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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Hintergrund: Die Mucosa des Gastroinstinaltrakts spielt eine entscheidende Rolle bei der
Unterscheidung von pathogenen und nichtpathogenen Bakterien und ist an der Vermittlung
der systemischen Immunantwort beteiligt. In dieser Arbeit wurde die Wirkung
probiotischer, kommensaler, pathogener und lebensmittelorigindrer Bakterien und deren
Oberflachenbestandteilen auf kokultivierte Enterozyten und Lymphozyten untersucht.
Dabei war insbesondere die immunologische Reaktion, deren Ursachen, sowie die
Reihenfolge der Aktivierung der Epithelzellen und darunter lokalisierten Leukozyten von
Bedeutung.

Material und Methoden: PBMCs (Peripheral blood mononuclear cells) wurden
transepithelial in CaCo-2-Zell/PBMC Kokulturen und direkt mit kommensalen,
probiotischen und enteropathogenen Bakterien sowie Zellwandbestandteilen von gram-
negativen und gram-positiven Bakterien stimuliert. Die Expression der inflammatorischen
Zytokine TNF-a, IL-8, IL-6, IL-10 und IFN-y wurde mittels enzyme linked immunosorbent
assay (ELISA) bestimmt. Die Messung des Quotienten aus IL-8/185 mRNA erfolgte mit Hilfe
einer quantitativen reversen Transkriptions PCR (qQRT-PCR). Das transepithelial permeierte
Endotoxin wurde mit dem Limulus-Amobozyte-Test (LAL-Test) gemessen und die Integritit
der CaCo-2-Zellmonolayer wurde mit Fluorescein-Dextran und der Messung des
transepithelialen Wiederstands (TEER) bestimmt.

Ergebnisse: Gram-positive probiotische Bakterien fithren nicht zu einer signifikanten
Aktivierung immunkompetenter Zellen, wéahrend der Zusatz des gram-negativen,
probiotischen E. coli Nissle, eine stdrkere Ausschiittung von TNF-a, IL-8, IL-6, IL-10 und
IFEN-y zur Folge hat als der des enteropathogenen E. coli EPEC. Die Klassifizierung der
Bakterien als ,probiotisch” war nicht mit ihrer Fiahigkeit assoziiert, die Bildung
inflammatorischer Zytokine zu induzieren. Permeabiltdtsunterschiede waren gleichfalls
nicht prinzipiell mit einer erhéhten Aktivierung basolateraler Leukozyten assoziiert. So war
sowohl bei direkter Stimulation als auch bei transepithelialer Stimulation keine Aktivierung
durch Lipoteichonsdure (LTA) von E. faecalis messbar, wahrend der Zusatz von Endotoxinen
in Abhangigkeit von ihrem strukturellen Aufbau eine geringe (Bacteroides sp.) bis extrem
starke (E. coli K12, E. coli Nissle, S. Typhimurium) Aktivierung immunkompetenter Zellen
zur Folge hatten. Eine basolaterale Hemmung der Aktivitdt des LPS durch Polymyxin B und
Colistin konnte die durch LPS von E. coli K12 induzierte Aktivierung fast vollstindig

inhibieren. Aufierdem wurde durch direkte Stimulation mit der entsprechenden Menge des

Vi



ZUSAMMENFASSUNG

im Kokulturmodel permeierenden Endotoxins eine vergleichbare Ausschiittung
inflammatorischer Zytokine wie bei transepithelialer Stimulation bewirkt. Eine Hemmung
der durch E. coli K12 bzw. LPS von E. coli K12 hervorgerufenen Aktivierung
immunkompetenter Zellen durch die probiotischen Bakterien Lb. rhamnosus und B. bifidum
sowie den Kommensalen B. vulgatus konnte nicht gemessen werden. Bei Kostimulation mit
den Endotoxinen von B. vulgatus und B. vulgatus MPK war mit zunehmender Konzentration
des Endotoxins ein Trend zu einer Hemmung der E. coli K12-LPS-induzierten
Zytokinausschiittung messbar.

Schlussfolgerung: Diese Ergebnisse belegen, dass die Wirkung von probiotischen Bakterien
nicht zwingend mit einer Aktivierung immunkompetenter Zellen in der Mucosa assoziiert
ist. Die Fahigkeit zu stimulieren hdngt vorangig von der Gegenwart von Endotoxin ab,
wobei die Endotoxinstruktur ausschlaggebend fiir das jeweilige Stimulationspotential ist.
Die Aktivierung von kokultivierten Enterozyten und Leukozyten erfolgt nicht {iber eine
mittelbare Stimulation der Leukozyten via Enterozyten sondern primdr tiber die Aktivierung
basolateraler Lymphozyten durch permeierendes Endotoxin. Die Permeabilitit der
Epithelzellschicht ist nur dann entscheidend fiir den Grad der Aktivierung, sofern die
permeierenden Endotoxine aufgrund ihrer strukturellen Gegebenheiten stimulierend

wirksam sind.

VI



SUMMARY

Summary

Background: The intestinal mucosa plays an important role in the discrimination of immune
response between pathogenic and non-pathogenic bacteria as well as in mediating the
systemic immunity. To adress the question whether probiotic, commensal, pathogenic germs
and bacteria of food origin as well as their membrane components modify the immune
response of the intestinal mucosa, we co-cultivated enterocyte-like CaCo-2 cells with human
blood leucocytes in transwell cultures. Of further interest was the sequence of enteroxyte-
leukocyte activation.

Methods: PBMC (Peripheral blood mononuclear cells) were stimulated transepithelially in
CaCo-2/PBMC co-cultures and directly challenged with probiotic, commensal,
enteropathogenic and food-originating bacteria as well as with membrane components of
grampositive and gramnegative bacteria. The expression of inflammatory cytokines (TNF-a,
IL-8, IL-6, IL-10 and IFN-y) was studied by enzyme linked immunosorbant assay (ELISA).
The ratio of IL-8/185 mRNA was detected using quantitative reverse transcription
polymerase chain reaction (qQRT PCR). The permeation of endotoxin was quantified via
Limulus amobocyte (LAL) assay and the integrity of the CaC-2 cell monolayer was detected
via fluorescein-dextran and transepithelial electric resistance (TEER).

Results: Grampositive bacteria did not activate immunocompetent cells in leukocyte-
enterocyte co-cultures whereas a stimulation with the gramnegative probiotic E. coli Nissle
resulted in higher expressions of TNF-a, IL-8, IL-6, IL-10 and IFN-y than stimulation with the
enteropathogenic E. coli (EPEC). The feature “probiotic” results not necessarily in an
enhanced production of inflammatory cytokines. Differences in epithelial permeability were
not necessarily associated with an enhanced activation of immunocompetent cells. There was
no activation of immunocompetent cells after direct or transepithelial stimulation with
lipoteichoic acid (LTA) of E. faecalis. In contrast, endotoxin depending on its structure was a
very potent (E. coli K12, E. coli Nissle, S. Typhimurium) or a moderately potent (B. vulgatus,
B. vulgatus MPK) inducer of an inflammatory cytokine response. A neutralisation of
endotoxin permeating into the basolateral compartment with Polymyxin B and Colisin
resulted in a nearly total inhibition of inflammatory response. Furthermore, directly
stimulated PBMC with comparable amounts of the permeating endotoxin in CaCo-2/PBMC
co-cultures showed the same activation status as transepithelially stimulated cells. The
probiotic, nonstimulating bacteria (Lb. rhamnosus GG, B. vulgatus, B. bifidum) were not able to

reduce the E. coli K12 induced TNF-a, IL-8, IL-6, IL-10 and IFN-y production. A co-



SUMMARY

stimulation of LPS from E. coli K12 (1 pg/ml) with non-stimulating endotoxins (B. vulgatus
and B. vulgatus MPK) 100 ng/ml tended to reduce cytokine expression.

