit den primären Antikörpern inkubiert, gefolgt von weiteren 

30 Minuten Inkubation mit den jeweiligen sekundären Antikörpern (für Anti-Caspase-3- und 

Anti-CD3-Färbung: biotinylierter donkey anti-rabbit-Antikörper; für anti-F4/80, anti-Ki67 und 

Anti-B220: biotinylierter rabbit anti-rat-Antikörper; für anti-FOXP3 biotinylierter donkey anti-rat-

Antikörper; alle aus Dianova, Hamburg, Deutschland). Als Detektionssystem wurde das 

Dako REAL™ Streptavidin-Alkaline Phosphatase/RED Rabbit/Mause (Agilent, Santa Clara, 

CA, USA) Kit verwendet. Bei den negativen Kontrollen wurden die primären Antikörper 

ausgeschlossen.  

Um die unspezifischen Bindungsstellen zu blockieren, wurde jeder Gewebeschnitt mit 150 µL 

Dako Dual Endogenic Enzyme Block für 10 Minuten inkubiert und anschließend mittels 

TBST-Puffer (eng. Tris-buffered saline with Tween20, TBST) gespült. Danach wurde der 

primäre Antikörper in Dako REALTM Antikörperverdünnungsmittel verdünnt und 150 µL der 

Lösung auf jeden Objektträger aufgetragen. Nach 30 Minuten Inkubation wurden 

ungebundene Antikörper mit TBST gespült. Der sekundäre Antikörper wurde auch in Dako 

REALTM Antikörperverdünnungsmittel verdünnt und 150 µL der Lösung wurden 30 Minuten 

lang auf jeden Gewebeschnitt aufgetragen. Nach dem Spülen der ungebundenen Antikörper 

mit TBST wurden 2 Tropfen Dako REALTM Streptavidin Alkaline Phosphatase mit einer 

Inkubationsdauer von 30 Minuten auf jeden Gewebeschnitt aufgetragen. Die ungebundene 

alkalische Phosphatase wurde mit TBST gespült und die Entwicklerlösung hergestellt. Dafür 
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wurde 1 Tropfen Dako REALTM Levamisol zu jedem 10 mL Dako REALTM AP-Substratpuffer 

gegeben, um die endogene alkalische Phosphatase zu blockieren. Anschließend wurden die 

Dako REAL™ Chromogen Red Compounds zugegeben (jeweils 30 µL pro 750 µL 

Substratpuffer). 200 µL der Entwicklerlösung wurden auf jeden Gewebeschnitt aufgetragen 

und 30 Minuten inkubiert. Anschließend wurden die Objektträger mit PBS gespült. 

Unmittelbar nach der Immunreaktion wurden die Objektträger mit destilliertem Wasser 

gewaschen und die Gewebeschnitte mit Mayer-Hemalum-Lösung gefärbt, um alle basophilen 

Zellstrukturen (z.B. DNA) zur besseren Beurteilung der immunhistoschemischen Ergebnisse 

darzustellen. Nach einer Inkubationsdauer von 20 Sekunden wurden die Objektträger 

gründlich mit Leitungswasser gewaschen, was zu einer pH-Verschiebung führt, die zu einer 

Änderung der Farbe führt (rot nach blau).  

Mittels Lichtmikroskopie wurde die durchschnittliche Anzahl der jeweiligen positiv-gefärbten 

Zellen in situ  innerhalb von mindestens sechs hochauflösenden Feldern (engl. high power 

fields, HPF; 0,287 mm², 400-fache Vergrößerung) von einem unabhängigen Untersucher 

ermittelt.. Zur Erzeugung von Bildern wurde ein Axiolmager Z1-Mikroskop verwendet, welche 

anschließend mit der Axiovision-Software (Carl Zeiss MicroImaging, Jena, Deutschland) 

verarbeitet wurden. 

 

2.7  Zytokin-Messungen in Überständen von ex vivo-Biopsien aus Kolon und 

extraintestinalen Organen  

Kolon- und Ileumgewebe (jeweils längs aufgeschnittener Streifen von ca. 1 cm2) sowie ex vivo-

Biopsien aus MLN (3 - 4 Lymphknoten), Milz (eine Hälfte), Niere (eine Hälfte nach 

Längsschnitt), Leber (ca. 1 cm3) und Lunge wurden in sterilem PBS ausgewaschen und für 

18h bei 37°C auf Kulturplatten mit 24-fachem Boden (Nunc, Deutschland), die 500μl 

serumfreies RPMI 1640-Medium (Gibco, Life Technologies, UK), Penicillin (100 U/mL) und 

Streptomycin (100 μg / ml; PAA Laboratories, Deutschland) enthielt, kultiviert. 

Im Anschluss wurden die Kulturüberstände und Serumproben auf die Mediatoren Monocyte 

Chemoattractant Protein (MCP)-1, Interferon (IFN) -γ, Tumornekrosefaktor (TNF) und IL-6 

mittels „Inflammation Cytometric Bead Array“ (CBA; BD Biosciences) und FACS Canto II (BD 

Biosciences) quantifiziert. Das Stickstoffmonoxid (NO) -Konzentrationen wurden mittels 

Griess-Reaktion bestimmt.  

 

2.8  Statistische Analysen  

Für jede Behandlung wurden Daten von vier unabhängig durchgeführten Experimenten 

gepoolt und analysiert. Der Mann-Whitney-Test (Prism, Version 7, GraphPad, San Diego, 

USA) wurde zur Bestimmung von Medianen und Signifikanzniveaus für paarweise Vergleiche 
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nicht normalverteilter Daten verwendet, während für Mehrfachvergleiche der einseitige 

ANOVA-Test mit Tukey-Nachkorrektur oder der Kruskal-Wallis-Test mit Dunn‘s-Nachkorrektur 

verwendet. Zweiseitige Wahrscheinlichkeitswerte p≤0,05 wurden als signifikant angesehen. 

 

3. Ergebnisse 

Zur Darstellung der Resultate werden Auszüge der Ergebnisse der drei hier 

zusammengefassten Publikationen in ihrer Reihenfolge (Publikation 1: Vitamin C, 2: Carvacrol, 

und 3: Vitamin D) präsentiert. Auf die jeweilige graphische Darstellung der Ergebnisse wird 

entsprechend auf die Abbildungsnummer der Originalpublikation hingewiesen. 

 

3.1 Auszüge der Untersuchungsergebnisse zur Auswirkung der 

prophylaktischen Vitamin C-Behandlung in C. jejuni-infizierten sekundär 

abiotischen IL-10-/- Mäusen (Publikation 1) 

Die durch Antibiotika-Behandlung generierten sekundär abiotischen IL-10-/- Mäuse wurden vier 

Tage vor der C. jejuni-Infektion (d-4) mit synthetischem Vitamin C über das Trinkwasser (5 

g/L) behandelt. Die Vitamin C-Behandlung wurde bis zum Sektionstag (d6) fortgeführt. An den 

Tagen 0 und 1 wurden die Mäuse peroral mit 109 lebensfähigen C. jejuni-Bakterien infiziert. 

