Untersuchungen zur immunologischen Wirkung
von SANUKEHL® Coli auf Blasenepithelzellen

Eine Dysbiose im Harntrakt geht oft
mit einer Vermehrung von bestimm-
ten Erregern einher, wodurch sich
z.B. eine Zystitis entwickeln kann.
Meist handelt es sich hierbei um fa-
kultative pathogene E. coli Stamme,
welche sich auch zu intrazelluldren
Formen entwickeln koénnen (1; 2).
Um den natlrlichen Heilungspro-
zess zu initiieren, wird das angebo-
rene Immunsystem u.a. durch die
Bindung von uropathogenen Bakte-
rien an TLR4 (Toll-Like Receptor)
und damit die Akute Phase Reak-
tion aktiviert (Abb. 1) (4). Durch die
Bindung Uber Lipopolisaccharide
(LPS) der Bakterienwande an TLR4
der Blasenepithelzellen (Urothel) wird
in den Zellen eine Signalkaskade
ausgeldst, welche zu einer Aktivie-
rung von NF-kB (Nuclear Factor- kB)
fuhrt und eine Entzindungsreaktion
einleiten kann. NF-kB reguliert die
Expression verschiedener immun-
modulatorischer Zytokine, wie TNF-
O (Tumornekrosefaktor o), IL-6
(Interleukin), IL-8 und IL-10 (5; 6; 7).
TNF-o stimuliert die Induktion der
Apoptose von Epithelzellen, welche
zu einem Abschilfern (Exfoliation) der
infizierten Zellenoberflache und zur
Gesundung des Urothels fuhrt (Abb. 1)
(8). DarlUber hinaus initiert es die
Abwehr von intrazellularen Erregern.
Dieser “naturliche Heilungsprozess
kann durch andere Stoffwechsel-
erkrankungen im Organismus und
durch unbedachte Antibiotikagaben
beeintrachtigt werden. Insbeson-
dere durch eine Mehrfachgabe von
Antibiotika in kurzen Zeitabstanden
kénnen pathogene Keime entste-
hen, die ein verandertes, stark ver-
langsamtes Wachstum aufweisen,
vom Immunsystem nicht mehr als
pathogen erkannt werden und eine
Antibiotikaresistenz aufweisen. Ein
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Beispiel hierflr sind die Small Colo-
ny Variants (SCV) und einige intra-
zellulére Erreger, die dann eine Ur-
sache fUr chronische infektiose Er-
krankungen der Harnorgane sein
koénnen (Abb. 2).

In der isopathischen Therapie wird
SANUKEHL® Coli D6 (Escherichia
(E.) coli extractum) E. coli (DSMZ Nr.
14345) gemeinsam mit anderen Iso-
pathika zur Behandlung von chroni-
schen Infektionen und Zystitiden
eingesetzt (3). Ziel dieser Untersu-
chung war es, erste Hinweise auf
den immunologischen und zellbiolo-
gischen Wirkmechanismus von
SANUKEHL® Coli zu gewinnen.
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In dieser Studie wurde deshalb der
in vitro Effekt von SANUKEHL® Coli
in den Potenzen D4 bis D8 auf Bla-
senepithelzellen untersucht. Als
Zelllinie wurden T 24 human bladder
cancer cells (T24) eingesetzt und
die Freisetzungsrate der proinflam-
matorischen Zytokine TNF-t, IL-6,
IL-8 sowie des entziindungshem-
menden Zytokins IL-10 bestimmt.
TNF-ot und IL-8 sind verantwortlich
fUr die Aktivierung des angeborenen
Immunsystems. Die Wirkung von
IL-6 reicht jedoch weiter. IL-6 stimu-
liert u.a. die Differenzierung von B-
Zellen zu antikorperproduzierenden
Plamazellen; also das humurale Im-
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Abb. 1: Pathophysiologie der Zystitis nach Rosen et al. (1)
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Abb. 2: Modell fur die Entwicklung von Small Colony Variants auf den En-
dothelzellen (Urothel) der Blase nach mehrfacher Antibiotikagabe. AB= Anti-

biotika (1)
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munsystem. IL-10 z&hlt dagegen zu
den antiinflammatorischen Zytoki-
nen.