Conclusion: These results show that the attribute “probiotic”does not result in an obligatory
activation of immunocompetent cells. The ability to stimulate immunocompetent cells is
preferentially dependent on the presence of endotoxin, regarding the structure which is
responsible for the stimulating capacity and is not mediated by enterocytes in first line.
Activation of the basolaterally located lymphocytes occurs via permeating endotoxin. The
permeability of the intestinal epithelial layer is only relevant when permeating endotoxin is

able to stimulate immunocompetent cells to due its structural features.



EINLEITUNG

1 Einleitung

Die Mucosa des Gastroinstinaltrakts ist kontinuierlich einer enormen Menge und Vielfalt
von Bakterien ausgesetzt. Dabei fungiert das Epithel als Barriere vor dem Eindringen von
Bakerien und gleichzeitig als afferenter Teil des mucosalen Immunsystems, der die Aufgabe
hat nichtpathogene, von pathogenen Darmbakterien zu unterscheiden und entsprechende
Signaltransduktionskaskaden in Gang zu setzen. Demzufolge sind neben den dendritischen
Zellen die Epithelzellen die Zellen des Wirtes, die als erstes mit den luminalen Bakterien und
Antigenen in Kontakt kommen und die Signale an das mucosale Immunsystem weiterleiten
(Kagnoff und Eckmann, 1997). Das Darmepithel ist damit in der Lage, pathogene und
kommensale Mikroorganismen wahrzunehmen und entsprechende Signale weiterzuleiten.
Intestinale Epithelzellen reagieren auf bestimmte Bakterienspezies mit einer Ausschiittung
bestimmter Chemokine und Zytokine zur Aktivierung von immunkompetenten Zellen (Jung
et al., 1995). Jedoch reagiert das Darmepithel nicht auf alle Bakterienspezies in der gleichen
Art und Weise, manche Bakterien bewirken eine starken Ausschiittung inflammatorischer
Zytokine, wihrend andere eine sehr geringe oder keine Zytokinantwort zur Folge haben
(Kagnoff und Eckmann, 1997; Haller et al., 2000). Dabei erfolgt die Erkennung der
verschieden Mikroorganismen iiber verschiedene PRR (pattern recognition receptors) der
Epithelzellen, die an bestimmte strukturelle Oberflichenkomponenten PAMPs (pathogen
associated molecular patterns) der bakteriellen Zellwand binden (Cario et al., 2002b).

Die physiologische Relevanz von kommensalen Bakterien in der Signalvermittlung des
intestinalen Epithels verdeutlichen Versuche von Haller et al. (2002b und 2003), die durch
garm-negative nichtpathogene Bakterien der Darmflora eine schnelle, temporare

Aktivierung der intestinalen Epithelzellen zeigen konnten.
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1.1 Gastrointestinaltrakt

Der menschliche Gastrointestinaltrakt weist mit mehr als 200 m? die grofite Oberflache des
Korpers auf. Diese wird von 103 bis 10 Mikroorganismen besiedelt (Savage et al., 1977), die
unter normalen Bedingungen mit dem Wirt in einem physiologischen Gleichgewicht stehen.
Des weiteren beherbergt der Gastrointestinaltrakt ca. 70 % der Lymphozytenpopulation des
Wirts (Didierlaurent et al., 2002). Dabei werden die Lamina propria Lymphozyten sowie
intraepithelialen Lymphozyten zum darmassoziierten Immunsystem gezahlt. Erstere setzen
sich zu 64 % aus CD 4+, 36 % CD 8+ und 1,8 % CD 4+ und CD 8+ Zellen zusammen (van
Damme et al., 2001). Ausserdem gehoren auch komplex organisierte Strukturen wie
Lymphfollikel, Peyer’sche Plaques und mesenteriale Lymphknoten dem darmassoziierten
Immunsystem an. Ein optimales Zusammenspiel dieser verschiedenen Komponenten ist
Vorraussetzung fiir die Entwicklung oraler Toleranz gegeniiber erwiinschten Antigenen,
aber auch fiir die Abwehr von pathogenen Mikroorganismen oder Toxinen.

Neben den immunkompetenten Zellen des darmassoziierten Immunsystems haben auch die
Epithelzellen des Darmes (Rimoldi et al., 2005) sowie ihre Interaktion mit den oben

beschriebenen Leukozytenpopulationen eine zentrale Rolle in der Immunantwort.

1.2 Abwehrmechanismen

Aufgrund der enormen Oberfliche des Gastrointestinaltrakts, der einer permanenten
Konfrontation mit Mikroorganismen und einem breiten Spektrum verschiedenster Antigene
ausgesetzt ist, ist ein effektives Abwehrsystem notig, um eine Schadigung des Organismus
zu vermeiden. Zu diesem Zweck sind nichtimmunologische Barrieren, die eine Kolonisation
mit pathogenen Mikroorganismen ausschliefen (Immunausschluss), angeborene,
antigenunspezifische sowie erworbene Abwehrmechanismen komplex miteinander
verkniipft. Damit konnen unerwiinschte Bakterien- und Mikroorganismenbestandteile
(PAMPs: pathogen-associated molecular patterns), wie z.B. Lipopolysaccharide,
Lipoteichonsduren oder Nahrungs- und Luftbestandteile eliminiert (Immunelimination),
aber auch eine orale Toleranz gegeniiber erwiinschten Mikroorganismen und

Nahrungsbestandteilen entwickelt werden (Cummings et al., 2004).
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Viele chronische Erkrankungen, darunter chronisch entziindliche Darmerkrankungen oder
Allergien, scheinen ihre Ursache in verdnderten Mechanismen der lokalen Immunitdt und
Toleranz zu haben. Dies kann zu Barrierefunktionsstérungen und verstarkter Invasion von

Antigenen in den Blutkreislauf fithren (Tlaskalova-Hogenova et al., 2002).

1.2.1 Nichtimmunologische Abwehrmechanismen

Die Mucosa, (physikalische Barriere), die Verdauungssekrete (chemische Barriere), sowie die
Kommensalflora (biologische Barriere) sind Komponenten einer nichtimmunologischen
Abwebhr.

Erstere besteht aus einer Epithelzellschicht, der Lamina propria, der Muscularis mucosa und
dem Mucus. Letzterer setzt sich aus verschiedenen mucosalen Sekreten, v. a. Mucin, Trefoil
Peptide sowie den Surfactant Lipiden zusammen. Die Epithelzellen von Diinn- und
Dickdarm gehen unter physiologischen Bedingungen aus Stammzellen der Kryptenregion
hervor, die auf ihrer Wanderung zur Kryptenoberfliche zu absorptiven Epithelzellen,
schleimproduzierenden Becherzellen, Paneth’schen Kornerzellen oder enteroendokrinen
Zellen differenzieren. An den Villi kommt es zur Abschilferung der &lteren Zellen, die
gemeinsam mit den Sekreten der Krypten zum Schutz vor pathogenen Keimen beitragen.
Die Anzahl der Tight Junctions, die die einzelnen Epithelzellen miteinander verbinden, hat
Einfluss auf die Durchldssigkeit der Epithelzellschicht. So konnte bei Patienten mit chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen eine Erhchung der parazelluldren Permeabilitit sowie
der Transmigration von Neutrophilen aufgrund einer verringerten Expression von Tight
Junction Proteinen nachgewiesen werden (Kucharazik et al.,, 2001). Auch der Mucus
unterstiitzt die physische Trennung der Bakterien im Lumen von den Epithelzellen. Seine
Hydrophobizitit an der Oberfliche der Mucusschicht, hilt wasserldsliche Toxine von der
Mucosa fern. Diese Hydrophobizitdt wird auf eine Lipidschicht, die ca. 20% der organischen
Masse des Mucus umfasst, sowie eine Phospholipidfraktion zurtickgefiihrt (Lichtenberger et
al., 1995). Dabei ist die Hydrophobizitdt im Magen und Colon besonders hoch, wihrend sie
im Bereich der Néahrstoffabsorption deutlich geringer ist (Tatsumi et al., 1996). Auch die
Dicke der Mucusschicht ist in den verschiedenen Abschnitten des Gastrointestinaltrakts