Die täglichen Bakterienkulturanalysen von Stuhlproben ergaben, dass eine Vitamin C-

Behandlung im Vergleich zur PLC-Behandlung die Darmbesiedlungseigenschaften des 

verwendeten C. jejuni-Stammes nicht beeinflusst (Publikation 1; Abb. S2). Am Tag 6 (d6) 

waren jedoch die C. jejuni-Lasten im Kolon im Vergleich zu mit PLC behandelten Mäusen 

geringfügig niedriger. Die Pathogen-Dichten des Magen-Darm-Traktes einschließlich Magen, 

Duodenum und Ileum waren zwischen Vitamin C- und PLC-behandelten Mäusen vergleichbar 

(Publikation 1; p<0.001; Abb. 1). Daher wird die intestinale C. jejuni-Kolonisierung durch die 

Vitamin C-Behandlung nur begrenzt beeinflusst. 

Es wurde weiterhin eine tägliche Untersuchung der C. jejuni-induzierten Symptome bei 

infizierten Mäusen durchgeführt, wobei ein standardisiertes klinisches Bewertungssystem 

angewendet wurde, bei dem das Erscheinungsbild von Mäusen, die Stuhlkonsistenz und die 

Häufigkeit vom Blut in Stuhlproben bewertet wurden. Die Untersuchung des klinischen Bildes 

im zeitlichen Verlauf ergab, dass die mit Vitamin C behandelten Tiere im Vergleich zu den mit 

PLC behandelten Tieren bereits am Tag 5 nach der Infektion deutlich weniger Symptome der 

C. jejuni-Infektion zeigten (Publikation 1; Abb. S3). Am Tag 6 nach der Infektion litten mit PLC 

behandelte Mäuse an Infektionssymptomen und schwerem blutigen Durchfall, was auf eine 

akute Enterokolitis hinweist, während die Behandlung mit Vitamin C zu einer signifikanten 

Verringerung der durch C. jejuni induzierten Symptome führte (Publikation 1; p<0,05–0,001; 
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Abb. 2). Bemerkenswerterweise zeigten 40% der infizierten Mäuse, die mit Vitamin C 

behandelt worden waren, makroskopisch keine Symptome der Infektion (Publikation 1; 

p<0,001; Abb. 2A; Abb. S3). Somit vermindert eine Behandlung mit Vitamin C die klinischen 

Symptome der Campylobacteriose.  

Für die Analyse der durch die C. jejuni-Infektion induzierte Darmentzündung, wurde die Anzahl 

der apoptotischen Kolonepithelzellen nach immunhistochemischer Färbung von 

Kolonparaffinschnitten mit einem Antikörper gegen die gespaltene Caspase 3 quantitativ 

bestimmt. Im Vergleich zu naiven Tieren war die C. jejuni-Infektion mit einem vielfachen 

Anstieg der apoptotischen Epithelzellen des Kolons assoziiert (Publikation 1; p<0,001; Abb. 

3B), während dieser Anstieg bei Vitamin C-behandelten Mäusen weitaus weniger ausgeprägt 

war (Publikation 1; p<0,001; Abb. 3B; Abb. S4). Weiterhin verursachte die C. jejuni-Infektion 

einen deutlichen Anstieg von Immunzellen der angeborenen Immunität wie etwa Makrophagen 

und Monozyten (Publikation 1; p<0,001; Abb. 4A; Abb. S5a), aber auch von adaptiven 

Immunzellen einschließlich T- und B-Lymphozyten (Publikation 1; p<0,01–0,001; Abb. 4B und 

C; Abb. S5b und c). Im Vergleich zu PLC-Kontrolltieren zeigten Mäuse, die mit Vitamin C 

behandelt worden waren, eine geringere Anzahl von Makrophagen/Monozyten sowie von T- 

und B-Lymphozyten in ihrer Dickdarmschleimhaut und Lamina propria (Publikation 1; p<0,01–

0,001; Abb. 4; Abb. S5). Somit vermindert die Vitamin C-Behandlung die durch C. jejuni 

induzierte Apoptose und die Immunzellreaktionen im Dickdarm. 

Ergänzend wurden pro-inflammatorische Mediatoren im Darm-Explantaten untersucht. 

Während die mit PLC behandelten Mäusen erhöhte NO- und TNF-Konzentrationen in ex vivo 

Biopsien des Dickdarms zeigten (Publikation 1; p<0,01–0,001; Abb. 5A und B), wiesen die mit 

Vitamin C behandelten Mäusen niedrigere Mediatorwerte in ihrem Dickdarm auf (Publikation 

1; p<0,05; Abb. 5A und B).  

Im Einklang mit der erhöhten Anzahl an Immunzellen zeigten die PLC-behandelten Mäuse im 

Vergleich zu den mit Vitamin C behandelten Tieren ebenfalls erhöhte IL-6- und IFN-γ- 

Konzentrationen in Kolon-Biopsien (Publikation 1; Abb. 5C und D). Dies traf auch für IFN-γ-

Spiegel in MLN zu (Publikation 1; p <0,001; Abb. 5E). Demnach dämpft die Behandlung mit 

Vitamin C die Sekretion pro-inflammatorischer Mediatoren v.a. im Dickdarm C. jejuni-infizierter 

Mäuse. 

Die Wirkungen von Vitamin C wurden ebenfalls in extraintestinalen Organen untersucht. Die 

quantitativen Bewertungen der immunhistochemischen Untersuchen in Nieren, Lunge und 

Leber zeigten eine erhöhte Anzahl an apoptotische Zellen nach der C. jejuni-Infektion in den 

Nieren und Lungen der PLC-Gruppe, jedoch nicht in den Organen der Vitamin C behandelten 

Mäuse (Publikation 1; Abb. 6A, B; Abb. S6a, b).  

Im Vergleich zu naiven Tieren wiesen beide infizierten Behandlungsgruppen erhöhte 

apoptotische Zellzahlen in der Leber auf (Publikation 1; p<0,01–0,001 vs. naiv), während diese 
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in der Vitamin C-behandelten Gruppe weniger stark ausgeprägt war (Publikation 1; Abb. 6C; 

Abb. S6c). Interessanterweise zeigten sich nur bei den PLC-behandelten Mäusen eine erhöhte 

Anzahl an T-Lymphozyten (Publikation 1; Abb. 7A; Abb. S6d) sowie eine verstärkte TNF-

Sekretion (Publikation 1; p<0.05; Abb. 7B) in der Leber im Vergleich zu naiven Tieren. Diese 

Ergebnisse weisen auf die krankheitsmindernden Wirkungen der Vitamin C-Behandlung 

während einer C. jejuni-Infektion hin, die nicht nur auf den Darmtrakt beschränkt war, sondern 

auch in extraintestinalen Kompartimenten beobachtet werden konnte. 

 

 

3.2 Auszüge der Untersuchungsergebnisse zur Auswirkung der 

prophylaktischen Carvacrol-Behandlung von C. jejuni-infizierten, sekundär 

abiotischen IL-10-/- Mäusen (Publikation 2) 

Die gesundheitsfördernden Eigenschaften von synthetischem Carvacrol (500 mg/L) während 

der C. jejuni-Infektion wurden in demselben Mausmodell und mit einem identischen 

Versuchsdesign (wie in 3.1 beschrieben) untersucht.   