Im Folgenden sind die Ergebnisse
far SANUKEHL® Coli D6 angege-
ben. Untersucht wurde die in vitro
Zytokinproduktion bei nicht entzin-
deten, also immunologisch inakti-
ven T24 Zellen (Situation nach SCV-
Besiedlung) und bei immunologisch
aktivierten, entzindeten T24 Blasen-
epithelzellen; Letztere sind in vivo
eine Voraussetzung fUr den Hei-
lungsprozess. In diesem Zellkultur-
system wurden nicht entztndliche
Zellen als solche definiert, welche
ohne LPS kultiviert wurden. Dage-
gen erlangten T24 Zellen die zu-
sammen mit LPS kultiviert wurden,
den Status von entzindeten Zellen.
Diese beiden Zellkulturen wurden
mit den verschiedenen Potenzen
von SANUKEHL® Coli fir 24h inku-
biert. AnschlieBend wurde ein MTT
Assay durchgefihrt (s.u.). Keine der
getesteten Potenzen war nach 24h
zytotoxisch fur die Zellen.

MTT Assay

Mittels des MTT Assay kann die
metabolische Aktivitat von Zellen
bestimmt werden. Unter den Ver-
suchsbedingungen des Testes kor-
reliert die metabolische Aktivitat
der Zellen mit der Zellviabilitat. Die
Zellen werden zunachst mit der zu
untersuchenden Substanz inku-
biert. AnschlieBend wird MTT (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-di-
phenyl tetrazolium bromide) fur ca.
4 Stunden mit hinzugegeben. MTT
ist ein gelbes Reagenz, welches
duch lebende Zellen gespalten
wird. Als Spaltprodukt entsteht
purpurfarbenes Formazan. Bei
550nm kann die Extinktion und
damit die Menge des gebildeten
Formazans bestimmt werden. Nur
lebende Zellen mit intakten Mito-
chondrien kénnen MTT zu For-
mazan spalten. Tote und klrzlich
verstorbene Zellen spalten keine
signifikanten Mengen an MTT.
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Diskussion und Schlussfolge-
rung

In nicht entzlindeten Zellen (ohne
LPS) erhdhen SANUKEHL® Coli D6
Tropfen signifikant die Expression
von IL-6 und IL-8. Eine Freisetzung
von TNF-& konnte in den T24 Zellen
ebenfalls beobachtet werden (Abb.
3). Die Freisetzungsstérke der Zyto-
kine war von der untersuchten Po-
tenz abhangig (Daten nicht gezeigt).

In entziindeten Zellen (in Anwesen-
heit von LPS) kam es durch SANU-
KEHL® Coli D6 zu einer leichten Ver-
minderung der Expression von IL-6
und IL-8. Die TNF-ot-Expression
wurde dagegen in der Gegenwart
von LPS signifikant vermindert (Abb.
4). Das antientziindliche Zytokin
IL-10 (9) konnte dagegen nicht im
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Uberstand der T24 Blasenepithel-
zellen nachgewiesen werden.

Diese Ergebnisse stutzen die Hy-
pothese, dass SANUKEHL® Coli D6
einen immunmodulierenden Effekt
hat. In entzlndeten T24 Zellen
wurde die Freisetzung proinflamma-
torischer Zytokine reduziert. Nicht
entziindete, immunologisch inaktive
Zellen, werden hingegen stimuliert.
Diese Ergebnisse stehen im Ein-
klang mit den Beobachtungen in
der therapeutischen Anwendung
der SANUKEHL® Coli D6 Tropfen.
Bei chronischen Infektionen, welche
z.B. durch SCV oder intrazellulare E.
coli ausgelést werden und wo die
immunologische Abwehr nicht aktiv
ist, stimuliert hiernach SANUKEHL®
Coli D6 das Immunsystem, speziell
auch die Akut-Phase-Reaktion
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Abb. 3: Effekt von SANUKEHL® Coli D6 auf die Ausschittung von IL-6,
IL-8 und TNF-a in nicht entziindeten T24 Zellen.
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Abb. 4: Effekt von SANUKEHL® Coli D6 auf die Ausschittung von IL-6,
IL-8 und TNF-¢ in entziindeten T24 Zellen.



(Abb. 5). Hierdurch wird vermutlich
der Heilungsprozess bei chronischen
LStillen” Infektionen angeregt, was
im Detail in weiteren Studien zu
klaren ist. I

Teile dieser Arbeit wurden publiziert
im Journal of Complementary Medi-
cine & Alternative Healthcare J1(4),
2017
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Abb. 5: Hypothese zum Wirkmechanismus von SANUKEHL® Coli. Immu-
nologisch hypoaktive mit SCV infizierte Urothelzellen werden durch SANU-
KEHL © Coli aktiviert, sodass die Akut-Phase-Reaktion initiiert und der Hei-
lungsprozess angeregt wird. SC = SANUKEHL® Coli
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