unterschiedlich. So ist sie im Magen am hochsten (Matsuo et. al., 1997).
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Zu den chemischen Abwehrmechanismen werden die Magensdure, das Pankreas- und
Gallensekret gezdhlt. Sie dienen neben ihren Verdauungsfunktionen auch der Abwehr von
Pathogenen. So kann sich Shigella flexneri nach einer Neutralisation der Magensdure mit
Bicarbonat dreimal so schnell vermehren (Sarker et. al., 1992). Auch Patienten mit einer
Achlorhydrie oder Hypochlorhydrie zeigen eine erhohte orale Infektanfilligkeit. Dariiber
hinaus erkranken Patienten mit Pankreasinsuffizienz hdufiger an akuten Diarrhoen was
darauf schliessen ldsst, dass auch das Pankreassekret an der Abwehr von Pathogenen
beteiligt ist. Ausserdem konnte Cario (2005) eine bakteriostatische Wirkung des
Pankreassekrets nachweisen. Eine antientziindliche Wirkung weisen auch Gallensduren auf.
Diese wird zumeist auf Verdnderungen der Integritdt und Permeabilitdt der Zellmembran
durch Gallensduren zuriickgefithrt (Begley et al., 2005). Ein weiterer chemischer
Abwehrmechanismus sind die verschiedenen, von Enterozyten und Panethzellen
produzierten antimikrobiellen Peptide oder Enzyme wie Defensine, Lysozym, DNAsen,
Trypsin und Phospholipase A2 (Ouellette und Bevins, 2001).

Als biologische Abwehr dienen kommensale Bakterien, die entweder durch Kompetition
oder durch Produktion von Bakteriozinen in der Lage sind, eine Vermehrung von
Pathogenen zu unterbinden. Dies zeigt sich v. a. nach einer Antibiotikatherapie, wo bereits

von Freter (1955) eine Erhohung der Infektionsanfalligkeit beobachtet wurde (Freter, 1955).

1.2.2 Das darmassoziierte Inmunsystem

1.2.2.1 Aufgaben des darmassoziierten Inmunsystems

Das darmassoziierte Immunsystem stellt die zweite Linie der Verteidigung nach den
nichtimmunologischen Abwehrmechanismen dar. Es hat die Aufgabe, unerwiinschte
Substanzen zu eliminieren, sowie orale Toleranz gegeniiber erwiinschten
Nahrungsbestandteilen und Organismen der kommensalen Darmflora zu tiben.

Bei der Immunelimination werden Fremdstoffe, die die epitheliale Barriere durchdrungen
haben, entfernt, so dass sie eine Art ,zweite Linie der mucosalen Verteidigung” darstellt.
Diese erfolgt zum Teil iiber systemische Immunkomponenten, wie Serumantikorper, aber
auch tiber lokale Antikorper, oft in Kombination mit cytotoxischen CD8+ T und NK-Zellen.
Werden die Antigene nicht schnell genug entfernt, kommt es zu entziindlichen
Erkrankungen. Derartig fehlgeschlagene Immuneliminationen sind haufig eine Ursache der
Pathogenese von Allergien, chronisch entziindlichen Darmerkrankungen u. . (Brandtzaeg

1997).Die orale Toleranz ist ein bereits seit langem bekannter physiologischer Mechanismus,
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bei dem das Immunsystem nicht auf Nahrungsantigene und Antigene der kommensalen
Mikroflora reagiert. Als Variablen dieses komplexen Phianomens werden Gene, Alter, Dosis
und Zeitpunkt der postnatalen Antigenexposition, Antigenstruktur und deren
Zusammensetzung, die Integritit der Epithelzellschicht, sowie der lokale
Aktivierungszustand diskutiert (Cummings et al., 2004). Auch die kommensale Mikroflora
spielt eine Rolle bei der Entwicklung der oralen Toleranz (Rakoff-Nahoum et al., 2004).
Wichtig scheint des weiteren ein ausbalanciertes Th1/Th2 Verhiltnis, sowie die Aktivierung
regulatorischer T-Zellen (Treg) zu sein (Qiao et al.,, 1996). Zu dem Phdnomen der oralen
Toleranz kommt es, wenn T-Zellen aufgrund hoher Antigenexposition Apoptose begehen
(klonale Deletion), jedoch eine Anergie der kostimulatorischen antigenpridsentierenden
Zellen vorliegt, eine Antigenclearance durch die Mucosa oder eine Induktion regulatorischer
T-Zellen erfolgt (Brandtzaeg et al., 1998). Zur Komplexitdt der oralen Toleranz tragt dariiber
hinaus bei, dass nicht nur regulatorische T-Zellen die immunsupprimierenden Zytokine IL-
10 und TGF-B produzieren, sondern auch antigenprasentierende Zellen und Epithelzellen.
Unklar scheint jedoch noch, ob die orale Toleranz von den Peyer’schen Plaques, der
intestinalen Mucosa, den mesenterischen Lymphknoten oder der Leber ausgeht. (Cummings

et al., 2004)

1.2.2.2 Funktionsweise des darmassoziierten Immunsystems

Beziiglich der Funktionsweise ldsst sich das darmassoziierte Immunsystem in einen
afferenten und einen efferenten Teil unterteilen. Den afferenten Teil stellt das MALT dar,
welches das grofite lymphatische Organ des menschlichen Korpers ist. Dazu zdhlen die
Tonsillen, die Peyer’schen Plaques und weitere Lymphfollikel. Zum efferenten Teil gehoren
die diffus in der Lamina propria und intraepithelial verteilten Lymphozyten, sowie das
Oberflachenepithel (Cummings et al., 2004).

Die Peyer’schen Plaques, 1977 von Johann C. Peyer entdeckt, sind in der Submukosa des
terminalen Ileums lokalisiert und bestehen unter anderem aus B- und T-Lymphozyten,
Makrophagen und dendritischen Zellen. Das Domepithel, das diese sekunddr lymphoiden
Organe vom Darmlumen trennt, beherbergt die so genannten M-Zellen (microfolded oder
membraneous epithelial cells). Im Vergleich zu den umgebenden Enterozyten besitzen die

M-Zellen beim Menschen nur eine sehr diinne Glykokalix- bzw. Mucusschicht und haben
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nur wenige kurze, teilweise verzweigte Microvilli (Neutra et al., 1996). Thre Hauptfunktion
liegt in der Aufnahme von luminalen Antigenen und deren aktivem Transport in die
Lymphfollikel (Neutra et al., 2001). Dabei beruhen die Untersuchungen hauptséchlich auf in-
vitro Modellen von CaCo-2-Zellen, die auf Transwell Filtern ausdifferenzieren und nach
Kokultivierung mit Peyer’schen Plaque Lymphozyten oder bestimmten B-Zell-Linien
Zellverbdnde mit den Charakteristika eines Follikel-assoziierten Epithels entwickeln. So
zeigte sich, dass die Bi1 Integrine, die ausschliefllich auf M-Zellen, nicht auf polarisierten
Darmepithelzellen zu finden sind, fiir die Interaktion mit den Invasionsfaktoren von Yersinia
enterocolitica verantwortlich sind und eine Translokation ermoglichen (Grassl et. al. 2003,
Autenrieth, 2000). Neben dem Weg exogener Stimuli tiber die M-Zellen zu den
immunkompetenten Zellen sind auch dendritische Zellen in der Lage, Tight Junctions
zwischen den einzelnen Epithelzellen zu losen und direkt aus dem Lumen Bakterien
aufzunehmen (Rescigno et al., 2001). Dennoch erfolgt die Induktion und Regulation der
mucosalen Immunantwort v. a. {iber das MALT und nur selten iiber Strukturen der
Effektorseite (Cummings et al., 2004).