Am Tag 6 nach der Infektion wiesen PLC-behandelte Kontrollmäuse im Kolon und im Ileum 

Pathogen-Lasten von 108 bzw. 109 CFU/g auf, die bei den Carvacrol-behandelten Mäusen im 

Vergleich zu den PLC-Kontrollen um etwa 0,5 bzw. 2,0 logarithmische Stufen niedriger 

ausfielen (Publikation 2; p<0,01 bzw. p<0,001; Abbildung. 1). Folglich senkt die Carvacrol-

Behandlung die C. jejuni-Dichten im Darm um bis zu 2 Größenordnungen. 

Im Vergleich zur PLC-Gruppe, die an einer akuten Enterokolitis litt, zeigten mit Carvacrol-

behandelten Mäuse bereits 48 Stunden nach der C. jejuni-Infektion deutlich weniger 

Symptome der Campylobacteriose. Diese Wirkung von Carvacrol war bis zum Sektionstag 

(d6) zu beobachten (Publikation 2; p<0,001 Abb. 2; Abb. S1). Bemerkenswerterweise litten 

alle PLC-behandelten Mäuse an Diarrhoe, während nur 10,5% der mit Carvacrol behandelten 

Tiere davon betroffen waren (Publikation 2; p<0,001; Abb. 2c). Somit konnten die C. jejuni-

induzierten Symptome durch die Carvacrol-Behandlung gebessert werden.  

Als nächstes untersuchten wir, ob die positiven Wirkungen der Carvacrol-Behandlung auf der 

makroskopischen Ebene ebenso auf mikroskopischer Ebene beobachtet werden konnten. 

Hierfür wurden paraffinfixierte Kolonschnitte für eine in situ immunhistochemische 

Untersuchung mit definierten Antikörpern gegen verschiedene entzündliche und 

proliferative/regenerative Zellmarker sowie gegen verschiedene Immunzellpopulationen 

gefärbt.  

Im Vergleich zu naiven Tieren zeigten sowohl PLC- als auch Carvacrol-behandelte Mäuse eine 

erhöhte Anzahl von Caspase3+ apoptotischen Zellen in ihren Kolonepithelien (Publikation 2; 

p<0,001 vs. naiv; Abb. 3a). Jedoch war die Anzahl apoptotischer Zellen in Kolonepithelien von 
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Carvacrol im Vergleich zu PLC-behandelten Mäusen signifikant niedriger (Publikation 2; p 

<0,001; Abb. 3a; Zusatzdatei 2: Abb. S2A).  

Als nächstes wurden die paraffinfixierte Kolonschnitte mit Antikörpern gegen Ki67 gefärbt, 

wodurch die Zellproliferation und -regeneration untersucht werden sollte. Tatsächlich 

verursachte die C. jejuni-Infektion einen deutlichen Anstieg der Ki67-positiven 

Kolonepithelzellen (Publikation 2; p<0,001 vs. naiv; Abb. 3b; Zusatzdatei 2: Abb. S2B). 

Interessanterweise war die Anzahl der proliferativen/regenerativen Zellen in Carvacrol- im 

Vergleich zu PLC-behandelten Mäusen deutlich höher (Publikation 2; p<0,001; Abb. 3b; 

Zusatzdatei 2: Abb. S2B). Demnach verbesserte die Carvacrol-Behandlung die murine 

Campylobacteriose, indem sie die Apoptose hemmte und die Regenerationsprozesse in den 

Kolonepithelien stimulierte. 

Als nächstes wurde die Immunantworten im Kolon von C. jejuni-infizierten Mäusen nach der 

Carvacrol-Behandlung untersucht. Verschiedene Immunzellpopulationen wie CD3+ T-

Lymphozyten und B220+ B-Lymphozyten stiegen in der Kolonschleimhaut und der Lamina 

propria von Mäusen aus beiden Behandlungsgruppen um ein Vielfaches im Vergleich zu 

naiven Tieren an (Publikation 2; p<0,001; Abb. 3c und d; Zusätzliche Datei 2: Abb. S2C, D). 

Auch der Anstieg an T-Lymphozyten im Dickdarm der Carvacrol-behandelten Mäuse war im 

Vergleich zur PLC-Gruppe signifikant geringer (Publikation 2; p<0,005, Abb. 3c; Zusatzdatei 

2: Abb. S2C). Zusätzlich zeigten beide infizierten Experimentalgruppen eine verstärkte 

Sekretion der pro-inflammatorischen Mediatoren NO, TNF und IL-6, die in ex vivo-

Darmbiopsien gemessen wurde (Publikation 2; p<0,05–0,001; Abb. 4a, c, d). Im Vergleich zur 

PLC-Anwendung führte die Carvacrol-Behandlung jedoch zu signifikant niedrigeren NO-, IFN-

γ- und TNF-Konzentrationen im Dickdarm (Publikation 2; p<0,05–0,001; Abb. 4a - c). 

Bemerkenswerterweise gab es keinen Unterschied zwischen dem IFN-γ-Spiegeln der 

Carvacrol-behandelten Mäuse und den naiven Kontrollmäusen zu verzeichnen (Publikation 2; 

n.s.; Abb. 4b). Folglich hemmte die Carvacrol-Behandlung die C. jejuni-induzierte Entzündung 

im Kolon. 

Wie im Kolon beobachtet, waren erhöhte Konzentrationen von pro-inflammatorischen 

Mediatoren wie IFN-γ, TNF und IL-6 in MLN nur bei den PLC-behandelten Mäusen messbar, 

während zwischen den naiven und Carvacrol-behandelten Mäusen es keinen signifikanten 

Unterschied gab (Publikation 2; Abb. 5). 

Wir untersuchten weiterhin die krankheitsmindernden Eigenschaften der Carvacrol-

Behandlung in extraintestinalen einschließlich systemischer Kompartimente. Eine erhöhte 

Anzahl von Caspase3+ apoptotischen Zellen konnte in Paraffinschnitten aus beiden infizierten 

Gruppen (PLC und Carvacrol) beobachtet werden, die am Sektionstag (d6) aus Leber, Nieren 

und Lunge entnommen wurden, während die Anzahl der apoptotischen Zellen in Nieren und 

Lungen von Carvacrol-behandelten Mäusen im Vergleich zu den PLC-Kontrollen signifikant 
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niedriger ausfiel (Publikation 2; Abb. 6; Zusatzdatei 6: Abb. S6). Bemerkenswerterweise 

unterschied sich die Anzahl der apoptotischen Zellen in der Lunge von Carvacrol-behandelten 

C. jejuni-infizierten und naiven Mäusen nicht voneinander (Publikation 2; n.s.; Abb. 6c, 

zusätzliche Datei 6: Abb. S6C). 