Die Immunantwort beginnt immer mit der Aufnahme und Prédsentation von zu
immunogenen Peptiden degradierten Antigen mittels MHCII durch APC (antigen
presenting cells) und Enterozyten. Aufierdem kommen MHCII-positive Zellen, naive und
memory-B-Zellen gehduft in der direkten Umgebung von M-Zellen vor, nehmen dort
Antigene auf und prasentieren sie sehr effektiv T-Zellen. Diese wiederum produzieren die
entsprechenden Zytokine, wie TGF-f, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10 und initiieren damit
den ,switch” von IgM zu IgA produzierenden Plasmazellen sowie die Differenzierung von
antigenspezifischen B-Zellen zu IgA produzierenden Plasmazellen (Brandtzaeg et al., 2005,
Brandtzaeg et al., 2001).

Naive CD4-Zellen wandern in die mesenterialen Lymphknoten, wo eine weitere Stimulation
tiber die Bindung der pradsentierten immunogenen Peptiden mit dem T-Zellrezeptor erfolgt
und differenzieren dann zu Thl oder Th2 Zellen aus (Cummings et al., 2004). Als
Effektorzellen gelangen sie schliefSlich iiber den Ductus thoracicus und den systemischen
Blutkreislauf an mucosale Effektorstellen (,homing”) aber auch zu anderen
Schleimhautoberflichen. Nach Ankunft in der Mukosa entfalten die T-Zellen ihre
Effektorfunktionen und die B-Zellen differenzieren zu ortsansdssigen IgA-produzierenden
Plasmazellen. Die in das Interstitium sezernierten IgA-Molekiile binden als Dimere an Poly-

Immunglobulin-Rezeptoren (Poly-Ig-Rezeptor), die sich auf der basolateralen Membran der
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Enterozyten befinden. Die Dimere bestehen aus zwei mittels eines Joining-Proteins kovalent
verbundenen IgA-Molekiilen. Der entstehende IgA-Rezeptorkomplex wird tiber Endozytose
aufgenommen, in Vesikeln durch den Enterozyten transportiert, von wo aus er an dessen
apikale Oberfliche gelangt. Wiahrend dieser Transzytose wird der Poly-Ig-Rezeptor
enzymatisch gespalten, sein extrazelluldirer Anteil, die so genannte sekretorische
Komponente, bleibt jedoch mit dem IgA verbunden (Phalipon et al., 2002 und 2003). Dieses
Peptid schiitzt IgA vor Proteolyse und sorgt fiir dessen geeignete Lokalisierung im Lumen.
Dort vermischt sich IgA mit dem Mucin und bildet eine schiitzende Oberflachenschicht. Es
dient zum einen der lokalen Abwehr von Fremdkorpern, indem es an Bakterien bindet und
die Adhédsion von Pathogenen an Enterozyten erschwert und zum anderen verhindert es
durch Komplexierung die Penetration von Antigenen ins Korperinnere. (Fagarasan et al.,
2003; Mestecky et al., 1999; Phalipon et al., 2002).

Auch die Enterozyten haben neben ihren Funktionen in Absorption, Resorption und
Sekretion eine immunologische Funktion im MALT. Sie sind beispielsweise in der Lage,
Zytokine und Defensine zu produzieren sowie PRRs (pattern recognition receptors) wie z. B.
TLR (toll like receptor) oder Rezeptoren der NOD Familie zu exprimieren (Ogle et al., 2002,
Eckmann, 2004). Des weiteren verfiigen sie iiber Zytokinrezeptoren und polymere
Immunglobulinrezeptoren, die den Transport von IgA und IgM auf die mukosale Oberfldche
ermoglichen (Stadnyk, 2002)). Aufierdem sind sie in der Lage, tiber MHC-Molekiile Antigene
zu prasentieren (Lin et al., 2005). Eine Translokation von Mikroorganismen durch M-Zellen
fihrt an der basolateralen Seite der Enterozyten zur Aktivierung verschiedener
Signaltransduktionskaskaden. Dies hat eine Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen

und Chemokinen wie z. B. IL-8 zur Folge (Autenrieth, 2000; Maaser und Kagnoff, 2002)

1.3 Zytokinnetzwerk

Zytokine sind hormonédhnliche, zellregulatorischen Peptide oder Glycopeptide mit einem
Molekulargewicht von <60 kDa (Thomson, 1998). Sie sind bereits in femtomolaren
Konzentrationen wirksam. Wegen ihrer kurzen Halbwertszeiten (Sekunden bis Minuten)
werden sie meist nur voriibergehend produziert. Deshalb konnen sie hochspezifisch sein
und schnell auf das Vorhandensein von Fremdkorpern reagieren. Dabei bilden sie
zusammen mit anderen Zell-zu-Zell-Signalstoffen ein Kommunikationsnetzwerk, das

sowohl die Aktivierung immunkompetenter Zellen untereinander als auch die Regulation
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nicht immunassoziierter Gewebe (v. a. Endothelzellen und Hepatozyten) ermoglicht. Das
Netzwerk ist parakrin, endokrin und autokrin wirksam. Des weiteren zeigen Zytokine meist
eine pleiotrope Wirksamkeit, die deren Effizienz zusitzlich steigert. Hinzu kommt, dass
unterschiedliche Zytokine auch die gleiche Signaltransduktionskaskade aktivieren kénnen.
Aufgrund dieser Eigenschaften sind Zytokine in der Lage, Einfluss auf die Differenzierung,
Proliferation, Migration und Apoptose der Zielzellen zu nehmen. Auch sind
Interaktionskaskaden moglich, bei denen ein Zytokin die Sekretion weiterer Zytokine
induziert. Die Wechselwirkungen von Zytokinen koénnen also in der Summe additiv,
synergistisch oder gar antagonistisch sein. Entscheidend dabei ist die Reihenfolge, in der die
Zellen den Zytokinmediatoren ausgesetzt sind.

Zu den Zytokinen werden Interleukine, Chemokine, Interferone und Wachstumsfaktoren
gezdhlt. Je nach Ursprung wurden sie zunichst als Monokine oder Lymphokine bezeichnet.
Diese Terminologie suggeriert eine klare Zuordnung zu einem Zelltyp oder Wirkungsort.
Viele Zytokine werden jedoch sowohl von Lymphozyten als auch Monozyten gebildet.
Chemokine sind chemotaktisch wirksame Zytokine, die Leukozyten an einen gewiinschten
Ort lotsen, und sie dort aktivieren. Die Bezeichnung Interleukine wird fiir Zytokine
verwendet, die hauptsichlich Zellinteraktionen der Leukozyten beeinflussen (Sartor, 1994;
Aderem, 1993; Dwinell et al., 1999). Je nach Wirkung werden Zytokine auch héufig in pro-
und antiinflammatorische sowie immunregulatorsiche Zytokine unterteilt. Zu den
proinflammatorischen Zytokinen werden z. B. TNF-a und IL-8 gezdhlt, zu den
antinflammatorischen IL-10 und zu den immunregulatorischen IL-2, IL-6 und IFN-y.

Da in der vorliegenden Arbeit mit TNF-a, IL-6, IL-8, IL-10 sowie IFN-y als Messparameter
gearbeitet wurde, sollen die genannten Zytokine im folgenden etwas genauer vorgestellt

werden.

1.3.1 TNF-a

TNF-a besitzt ein Molekulargewicht von 17 kDa und besteht aus 157 Aminosduren.
Produziert wird es von Monozyten, NK-Zellen, B-Zellen, T-Zellen, Basophilen, Eosinophilen,
Neutrophilen, sowie nicht immunkompetenten Zellen wie z. B. Enterozyten (Zhang und
Tracey, 1998).

Die TNF-a Synthese kann sowohl durch biologische, chemische oder physikalische Stimuli,
wie Viren, bakterielle Produkte (z. B. LPS), parasitire Produkte und Zytokine induziert

werden. Aber auch die Suppression der TNF-a Expression in Makrophagen kann durch
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verschiedene Substanzen geschehen, u. a. durch PGE-2, durch die Zytokine TGF-§3, IFN-q,
IEN-B, IL-4, IL-6, IL-10, G-CSF, sowie durch verschiedene virale Produkte (Zhang und
Tracey, 1998). In unstimulierten Zellen wird TNF-a in verschwindend geringen Mengen
produziert, jedoch zdhlt es in aktivierten Zellen zu den hauptsdchlich sekretierten
Entziindungsfaktoren (Beutler et al., 1985) TNF-a zdhlt zu den frithen Zytokinen, bei dem
die mRNA Konzentration bereits nach 15 bis 30 Minuten ansteigt, ohne dass zuvor eine de
novo Synthese der zur Induktion der TNF-Expression notigen Faktoren stattfinden muss.
Dies lasst den Schluss zu, dass diese die TNF-Expression induzierenden Faktoren bereits in
der unstimulierten Zelle vorliegen (Zhang und Tracey, 1998) An der Regulation der
Transkription von TNF-a sind neben der TATA Box diverse regulatorische Sequenzen des
TNF-Gens bekannt, u. a. NFxB k1,2 und x3 sowie T-Zell Aktivierungsfaktoren bindende
Stellen (,,nuclear factor of activated T cells” (NFAT)) fiir NFATp, NFAT-149,NFAT-117 und
NFAT-76 (Tsai et al., 1996 a, b).

Neben verschiedenen anderen Zytokinen (u. a. IL-1p) gilt TNF-a als Hauptmediator der
Wirtsabwehr gegen gram-negative Bakterien und spielt eine wichtige Rolle in der
intrazelluldren Elimination von Bakterien. Aufierdem zdhlen zum Wirkungsspektrum von
TNF-a die Aktivierung von Monozyten, Makrophagen und Neutrophilen, die Induktion der
Produktion von MHCI-Molekiilen, die Hemmung der Virusreplikation, eine via IL-6
vermittelte Induktion der Akut-Phase-Antwort, sowie die Verstirkung der Adhédson von
Leukozyten an das Endothel. Dartiber hinaus besitzt es Tumortoxizitit und fiihrt bei
langerfristiger Anwendung zu Kachexie. Es induziert Fieber, Gewebsnekrosen, aktiviert die
Cyclooxigenase Typ II und veranlasst die Ausschiittung von proinflammatorischen

Zytokinen. (Ibelgaufts, 1995; Siegenthaler, 2001).

1.3.2 IL-8

IL-8 gehort zur Gruppe der Chemokine, besteht zumeist aus 72 Aminosduren und weist ein
Molekulargewicht von 8 kDa auf (Ibelgaufts, 1995). Daneben existieren noch weitere IL-8
Formen mit 77, 71, 70 und 69 Aminosiduren und verschiedenen Konstellationen am NH,-
Ende. Dabei hingt die Abspaltung der Aminosduren von den Proteasen der jeweils IL-8
sezerniernden Zellen ab. Am héaufigsten kommen die IL-8 Formen mit 77 und 72
Aminosduren vor. IL-8 mit 77 Aminosduren wird vor allem von Fibroblasten und
Endothelzellen produziert, wihrend Leukozyten vermehrt IL-8 mit 72 Aminosduren
freisetzen. (Ibelgaufts, 1995; Wuyts et al., 1998). Des weiteren produzieren Monozyten,
Makrophagen und Granulozyten IL-8.
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Induziert wird die IL-8-Synthese durch proinflammatorische Zytokine, vor allem IL-1,
TNF-a, IL-6 und INF-y, sowie bakteriellen Produkten wie LPS, virale Produkte oder
doppelstrangige RNA (Wuyts et al., 1998). Dabei ist LPS einer der wichtigsten Ausldser einer
IL-8 Produktion in Monozyten (Wuyts et al., 1998). Im Gegensatz dazu hemmen IL-10,
Glucocorticoide, IL-4, IP-10 und TGF-f die IL-8 Synthese. NFxB ist der entscheidende
Transkriptionsfaktor. Durch seine Inaktivierung sind Glucocorticoide, IFN-a und IFN-P in
der Lage, die IL-8 Transkription zu inhibieren (Oliveira et al., 1992).

Die Hauptzielzellen von IL-8 sind Granulozyten und T-Zellen. Dariiber hinaus wirkt IL-8
aber auch auf Monozyten, NK-Zellen, B-Lymphozyten, Basophile, Eosinophile,
Endothelzellen, Fibroblasten, Keratinozyten und glatte Muskelzellen. Es fiihrt zu
Entziindungen und Zellmigration. So ist es in der Lage, Neutrophile durch Chemotaxis an
den Ort der Entztindung zu lotsen und spezifisch zu aktivieren (Yoshimura et al., 1987; van
Damme J., 1988). Es sorgt fiir eine vermehrte Bildung von Sauerstoffmetaboliten und erhoht
die Expression von Adhédsionsmolekiilen (Ibelgaufts, 1995; Siegenthaler, 2001). Aufierdem
stimuliert IL-8 die transendotheliale Migration von neutrophilen Granulozyten (Diapedese).
Des weiteren wird durch IL-8 die intrazelluldre Ca2* Konzentration in Neutrophilen (Thelen
et al, 1988) und ein leichter respiratorischer Burst induziert (Schroder et al., 1987).
Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass IL-8 in erster Linie die Elimination von

Mikroorganismen durch Steigerung der bakteriziden Aktivitdt von Neutrophilen fordert.

1.3.3 IL-6

IL-6 ist ein Glycoprotein mit einer Masse zwischen 21 und 28 kDa und besteht aus 212
Aminosduren mit einer hydrophoben Signalsequenz von 28 Aminosduren. Die IL-6
Produktion wird durch verschiedenste Stimuli initiiert. Beispielsweise sind mitogene und
antigene Substanzen, Viren (Cayphas et al., 1987), Peptide (IL-1 (Shalaby et al., 1989) TNF-a
allein oder in Kombination mit IFN-y (Shalaby et al., 1989), IL-3 sowie GM-CSF (v. Snick,
1990) und platelet-derived growth factor (PDGF)), aber auch die Proteinkinase C, das
Calciumionophor A23187 und verschiedene Substanzen, die eine Steigerung des
intrazelluldaren zyklischen AMP-Spiegels bewirken, in der Lage, die IL-6-Produktion zu
steigern (Hirano, 1998; v. Snick, 1990).