Als nächstes wurde die Sekretion der pro-inflammatorischen Zytokinen in jeweiligen ex vivo 

Biopsien gemessen. Am Tag 6 nach der Infektion wurden im Vergleich zu PLC-behandelten 

Mäusen niedrigere IFN-γ- und TNF-Konzentrationen in der Leber von Carvacrol-behandelten 

Mäusen gemessen (Publikation 2; p<0,05 bzw. p<0,001; Abb. 7a, b). Dies gilt ebenfalls für die 

in den Nieren gemessenen IFN-γ-Konzentrationen (p<0,05; Fig. 7c), jedoch nicht für die 

renalen TNF-Werte (Publikation 2; n.s.; Abb. 7d). Außerdem wurden nach einer C. jejuni-

Infektion erhöhte IFN-γ Konzentrationen in den Lungen von PLC- (Publikation 2; p<0,05; Abb. 

7e), jedoch nicht von Carvacrol-behandelten Mäusen (Publikation 2; n.s.; Abb. 7e) gemessen. 

Unabhängig vom Behandlungsschema waren erhöhte pulmonale TNF-Konzentrationen zu 

verzeichnen (p<0,05; Fig. 7f). 

Bemerkenswerterweise konnten die entzündungshemmenden Wirkungen von Carvacrol auch 

systemisch (d.h. im Serum) beobachtet werden. Im Vergleich zu PLC-behandelten Mäusen 

zeigte die Carvacrol-Gruppe deutlich geringere Serum-Konzentrationen von pro-

inflammatorischen Mediatoren wie IFN-γ, TNF, MCP-1 und IL-6 (Publikation 2; p<0,05–0,005; 

Abb. 8). Somit dämpft die Carvacrol-Behandlung die Folgen der C. jejuni-Infektion nicht nur in 

intestinalen, sondern auch in extraintestinalen und sogar in systemischen Kompartimenten. 

3.3 Auszüge der Untersuchungsergebnisse zur Auswirkung der 

prophylaktischen Vitamin D-Behandlung in C. jejuni-infizierten, sekundär 

abiotischen IL-10-/- Mäusen (Publikation 3) 

Sekundär abiotische IL-10-/- Mäuse wurden 4 Tage vor der C. jejuni-Infektion mit 

synthetischem 25-OH-Cholecalciferol (Vitamin D) über das Trinkwasser prophylaktisch 

behandelt. An zwei aufeinanderfolgenden Tagen, nämlich an den Tagen 0 und 1, wurden die 

Mäuse dann peroral mit 109 lebensfähigen C. jejuni-Bakterien infiziert. Tägliche kulturelle 

Analysen von Stuhlproben nach der Infektion und am Tag der Autopsie ergaben, dass im 

Vergleich zur PLC-Gruppe die Vitamin D-Anwendung keinen Einfluss auf die Besiedlung von 

Magen, Duodenum, Ileum und Kolon durch C. jejuni hatte (Publikation 3; n.s.; Abb. 1, S1). 

Folglich hatte die Behandlung mit synthetischem Vitamin D keinen Einfluss auf die C. jejuni-

Lasten im Gastrointestinaltrakt. 

Innerhalb der ersten 6 Tage nach der C. jejuni-Infektion entwickelten Mäuse aus beiden 

Behandlungsgruppen vergleichsweise schwere Symptome einer akuten Enterokolitis, die 

täglich unter Verwendung eines standardisierten kumulativen klinischen Bewertungssystems 

(Publikation 3; Abb. S2) quantifiziert wurden. Während die durch das Pathogen induzierten 
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klinischen Symptome in den beiden Behandlungsgruppen im zeitlichen Verlauf vergleichbar 

waren (Publikation 3; n.s.; Abb. S2), litten die Vitamin D-behandelten Mäusen im Vergleich zur 

PLC-Gruppe bereits 24 Stunden nach der letzten Infektion (d2) weniger an Durchfall 

(Publikation 3; Abb. 2). Dies wurde auch an beiden darauffolgenden Tagen (d.h. d3 und d4) 

beobachtet. Somit führte die Vitamin D-Behandlung zu einer weniger ausgeprägten C. jejuni-

induzierten Durchfallsymptomatik. 

Da die Apoptose einen verlässlichen Parameter für die Beurteilung des Schweregrades der 

entzündlichen Gewenbsveränderungen im Rahmen einer C. jejuni-Infektion darstellt, wurden 

Caspase3+ apoptotische Epithelzellen in Kolon-Biopsien mittels in situ Immunhistochemie 

quantitativ untersucht. Am Tag 6 nach der Infektion zeigten die C. jejuni-infizierten Mäuse eine 

vielfach erhöhte Anzahl apoptotischer Zellen in ihren Kolonepithelien, die im Vergleich zu 

Vitamin D-behandelten Mäusen um mehr als 60% höher lag (Publikation 3; p<0,05; Abb. 3A, 

Abb. S4A). Umgekehrt zeigten die Vitamin D-behandelten Mäuse eine deutlich höhere Anzahl 

der Ki67+ Kolonepithelzellen im Vergleich zur PLC-Behandlung (Publikation 3; p<0,05; Abb. 

3B, S4B). Demnach hemmt eine Vitamin D-Behandlung die C. jejuni-induzierten apoptotischen 

Veränderungen im Kolonepithel und fördert zellregenerative Maßnahmen, die einer 

Schädigung der Darmzellen entgegenwirken. 

Im weiteren Verlauf wurden sowohl die angeborene als auch die adaptive Immunzellreaktionen 

im Kolon mittels immunhistochemischer Färbung von Kolonparaffinschnitten untersucht. 

Durch die C. jejuni-Infektion stieg die Anzahl der innaten F4/80+ Makrophagen und Monozyten 

(Publikation 3; Abb. 4A, S4C) sowie adaptiver Immunzellen wie CD3+ Lymphozyten 

(Publikation 3; Abb. 4B, S4D) in der Kolonschleimhaut und der Lamina propria an, jedoch fiel 

dieser Anstieg bei Vitamin D-behandelten Mäusen im Vergleich zur PLC-Gruppe geringer aus. 

Interessanterweise war die Anzahl der FOXP3+ regulatorischen T-Zellen nach Vitamin D-

Behandlung im Vergleich zur PLC-Behandlung geringfügig höher (Publikation 3; p<0,01; Abb. 

4C, S4E). Somit führt die Vitamin D-Behandlung zu einer weniger stark ausgeprägten C. jejuni-

induzierten Akkumulation bestimmter Zellpopulationen der angeboren und adaptiven 

Immunität. 

Anschließend wurden die Konzentrationen pro-inflammatorischer Mediatoren in ex vivo 

Biopsien des Darmes gemessen. Die IL-6- und MCP-1-Konzentrationen stiegen nach der C. 

jejuni-Infektion im Kolon von PLC-behandelten Mäusen, jedoch nicht bei Vitamin D- 

behandelten Mäusen an (Publikation 3; Abb. 5A, B). Jedoch wurden die C. jejuni-induzierten 

erhöhten TNF- und IFN-γ-Konzentrationen im Kolon nicht von der Vitamin D-Gabe beeinflusst 

(Publikation 3; Abb. 5C, D). Somit vermindert eine Vitamin D-Behandlung 

entzündungsfördernde Mediatoren im Darmtrakt im Zuge einer C. jejuni-Infektion. 