IL-6 ist ein Zytokin, das sowohl von lymphoiden als auch nicht-lymphoiden Zellen
produziert wird. Es ist beteiligt an der Regulation der Immunantwort, Akutphase

Reaktionen, sowie der Hiamatopoiese (Hirano, 1998). Bei der Proliferation und
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Differenzierung von B-Zellen zu antikorperproduzierenden Zellen wurde IL-6 als einer der
Faktoren identifiziert, der eine Rolle in der Induktion der IgG Produktion spielt (Muraguchi
et al., 1981). Beagley et al. (1989) konnten zeigen, dass IL-6 die IgA Produktion in den B-
Zellen der Peyer’schen Plaques bei Madusen (Beagley et al., 1989) bzw. humanen Appendix B-
Zellen erhoht (Fujihashi et al., 1991). Fujihashi et al. (1992) schliefSen daraus, dass IL-6 eine

wichtige Rolle in der mucosalen Immunantwort spielt.

1.3.4 IL-10

IL-10 ist ein 18 kDa Polypeptid, das als ,cytokine synthesis inhibitory factor” (CSIF) in
Th2-Zellklonen von Madusen, als ein, die Produktion von Zytokinen in Thl-Klonen
inhibierendes Zytokin entdeckt wurde (Fiorentino et al., 1989). Yssel et al. (1992) zeigten
dann, dass IL-10 neben Th2- und Th0-Zellen bei entsprechender Stimulation auch von Thl
CD4+ T-Zellklonen sowie CD8+ Zellen, Monozyten/Makrophagen und Kerationocyten und
aktivierten B-Zellen produziert wird. Im Gegensatz zu Monozyten produzieren humane
bronchiale Epithelzellen IL-10 konstitutiv (Bonfield et al., 1995). Auch mittels LPS oder PHA
stimulierte T-Zellen produzieren IL-10 (Yssel et al., 1992). Auch kann die IL-10-Produktion
durch IL-12 und IL-6 noch gesteigert werden (Daftarian et al., 1996; Jeannin et al., 1996).

Im Vergleich zu anderen Zytokinen ist IL-10 ein verzogert gebildetes Zytokin, das in Folge
der Aktivierung von T-Zellen oder Monozyten bzw. Makrophagen gebildet wird (de Waal et
al., 1991a, Fiorentino et al., 1991a, Yssel et al., 1992).

Stimuliert wird die IL-10 Ausschiittung in Monozyten durch LPS, TNF-a sowie den
intrazelluliren cAMP Spiegel steigernden Substanzen (Daftarian et al., 1996). Dagegen
vermag IL-4 nach de Waal et al. (1991a) die Produktion von IL-10, in durch LPS stimulierten
humanen Makrophagen zu hemmen. Fioretino et al. (1991b) und Chomarat et al. (1993)
zeigten das Wechselspiel von IL-10 und IFN-y an Mausemakrophagen und PBMCs. Dabei
fiihrt eine hohe Konzentration von IFN-y zu einer Hemmung von IL-10 und umgekehrt.
IL-10 bewirkt bei Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen eine starke Hemmung
der Produktion u. a. von IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8 sowie eine Eigenhemmung (Fioretino et al.,
1991a; de Waal et al., 1991a). Des weiteren bewirkt IL-10 in Monozyten und Makrophagen
eine erhohte Produktion von IL-1-Rezeptor-Antagonisten (de Waal et al., 1991a) und
verschiedenen weiteren stimulatorischen und costimulatorischen Molekiilen. Aufgrund
dessen gibt es eine Verschiebung der Entziindungsmediatoren zur antiinflammatorischen

Seite. Als direkter Effekt von IL-10 auf T-Zellen und T-Zellklone wird die Inhibition der

11



EINLEITUNG

Zytokinproduktion sowie der Proliferation der Zellen in Anwesenheit von APC betrachtet.
Dieser Effekt wird v. a. auf die immunsupprimierende Funktion der APC zuriickgefiihrt (de
Waal et al., 1991b; Fiorentino et al., 1991b).

IL-10 spielt auch bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen eine wichtige Rolle. So
entwickeln IL-10 defiziente Maiuse eine Colitis und in fortgeschrittenem Stadium
Adenokarzinome (Berg et al., 1996), die durch IL-10-Gaben von Geburt an oder durch anti-
IFN-y oder anti-TNF-a Antikorper verhindert werden konnen. Daraus schliefSen Davidson et
al. (1996), dass die Entziindungsprozesse bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
auf eine Dysregulation der Interaktion zwischen kommensaler Flora und
immunkompetenten Zellen in Abwesenheit von IL-10 zu einer unkontrollierten,

iiberschiessenden Th1-Antwort fithren.

135 IFN-y

IFN-y zdhlt zu den Interferonen vom Typ II und hat ein Molekulargewicht je nach
Glycosilierungsgrad von 20 bzw. 25 kDa (Ibelgaufts, 1995). Seine wichtigste Aufgabe ist die
Aktivierung von Makrophagen zur Abwehr von Viren und Bakterien. Dartiiber hinaus spielt
es eine wichtige Rolle in der Abwehr intrazelluldrer Krankheitserreger sowie der Elimination
maligner Transformationen durch Makrophagen (Dunn et al., 2004).

IFN-y wird von CD4+ und CD8+ T-Zellen sowie natiirlichen Killerzellen produziert. Bei
Maéusen produzieren v. a. Th1-Zellen IFN-y. Nur sehr wenig oder gar kein IFN-y wird von
murinen Th2-Zellen produziert (Mosmann et al., 1986). Aufserdem inhibiert IFN-y v. a. die
Proliferation von Th2-Zellen, nicht aber, die von Th1-Zellen, so dass es in Anwesenheit von
IFN-y zu einer Expansion von Th1-Zellen kommt (Gajewski et al., 1988). Die Produktion von
IFN-y wird durch die Monokine TNF-a, IL-12, IL-15 und IL-18 stimuliert (Boehm et al., 1997;
Cooper et al. 2001). Inhibiert wird die IFN-y Produktion dagegen durch TGEF-§
(Bellone et al., 1995).
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1.4 Effekte der Mikroflora und probiotische Bakterien im

menschlichen Gastrointestinaltrakt

1.4.1 Mikroflora

Die Oberfliache des Darms, sowie das Darmlumen sind von einer betrdchtlichen Vielfalt von
kommensalen Mikroorganismen besiedelt (Savage, 1977; Moore and Holdeman, 1974). Diese
Symbionten bilden ein komplexes 6kologisches ,steady-state-System”, an dem ca. 400 bis
500 verschiedene Spezies beteiligt sind (Abrams, 1983; Brown, 1977; Gall, 1970; Lee, 1985;
Luckey, 1974; Moore and Holdeman, 1974; Ozawa and Freter, 1964; Savage, 1977; Simon und
Gorbach, 1984). In der Abwehr gegeniiber Pathogenen sind sie ein wichtiger biologischer
Faktor. Bei geeigneter Zusammensetzung ist die Darmflora in der Lage, die Adhédsion und
Vermehrung pathogener Bakterien auf der Enterozytenoberfldche (,,colonization resistance”)
und deren Invasion in die Epithelzellen und den Blutkreislauf zu verhindern. Auflerdem
spielen kommensale Mikroorganismen sowohl durch direkte Interaktion mit pathogenen
Keimen als auch durch Beeinflussung des darmassoziierten Inmunsystems eine bedeutende
Rolle in der Infektabwehr (Ganguly und Waldmann, 1977; Moreau et al., 1978; Nielsen und
Friis, 1980; Rolfe, 1984; Shedlofsky und Freter, 1974). Die Flora ist auch bei der Entwicklung
des darmassoziierten Immunsystems von grofler Bedeutung. In der frithen postnatalen
Phase stimuliert sie sowohl die Ausbildung der lokalen als auch der systemischen
Immunitét. Spater aktiviert sie regulatorische Mechanismen, die die lokale und systemische
Immunantwort in Balance halten (Tlaskalova-Hogenova et al., 2002; Wilson et al., 2002).