Des Weiteren wurden die entzündungshemmenden Wirkungen von Vitamin D ebenso auf 

extraintestinaler Ebene untersucht. Tatsächlich waren die IFN-γ-Konzentrationen in MLN und 
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Leber von Vitamin D-behandelten Mäusen im Vergleich zur PLC-Gruppe deutlich geringer 

(Publikation 3; p<0,05; Abb. 7A, B). Interessanterweise führte die C. jejuni-Infektion, 

unabhängig vom Behandlungsschema, zu einer verminderten IFN-γ-Sekretion in ex vivo 

Biopsien der Milz (Publikation 3; p <0,001; Abb. 7C). Somit führte die Vitamin D-Behandlung 

zu einer niedrigeren C. jejuni-induzierten IFN-γ-Sekretion in MLN und Leber.  

Um der Frage nachzugehen, ob eine Vitamin D-Behandlung auch die systemischen pro-

inflammatorischen Immunantworten, die durch C. jejuni induziert werden, lindern kann, wurden 

bestimmte Entzündfungsmediatoren im Serum gemessen. Sechs Tage nach der Infektion 

zeigten Mäuse aus beiden Behandlungsgruppen vergleichbar erhöhte IL-6-, MCP1-, TNF- und 

IFN-γ-Serumkonzentrationen (Publikation 3; Abb. S5). Somit werden die nach einer C. jejuni-

Infektion erhöhten systemischen pro-inflammatorischen Mediatoren durch eine Vitamin D-

Behandlung nicht beeinflusst. 

 

4. Diskussion 

In diesen präklinischen Interventionsstudien wurde erstmals die potenziellen antipathogenen 

und immun-modulierenden Eigenschaften von Vitamin C, Carvacrol und Vitamin D während 

der akuten Campylobacteriose in einem klinischen Mausinfektionsmodell untersucht.  

 

4.1 Auswirkung der Vitamin C-Vorbehandlung in C. jejuni-infizierten, 

sekundär abiotischen IL-10-/- Mäusen 

Da Vitamin C wasserlöslich ist und die Konzentrationen, die den täglichen Bedarf 

überschreiten, über die Nieren ausgeschieden werden, ist das Risiko von Nebenwirkungen 

und Vergiftungen bei hochdosierter Vitamin C Einnahme bei intakter Nierenfunktion als eher 

gering einzustufen [32]. Daher kommt hoch dosiertes Vitamin C als Therapiemöglichkeit gegen 

die Campylobacteriose in Frage, auch wenn eine Diarrhoe als Nebenwirkung gegebenenfalls 

in Kauf genommen werden muss. Mit unserer präklinischen Interventionsstudie wurden die 

antibakteriellen und immunmodulierenden Eigenschaften von hoch dosiertem Vitamin C in 

einem murinen Infektionsmodell nachgewiesen. 

Die C. jejuni-Infektion in Vitamin C-vorbehandelten sekundär-abiotischen IL-10-/- Mäusen 

resultierte in einer stabilen C. jejuni-Kolonisation und entsprechend hohen intestinalen 

Pathogen-Lasten (bis zu 109 CFU/g Fäzes), welche bis zum sechsten Tag nur geringfügig um 

weniger als eine Größenordnung gesenkt werden konnte. Die antibakteriellen Eigenschaften 

von Vitamin C gegen durch Lebensmittel übertragbare Krankheitserreger wie C. jejuni und 

Salmonella wurden durch mehrere frühere in vitro Studien bestätigt. Die pH-senkende 

Eigenschaften von Vitamin C erklärten dessen antimikrobielle Wirksamkeit [74]. Dies ist jedoch 
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nicht der Fall, was die antimikrobielle Aktivität von Vitamin C gegen C. jejuni betrifft, die eher 

von der Oxidation von Vitamin C zu Dehydroascorbinsäure und anderen Produkten abhängt 

[32,33].  

Trotz der hohen Pathogenlasten im Darm führte die Vitamin C-Behandlung zur besseren 

klinischen Symptomatik in C. jejuni-infizierten Mäusen, die im Vergleich zur PLC-Gruppe 

weniger an schwerem Durchfall und weniger blutigem Stuhl litten. Diese krankheitslindernde 

Wirkung von Vitamin C ging mit weniger stark ausgeprägten apoptotischen 

Kolonepithelzellreaktionen (im Vergleich zu PLC-Behandelten Tieren) bestätigt. Unsere 

Befunden werden zudem durch eine mittels Vitamin C verminderte Helicobacter pylori-

induzierte Apoptose in menschlichen Magenepithelzellen [75] sowie reduzierte E. coli-

induzierte Apoptose in humanen Neutrophilen [76] und die Unterdrückung der apoptotischen 

Signalwege in menschlichen Monozyten aufgrund der intrazellulären Vitamin C-Akkumulation 

[77] unterstützt. 

Zusätzlich führte die Vitamin C-Behandlung zu weniger stark ausgeprägten C. jejuni-

induzierten pro-inflammatorischen Zelleaktionen des angeborenen sowie adaptiven 

Immunsystems, die durch eine geringere Anzahl von Makrophagen und Monozyten sowie von 

T- und B-Lymphozyten im entzündeten Dickdarm gekennzeichnet war. Infolgedessen 

resultierte eine geringere Sekretion von pro-inflammatorischen Mediatoren wie etwa NO, TNF 

und IFN-γ und IL-6 innerhalb der entzündeten Kolonschleimhaut. 

Frühere Studien haben gezeigt, dass die Inkubation von LPS-stimuliertem menschlichem Blut 

mit Vitamin C mit verminderten TNF-Spiegel einherging [78]. Ebenso reduzierte Vitamin C die 

TNF-Spiegel in T-Zellkulturen, die aus murinen Milzen gewonnen waren [79]. Außerdem führte 

eine Kombinationsbehandlung von Vitamin C und Antibiotika zu verringerten Konzentrationen 

von NO, TNF, IFN-γ und IL-6 in Peritoneal-Makrophagen, die aus Staphylococcus aureus-

infizierten Mäusen isoliert wurden [80]. 

Interessanterweise waren die entzündungshemmenden Wirkungen der Vitamin C-Behandlung 

bei C. jejuni-infizierten Mäusen nicht nur auf den Darmtrakt beschränkt, sondern konnten auch 

in extraintestinalen Organen beobachtet werden. Im Vergleich zu PLC-behandelten Mäuse 

zeigten die Vitamin C-behandelten Tiere weniger stark ausgeprägte apoptotische 

Zellveränderungen in Leber, Nieren und Lunge, niedrigere T-Zellen-Zahlen sowie verminderte 

TNF-Konzentrationen in Lebern.  

Zusammenfassend liefert unsere präklinische Interventionsstudie zum ersten Mal Hinweise, 

dass die prophylaktische Applikation von Vitamin C als Nahrungsergänzungsmittel eine 

Therapie bei akuter Campylobacteriose ermöglicht. Dieser Effekt ist auf die starke 

entzündungshemmende, Abwehrmechanismen-verstärkende und in der Konsequenz 

krankheitslindernde Wirkung von Vitamin C zurückzuführen. 
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4.2 Auswirkung der Carvacrol-Vorbehandlung in C. jejuni-infizierten, 

sekundär abiotischen IL-10-/- Mäusen 

Die mit C. jejuni infizierten, sekundär abiotischen IL-10-/- Mäuse weisen klinischen Merkmale 

einer schweren Campylobacteriose auf [26]. Daher wurde in der vorliegenden Studie dieses 

von uns etablierte präklinische Modell verwendet, um anti-mikrobielle und anti-

inflammatorische Wirkungen von Carvacrol als Option für die Prophylaxe und Therapie der 

Campylobacteriose zu untersuchen.  

Carvacrol wurde vier Tage vor der Infektion als eine prophylaktische Behandlung über das 

Trinkwasser in einer Konzentration von 500 mg/L angewendet. Bis zum Tag 6 nach der 

Infektion konnte die Carvacrol-Vorbehandlung die intestinalen C. jejuni-Lasten um bis zu 2 

Log-Stufen senken. Viele in vitro-Studien berichteten über antimikrobielle Wirkungen von 

Carvacrol gegenüber Pathogenen, die vor allem durch Lebensmittel übertragen werden 

können, wie zum Beispiel C. jejuni [52,81,82], Salmonella spp. [82,83], aber auch Escherichia 

coli [84,85]. Eine weitere Studie konnte zeigen, dass Carvacrol in der Lage ist, die 

Kolonisierung und Biofilmbildung von Campylobacter in Hühnern zu reduzieren [53,81]. 

Unsere Untersuchungen haben gezeigt, dass die Carvacrol-Behandlung die klinische 

Symptomatik der Campylobacteriose (inklusive blutigem Durchfall) lindern kann. Der Grund 

dafür könnte die Wirkung von Carvacrol auf die Virulenz von C. jejuni durch Hemmung der 

pathogenen Motilität, Zellanhaftung, Gewebsinvasion und Toxin-Produktion sein, die u.a. 

durch Hemmung der bakteriellen ATP-Produktion bewirkt wird, die zum bakteriellen Zelltod 

führt [52].  

Die weniger stark ausgeprägte C. jejuni-induzierte Apoptose und verstärkte Proliferation der 

Darmzellen kennzeichneten eine gelinderte Campylobacteriose bei den Carvacrol-

behandelten Mäusen. Die durch C. jejuni verursachten entzündungsfördernden 

Immunantworten des Darms wurde ebenfalls durch die Carvacrol-Behandlung gehemmt. Dies 

spiegelte sich in geringeren T- und B-Lymphozyten-Zahlen in der Schleimhaut und der Lamina 

propria von Dick- und des Dünndarms sowie in niedrigeren Konzentrationen von 

entzündungsfördernden Mediatoren einschließlich TNF und IL-6 wider.  

Die Ergebnisse von weiteren in vitro-Studien zeigten ebenso, dass eine Carvacrol-Behandlung 

bei dendritischen Zellen und Makrophagen zu einer weniger ausgeprägten TNF und IFN-γ-

Sekretion führte [86]. Des Weiteren reduzierte Carvacrol die LPS-induzierte Expression der 

pro-inflammatorischen Zytokine TNF und IL-6 in vivo [87,88]. 

In unserer aktuellen Studie konnten wir zudem zeigen, dass die entzündungshemmenden 

Eigenschaften von exogenem Carvacrol nicht auf den Intestinaltrakt beschränkt war. So 

konnten etwa weniger stark ausgeprägte apoptoische Zellreaktionen und niedrigere TNF- und 

IFN-γ-Konzentrationen in extraintestinalen Organen wie Leber, Nieren und Lunge bei 
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Carvacrol- im Vergleich zu PLC behandelten Mäusen beobachtet werden. Eine frühere Studie 

konnte bereits zeigen, dass die Applikation von Carvacrol während einer LPS-induzierter 

Endotoxinämie und akuter Lungenverletzung zu einer weniger stark ausgeprägten Sekretion 

von pro-inflammatorischen Zytokinen einschließlich TNF und IL-6 führte und dadurch die 

Überlebensrate der Mäuse stieg [89]. Interessanterweise konnte in unserer Arbeit die 

entzündungshemmende Wirkung von Carvacrol während einer akuten Campylobacteriose 

auch systemisch beobachtet werden, zumal die Serumkonzentrationen von TNF, IFN-γ, MCP-

1 und IL-6 in Carvacrol im Vergleich zu mit PLC behandelten C. jejuni-infizierten Mäusen 

niedriger waren.  

Zusammenfassend wirkt Carvacrol durch die Senkung der intestinalen Pathogen-Lasten und 

somit einer geringerer LOS-Exposition, wodurch die pro-inflammatorische Mediatorsekretion 

deutlich reduziert wurde und es den C. jejuni infizierten Mäusen klinisch wesentlich besser 

ging. Zusätzlich veranlassen die entzündungshemmenden Effekte von Carvacrol und die 

Beeinträchtigung verschiedener C. jejuni Virulenz-Faktoren eine geringere Rekrutierung von 

Immunzellen, eine geringere Sekretion der pro-inflammatorischen Mediatoren, weniger stark 

ausgeprägte Zellapoptose, aber verstärkte gegenregulatorische Zellproliferation /-

regeneration, verminderte Translokation des Pathogens und geringere extraintestinale 

einschließlich systemische Immunantworten, die in der Konsequenz zu dem besseren 

klinischen Gesamtzustand beitragen. 

4.3 Auswirkung der Vitamin D-Vorbehandlung in C. jejuni-infizierten, 

sekundär abiotischen IL-10-/- Mäusen  

Aufgrund der positiven Wirkungen von Vitamin D auf das Immunsystem wird dessen Einnahme 

als Nahrungsergänzungsmittel derzeit als vielversprechende Option für die Zusatzbehandlung 

und/oder Prophylaxe verschiedener immunpathologischer Morbiditäten einschließlich 

bestimmter Infektionskrankheiten, Darmentzündungen [90] und sogar bei SARS-CoV-2 [91] 

empfohlen.  

In der vorliegenden Interventionsstudie blieb die intestinale Pathogenbelastung (109 C. jejuni 

pro Gramm Fäzes) in infizierten Mäusen durch die prophylaktische Applikation von 

synthetischem Vitamin D unbeeinflusst. Vorherige Studien zeigten, dass die Wirkungen von 

Vitamin D während einer gastrointestinalen Infektion mit verschiedenen Bakterienarten wie 

etwa Salmonella [92,93] eher auf die immunmodulatorischen als auf die direkten 

antimikrobiellen Eigenschaften des Steroidhormons zurückzuführen sind.  

Durch die hohen intestinalen Pathogenlasten zeigten die mit Vitamin D behandelten Mäuse im 

Vergleich zu PLC-Kontrollen am Ende des Beobachtungszeitraums eine vergleichbare 

makroskopische Erkrankung, dennoch litten sie während der Entwicklung der 

Campylobacteriose weniger unter Durchfall. Das makroskopische Ergebnis, insbesondere bei 
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einem derart per-akuten, nicht selbstlimitierenden Darminfektions- und -entzündungsmodell, 

beruht auf dem Gesamteffekt vieler verschiedener intestinaler, extraintestinaler und 

systemischer Ereignisse innerhalb dieses Inflammationssyndroms [94]. 