Bei unter keimfreien Bedingungen aufgewachsenen Tieren konnten u. a. Verdnderungen in
der GALT-Struktur und -funktion festgestellt werden. Die lymphatischen Bestandteile des
Darms waren bei diesen Tieren unterentwickelt und die Anzahl der GALT-Lymphozyten
verringert (Cebra et al., 1999).

Des weiteren spielt auch die mikrobielle Flora bei der Durchblutung (Kvietys et al., 1981),
dem Stoffwechsel (Hoverstad, 1986 und 1989; Rasic und Kurmann, 1983) und der Motilitat
des Darms (Abrams und Bishop, 1967 und 1983) eine wichtige Rolle.

Die Darmflora setzt sich in den einzelnen Abschnitten des Gastrointestinaltrakts
unterschiedlich zusammen, so dass sich die jeweils ansédssigen Bakterien erheblich beziiglich

ihrer Quantitat unterscheiden (vgl. Tabellel.1.1) (Lee, 1985; Knoke et al., 1986).
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Tabelle 1: Bakterielle Besiedlungsdichte und Zusammensetzung der Darmflora verschiedener
Abschnitte des menschlichen Gastrointestinaltrakts (Simon und Gorbach, 1984); * KBE/ml Darminhalt
bzw. pro g Fazes.

Magen Jejunum Illeum Faeces
Gesamtkeimzahl 0-10% 0-105 103-10° 1010-1012
Aerobe oder fakultativ anaerobe Bakterien:
Coliforme- 0-102 0-103 102-107 104-1010
Streptokokken- 0-108 0-10¢ 102-106 105-1010
Staphylokokken- 0-102 0-103 102-105 104-10°
Lactobazillen- 0-103 0-104 102-105 106-1010
Pilze/Hefen 0-102 0-102 102-104 104-106
Obligat anaerobe Bakterien
Bacteroides selten 0-103 103-107 1010-1012
Bifidobakterien selten 0-104 103-10° 108-1011
Clostridien selten selten 102-104 106-1011
Eubakterien selten selten selten 109-1012

Der Magen und der obere Diinndarm beherbergen aufgrund des gastralen Milieus nur sehr
sdureresistente Bakterien und sind deshalb relativ keimarm (<103 KBE/ml). Hier sind vor
allem aerobe Streptokokken, Staphylokokken und Lactobazillen zu finden. Vom proximalen
Jejunum (103 bis 10¢ KBE/ml) bis zum distalen Illeum (107-108 KBE/ml) nimmt die
Bakterienanzahl und -vielfalt zu, wobei sowohl die fakultativ anaeroben als auch die strikt
anaeroben Spezies immer stirker in den Vordergrund treten (Haenel und Bendig, 1975;
Simon und Gorbach, 1984). Im Kolon steigt die Besiedlungsdichte sprunghaft an und erreicht
Werte zwischen 10! und 102 KBE/ml. Mindestens 95 % der anziichtbaren Darmbakterien
gehoren zu den obligaten Anaerobiern (z.B. Bacteroides, Bifidobakterien, Eubakterien etc.).
Aerobe Arten und fakultative Anaerobier (z.B. Koliforme, Enterokokken etc.) machen
ca. 1-5 % der Gesamtflora aus (Haenel und Bendig, 1975; Hill und Draser, 1975; Lee 1985;
Salfinger, 1980; Simon und Gorbach, 1984).

1.4.2 Probiotische Bakterien

Aufgrund der Einflussmoglichkeiten der Darmflora auf die Abwehrmechanismen des GIT
liegt der Gedanke nahe, mit Hilfe von zugefiihrten Bakterien die Abwehr zu modifizieren.
Probiotika (aus dem griechischen pro bios = fiir das Leben, das Leben fordernd) wurden
1965 von Lilly und Stillwell als synergistische Wechselwirkung der Mikroorganismen
untereinander definiert (Lilly und Stillwell, 1965). Parker (1974) fasste den Begriff Probiotika
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als , Mikroorganismen oder Substanzen, die die Gesundheit eines Wirtsorganismus durch
Wechselwirkungen mit der nattirlichen Darmflora positiv beeinflussen” deutlich enger
(Parker 1974). Seit dem Expertentreffen der LABIP (Lactic Acid Bacteria Industrial Platform)
— Arbeitsgruppe im Jahre 1996 gelten Probiotika als ,lebende, definierte Mikroorganismen,
die nach ihrem Verzehr gesundheitsfordernde Effekte ausiiben, die {iber das Mafi der
grundgebenden erndhrungsphysiologischen Effekte hinausgehen”. Probiotika sind demnach
lebende Mikroorganismen, die nach exogener Zufuhr aktiv und in ausreichender Menge
ihren Wirkort (meist das Kolon) erreichen und damit die Gesundheit auf unterschiedliche
Art und Weise positiv beeinflussen (BGVV, 1999).

In-vitro-Studien zeigen, dass Probiotika einen antimikrobiellen Effekt durch die Modifikation
der Mikroflora austiben, antibakterielle Substanzen sekretieren, mit Pathogenen um die
Adhésion ans intestinale Epithel und die Nahrstoffe kompetieren, sowie Einfluss auf die
Konsequenzen einer Entziindung haben, wie z. B. sekretorische Verdnderungen und die
Mirgration von Neutrophilen (Michail und Abernathy, 2002 und 2003). Des weiteren sind
Probiotika in der Lage eine Modulation zelluldrer allergischer Reaktionen (Kalliomaki und
Isolauri, 2004), sowie eine Reduktion der Zellpoliferation bei Krebs zu bewirken (Lee et al.,
2004). Diese Effekte gehen {iber einen rein gastrointestinalen Nutzen hinaus, so dass auch
entfernte Bereiche des Korpers, wie z. B. der Urogenitaltrakt oder die respiratiorische
Mucosa davon profitieren konnen. Des weiteren ist es nicht zwingend notwendig, lebende
probiotische Organismen zu verabreichen. So zeigten auch Teile probiotischer Bakterien, wie
sekretierte Proteine oder DNA die Fahigkeit, Entziindungen zu hemmen, sowie die
Apoptose von Epithelzellen zu verhindern (Jijon et al, 2004; Yan und Polk, 2002).
Rachmilewitz et al. (2004) zeigten, dass die DNA von unterschiedlichen probiotischen
Mischungen in der Lage ist eine experimentelle Colitis in verschiedenen Tiermodellen zu
unterdriicken. Effekte von Probiotika konnten sowohl bei verschiedenen Erkrankungen des

GIT aber auch bei extraintestinalen Funktionsstérungen gezeigt werden.

Probiotika ~ wurden  beispielsweise  erfolgreich  bei  chronisch  entziindlichen
Darmerkrankungen eingesetzt.