Des Weiteren hemmte Vitamin D die C. jejuni-induzierte Apoptose von Kolonepithelzellen, 

während deren Proliferation und Regeneration im Gegenzug eher stärker ausfiel. Diese 

Beobachtung war im Einklang mit der entzündungsregulierenden Wirkung von Vitamin D in 

dem Darmepithel [95] und in Nieren [96], in deren Zuge die Apoptose unterdrückt wird. Die 

weniger ausgeprägte Apoptose nach Vitamin D-Behandlung ging einher mit verminderten C. 

jejuni-induzierten Immunzellreaktionen, die durch mehrere Studien bestätigt werden, die 

zeigen, dass Vitamin D sowohl die angeborene als auch die adaptive Immunsystem reguliert 

[97,98]. In unserer Studie konnte eine geringere Anzahl von angeborenen 

Immunzellpopulationen wie Makrophagen und Monozyten in der Darmschleimhaut und der 

Lamina propria von C. jejuni-infizierten Mäusen beobachtet werden. Es ist bekannt, dass die 

durch Vitamin D verursachte Stimulation von Makrophagen und dendritischen Zellen zu einer 

verminderten pro-inflammatorischen Mediatorsekretion führt [99]. 

Die Anzahl der T-Lymphozyten in der Darmschleimhaut war in Vitamin D-behandelten Mäusen 

mit C. jejuni-induzierter Enterokolitis im Vergleich zu PLC-behandelten Mäusen niedriger. 

Tatsächlich wurde in vorherigen Studien gezeigt, dass Vitamin D direkte (weniger ausgeprägte 

T-Zell-Proliferation) und indirekte (reduzierte Sekretion von pro-inflammatorischen Zytokinen) 

Wirkungen auf T-Zellen hat, die anschließend zu einer Verbesserung der Entzündung führen 

[100-102]. Bemerkenswerterweise war die mit Vitamin D assoziierte verminderte pro-

inflammatorische Mediatorsekretion nicht auf den Dickdarm beschränkt. Tatsächlich induzierte 

C. jejuni eine erhöhte Sekretion von IL-6, MCP-1 und IFN-γ im terminalen Ileum von Mäusen 

aus der PLC-Kontroll-, jedoch nicht aus der Vitamin D-Behandlungsgruppe.  

Es ist bekannt, dass die Infektion mit C. jejuni zu einer Beeinträchtigung der epithelialen 

Barriere-Funktion führt, die die pathogene Translokation vom entzündeten Darm in 

extraintestinale einschließlich systemischer Kompartimente erleichtert [26,73]. Angesichts der 

Tatsache, dass Vitamin D die Integrität der epithelialen Barrierefunktion fördert [103], haben 

wir in unserer präklinischen Studie mögliche Vitamin D-vermittelte Effekte auf pathogene 

Translokationsfrequenzen untersucht. Unsere Ergebnisse zeigen, dass C. jejuni nach der 

Vitamin D-Behandlung mit einer geringeren Häufigkeit aus den Nieren und der Milz infizierter 

Mäuse kultiviert werden konnte, während die Pathogen-Isolierungsraten in MLN, Leber und 

Lunge in etwas mit der PLC-Gruppe vergleichbar war. Bemerkenswerterweise blieben alle 

Blutkulturen unabhängig vom Behandlungsschema C. jejuni-kultur-negativ.  

Nichtdestotrotz gingen die beobachteten entzündungshemmenden Wirkungen am ehestens 

auf die Anwendung von Vitamin D zurück, die zu einer weniger beeinträchtigten epithelialen 

Barriere-Funktion des Kolons führte. Dies wiederum verringerte sehr wahrscheinlich das 
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Risiko der Ausbreitung sowohl lebensfähiger Bakterien als auch löslicher Bakterienmoleküle 

wie etwa C. jejuni-LOS. Es wird daher angenommen, dass die mit Vitamin D verbundenen 

entzündungshemmenden Wirkungen insbesondere weitere bakterieninduzierte Schäden in 

diesem akuten C. jejuni-induzierten Entzündungsmodell verhindern. 

Somit liefert diese präklinische Interventionsstudie Hinweise darauf, dass die prophylaktische 

perorale Anwendung von Vitamin D im hier angewendeten klinischen Mausmodell die 

intestinalen und extraintestinalen Entzündungsreaktionen während der akuten 

Campylobacteriose dämpft. Weitere Studien sind erforderlich, um geeignete Vitamin D-Dosen 

zur Vorbeugung und Bekämpfung bestimmter gastrointestinaler Infektionskrankheiten beim 

Menschen zu definieren. 

4.4 Fazit und Ausblick 

Die oben beschriebenen präklinischen Interventionsstudien im murinen Camplyobacter jejuni-

Infektions- und Inflammationsmodell bestätigen die Annahme, dass eine prophylaktische 

Behandlung mit Vitamin C, Carvacrol oder Vitamin D das Krankheitsbild der 

Campylobacteriose auf verschiedenen Ebenen verbessern kann. Die Ergebnisse belegen die 

immun-modulierenden Eigenschaften der oral verabreichten Substanzen während einer 

akuten C. jejuni-induzierten Enterokolitis. Während die Behandlung mit Vitamin C oder 

Carvacrol die Pathogenlasten reduzierte und dadurch sowohl antimikrobiell als auch 

immunregulierend wirkte, zeigte die Behandlung mit Vitamin D eine eher anti-inflammatorische 

Wirkung im Rahmen der C. jejuni-Infektion. Um das Syndrom der Campylobacteriose 

möglichst auf verschiedenen Ebenen positiv zu beeinflussen, wäre etwa eine Kombination von 

Vitamin C, D und Carvacrol als vielsprechende Behandlungsoption denkbar.  

Trotz einer Linderung der C. jejuni-induzierten Symptomen nach einer Behandlung mit einer 

einzelnen Substanz wurden extraintestinale Kollateralschäden nach einer C. jejuni-Infektion 

beobachtet. Das Zirkulieren von löslichen Bakterienmolekülen wie etwa C. jejuni-LOS, vom 

entzündeten Darm ausgehend über den Kreislauf, könnte eine mögliche Erklärung für diese 

Beobachtung sein. Das LOS bzw. LPS der Gram-negativen Bakterien bindet sich an TLR-4 

und löst somit eine Signalkaskade aus, die zu einer Inflammationsreaktions führt [5]. Allerdings 

ist bekannt, dass es zwischen der Aktivierung von murinem und menschlichem TLR-4 

durchaus Unterschiede gibt, die höchstwahrscheinlich auf das LPS/LOS-Erkennungsmuster 

des Rezeptorkomplexes zurückzuführen sind [104]. 

Dennoch ist einer der Hauptunterschiede zwischen murinem und humanem Organismus die 

Kolonisationsresistenz der Wildtyp-Maus gegenüber C. jejuni. Daher wurde in unseren Studien 

das von der Arbeitsgruppe etablierte Mausmodell, die sekundär abiotische IL-10-/- Maus [26], 

verwendet, welches durch die Antibiotika-Vorbehandlung keine murine Flora beherbergt. 

Dieser Aspekt und das Fehlen des IL-10-Gens ermöglichen die Kolonisation und 
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darauffolgende Infektion von C. jejuni in murinen Gastrointestinaltrakt. Wie schon bereits von 

der Arbeitsgruppe beschrieben, können diese sekundär abiotischen Mäuse ebenfalls mit einer 

humanen Darmmikrobiota erfolgreich kolonisiert werden [105,106]. Somit wird eine human-

ähnliche („humanisierte“) Situation im Rahmen der Pathogen-Wirts-Interaktionen dargestellt. 

Hierbei könnten die Resultate einer prophylaktischen Behandlung der (bezüglich ihrer 

Darmmikrobiota) „humanisierten“ Mäuse mit den Substanzen, gefolgt von der C. jejuni-

Infektion, besser auf die humane Campylobacteriose übertragen werden.  

Zusammenfassend, liefern diese präklinische Interventionsstudien Hinweise darauf, dass die 

prophylaktische perorale Anwendung von Vitamin C, Carvacrol und Vitamin D im hier 

angewendeten klinischen Mausmodell die intestinalen und extraintestinalen 

Entzündungsreaktionen während der akuten Campylobacteriose reduzieren kann. Weitere 

Studien sind erforderlich, um i) die direkte Wirkung der Substanzen gegen C. jejuni auf 

molekulare Ebene zu untersuchen und ii) die geeigneten Dosen zur Vorbeugung und 

Bekämpfung bestimmter gastrointestinaler Infektionskrankheiten beim Menschen zu 

definieren.  
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Thema: Erforschung der Mastzellen-Heterogenität im Hautgewebe der Maus 

Mastzellen wurden in vielen Wirbeltieren, v.a. in der Maus, Ratte und in Menschen identifiziert. 

Schon nach ihrer Entdeckung durch Paul Ehrlich im Jahre 1878 haben die Forscher erkannt, 

dass Mastzellen keine einheitliche Population sind, sondern eine Heterogenität auf der 

Grundlage von histochemischen, Expression- und funktionellen Eigenschaften aufweisen. 

Mastzellen der Haut sind nicht homogen im Gewebe verteilt, sondern akkumulieren in 

verschieden Bereichen der Haut, in der Nähe von Blut- und lymphatischen Gefäßen, 

Nervenzellen, Haarfollikel und innerhalb der Basalmembran, wo ein Gradient der Mastzellen 

auch vermutet wird. Diese auffällige Verteilung in bestimmten Arealen der Haut lässt auf 

verschieden Mastzellsubpopulationen schließen, die sich aufgrund ihrer Lokalisation 

hinsichtlich ihres Phänotyps und Funktion unterscheiden könnten.  

Die Mastzellen wurden aus den Ohren von 8-12 Wochen alten C57BL/6-Cpa3-Cre; Mcl-1+/+ 

sowie mastzelldefizieten C57BL/6-Cpa3-Cre; Mcl-fl/fl Mäusen isoliert und dann an einem BD 

FACS Aria II Zellsortierer nach der Expression der drei Mastzellenmarker CD117 (c-kit), FcɛRI 

und CD200R3 sortiert. Durch Whole transcriptome Amplification synthetisierte cDNA der 

sortierten Zellen wurde auf Housekeeping Gene sowie mastzellspezifische und -unspezifische 

Gene mittels touchdown-PCR untersucht.  

Durch den enzymatischen Gewebeaufschluss wurden über 15.000 Mastzellen aus der Haut 

isoliert. Es wurden auch aus dem Knochenmark gewonnene Mastzellen der Wildtypmaus 

kultiviert und als positiv Kontrolle für Genexpression eingesetzt. Die aus der Haut gewonnenen 

Zellen wurden an einem BD FACS Aria II zur cDNA-Synthese und Analyse sortiert. Zur 

Zertifizierung der Mastzellensortierung wurde die cDNA der sortierten Zellen mittels 

touchdown-PCR auf mastzellenspezifische Gene, wie z.B. tpsb2 (Tryptase), kit (CD117) und 

FcɛRla, positiv untersucht. Die sortierten Zellen wurden ebenfalls auf mastzellenunspezifische 

Gene untersucht und wie erwartet, wurden keine PCR-Produkte dieser Gene gebildet. 

Außerdem wurden die sortierten Zellen mittels Pappenheimfärbung ebenso als Mastzellen 

identifiziert. Im Gegensatz zu den Mastzellen wurde Heterogenität bei fast allen Zellen des 

Immunsystems intensiv untersucht und gezeigt. Das legt die Vermutung nahe, dass auch 

Mastzellenheterogenität weit über die Einteilung in Schleimhautmastzellen und 

Bindegewebsmastzellen hinausgehen könnte. Diese Arbeit dient als Einstieg zur 

Beweisführung dieser These.  
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Thema: Die Verteilung von hyperpolarisation-aktivierten Kanälen in GABAergen Zellen des 

auditorischen Mittelhirns  

Die auditorische Hörbahn ermöglicht die Wahrnehmung von akustischen Signalen. Die 

Sinneszellen, die als Mechanorezeptoren in der Hörschnecke des Innenohrs (Cochlea) liegen, 

nehmen diese Signale auf, wandeln sie in elektrische Nervensignale um und leiten sie über 

den VIII. Hirnnerv an das Zentralnervensystem weiter. Um die Informationen weiterzuleiten, 

werden zahlreiche Neuronen benötigt. Etwa 20% bis 30% dieser Neuronen sind inhibitorische 

Neuronen, die als Neurotransmittersubstanz Gamma-AminoButtersäure (GABAerg) 

verwenden.  

Zwei wesentliche Funktionsmerkmale der hyperpolarisationsaktivierte und zyklisch 

nukleotidgesteuerte Ionen (HCN)-Kanäle sind die Aktivierung durch Hyperpolarisierung und 

die Modulation durch cAMP zur positiven Verschiebung der Aktivierungskurve. Anhand von 

Stromspannungskurven wurde festgestellt, dass der Hyperpolarisation-sac in den 

inhibitorischen Neuronen langsamer als bei anderen Neuronen verläuft. Aufgrund dieser 

Ergebnisse wurde die Hypothese aufgestellt, dass in den inhibitorischen Neuronen 

hauptsächlich HCN4-Kanäle exprimiert werden, während in exzitatorischen Neuronen 

vorwiegend die HCN1-Kanäle vorhanden sind.  

Mithilfe von immunhistochemischen Färbungen und Aufnahmen am konfokalen 

Laserscanning Mikroskop wurden die GABAergen Zellen der VGAT-ChR2-YFP Maus mit 

Antikörpern gegen HCN1 als auch die von HCN4-Kanälen charakterisiert bzw. die 

Kolokalisation von HCN1- und HCN4-Kanälen im Cortex der Mäuse untersucht. Es konnte 

keine Kolokalisation von HCN-1 und HCN-4 beobachtet werden. Interessanterweise zeigten 

nur die HCN-4 Kanäle und nicht die HCN-1 Kanäle eine Koexpression mit VGAT, welches 

spezifisch in inhibitorischen Neuronen exprimiert wird.  

Diese Ergebnisse unterstreichen die entscheidende Rolle von HCN-4 Kanäle in inhibitorischen 

Neuronen, indem sie die Zelle vor zu großer Hyperpolarisation schützen und somit an der 

Verarbeitung einströmender synaptischer Signale beteiligt sind.  
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