Bei Pouchitis, einer akuten oder chronischen Entziindung eines ileoanalen Pouch, der
aufgrund einer Kolektomie z. B. bei Colitis ulcerosa zur Erhaltung der Kontinenz angelegt
wird, konnte in kleinen kontrollierten Studien mit der probiotischen Mischung VSL#3, einer

Kombination aus 8 verscheidenen probiotischen Bakterien, eine Pouchitis Pravention bei
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Erwachsenen gezeigt werden (Mimura et al., 2004; Gionechetti et al., 2003; Gionchetti et al.,
2000). Durch die Gabe der VSL#3 Mischung konnten Kuhbacher et al. (2006) eine Steigerung
der bakteriellen Gesamtkeimzahl messen, wobei sowohl die Anzahl an sich, als auch die
Diversitat der bakteriellen, v. a. der anaeroben, Mikroflora stieg. Dagegen kam es bei der
Pilzflora zu einer Verringerung der Diversitit. Daraus wurde geschlossen, dass die
Wiederherstellung der Integritidt einer , protektiven”, der intestinalen Mucosa assoziierten
Mikroflora ein Wirkprinzip probiotischer Bakterien bei entziindlichen Darmerkrankungen
sein konnte (Kuhbacher T. et al., 2006). Im Gegensatz zu der VSL#3 Mixtur konnte durch Lb.
rhamnosus GG kein positiver Effekt bei Patienten mit Pouchitis gefunden werden (Kuisma J.
et al.,2003). In einer retrospektiven Studie konnten Gosselink et al. (2004) dagegen bei einer
taglichen Dosis von 1-2x10% KBE Lb. rhamnosus GG signifikante klinische Vorteile bei
Pouchitis Patienten messen.

In der Colitis Ulcerosa Therapie zeigten verschiedene Probiotika vielversprechende
Ergebnisse. Beispielsweise hatte der nichtpathogene, E. coli Nissle 1917 die gleiche
Effektivitdt in der Pravention eines Rezidivs wie die Standardmedikation mit Masalamine
(1500mg/d) (Rembacken et al., 1999; Kruis et al., 2004; Kruis et al., 1997). Des weiteren
zeigten Pilotstudien fiir die probiotische Mischung VSL#3 bei Colitis Ulcerosa eine
Erhaltung der Remission bei 75 % der Patienten mit moderater Colitis Ulcerosa, sowie eine
Reduktion von aktiven Entziindungsgeschehen in 87 % der Fille (Venturi et al.,, 1999;
Bibiloni et al., 2005). Eine Senkung der Rezidivrate konnte auch durch die Gabe einer mit
Bifidobakterien fermentierten Milch bewirkt werden (Ishikawa et al., 2003). Aber nicht nur
probiotische Bakterien sondern auch die probiotische Hefe Saccharomyces boulardii fiithrte bei
moderater Colitis Ulcerosa bei 17 von 24 Patienten zur Remission (Guslandi et al. 2003).

Fiir Morbus Crohn sind klinische Studien eher rar und die Ergebnisse sind uneinheitlich
(Malchow, 1997; Prantera et al.,, 2002). Auch bei Gabe von Lb. rhamnosus GG sind die
Ergebnisse sehr widerspriichlich. In einer pédiatrischen Pilotstudie kommt es durch
Lb. rhamnosus GG zu einer Verbesserung der Darmbarrierefunktion, wohingegen in einer
grosseren Studie Lb. rhamnosus GG nicht die Zeitspanne bis zum nédchsten Rezidiv
verlangern konnte (Gupta et al., 2000; Bousvaros et al., 2005).

Auch bei Reizdarmsyndrom existieren diverse Studien, die eine Verbesserung der
Symptome durch Probiotikatherapie dokumentieren. So gibt es sowohl fiir Lb. rhamnosus GG
als auch fiir die probiotische Mischung VSL#3 Studien, die eine Reduktion der Symptome
zeigen, aber auch Studien, die keine Effekt nachweisen konnen (Baussermann und Michail,

2005; O’Sullivan et al., 2000; Kim HJ et al., 2005; Brigidi et al., 2001).
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Eine giinstige Wirkung auf die Therapie von Antibiotika-assoziierter Diarrhoe wird
Probiotika von Goldin et al. (1992) und Siitonen et al. (1990) zugeschrieben. Zwei
Metaanalysen sprechen von einer Verringerung der Antibiotika assoziierten Diarrhoen um
etwa 60 %. Dabei waren die Probiotika S. boulardii bei Erwachsenen und Lb. rhamnosus GG
bei Kindern wirksam (Cremonini et al., 2002; D’Souza et al., 2002). Allerdings sind nicht alle
Probiotika gleich effektiv. So war eine Kombination aus Lb. acidophilus und Lb. bulgaricus
nicht in der Lage, eine Diarrhoe bei Kindern mit Amoxicillintherapie zu verhindern
(Tankanow et al., 1990).

Die meisten Studien in Bezug auf probiotische Bakterien existieren vermutlich zu
infektiosen Diarrhoen. Dabei zeigt sich v. a. bei leichten bis moderaten Diarrhoen eine
Verkiirzung der Erkrankungsdauer (Van Niel et al., 2002; Huang et al., 2002). V. a. die Gabe
von Lb. rhamnosus GG fiihrte durchgingig zu einer Verkiirzung der Erkrankungsdauer
(Szajewska et al, 200la). Diese Reduktion der Dauer wund Haufigkeit von
Durchfallerkrankungen wird auf die Konkurrenz probiotischer Mikroorganismen mit
Pathogenen zuriickgefiihrt (Bernet et al., 1993; Perdigon et al., 1995; Tuomola et al., 2001;
Kirjavainen et al., 1998; D Souza et al., 2002). Dabei kommt es laut Reid et al. (1988) zur
spezifischen Bildung von Coaggregaten zwischen probiotischen Bakterien und Pathogenen.
Auflerdem werden pathogene Bakterien durch die Einnahme von probiotischen
Lebensmitteln infolge einer pH-Absenkung und der Produktion organischer Sduren (Milch-
oder Essigsdure) und antimikrobieller Substanzen wie H>O, und Bakteriozinen unterdriickt
(Jack et al., 1995; Goldin et al.,1992). Bei schweren Diarrhoen kann durch Behandlung mit
Probiotika kein derartiger Effekt erzielt werden (Salazar-Lindo E. et al., 2004).

Ebenfalls konnten probiotischen Bakterien die Symptome der Lactosedigestion verbessern

(Dewit et al., 1987).

Neben den verschiedenen Effekten bei gastrointestinalen Erkrankungen gibt es Hinweise,
dass auch Erkrankungen im extraintestinalen Bereich durch Probiotika zu beeinflussen sind.
So zeigten Probiotika beispielsweise positive Wirkung bei Harnwegsinfekten (Reid, 2000),
bei vulvo-vaginaler Candidiasis, Otitis media (Tagg und Dierksen, 2003) aber auch
bakterieller Vaginose (Golledge und Riley, 1996).

Auch bei allergischen Erkrankungen zeigen verschiedenen Studien die Wirksamkeit von
probiotischen Bakterien. So konnte eine signifikante Verringerung der Entwicklung einer

Atopischen Dermatitis bei 2 (Kalliomaki et al., 2001) bzw. 4 jahrigen (Kalliomaki et al., 2003)
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Kindern aus Familien mit einem hohen Erkrankungsrisiko gemessen werden, wenn den
Miittern widhrend der Schwangerschaft und den Kindern wihrend der ersten 6
Lebensmonate Lb. rhamnosus GG verabreicht wurde. Eine andere Studie zeigt bei Kindern
mit Atopischer Dermatitis signifikante Verbesserungen nach 6 wochiger Gabe von Lb.
rhamnosus 19070-2 und Lb. reuteri DSM 122460 (Rosenfeldt et al., 2003). Ausserdem sprachen
Kinder mit hohen IgE Konzentrationen im Blut und positiven Hauttests besser auf die
Therapie mit probiotischen Bakterien an (Rosenfeldt et al., 2003). Dagegen konnte bei
Kindern mit Pollenallergie durch Lb. rhamnosus Supplementierung kein Effekt erzielt werden
(Helin et al., 2002).

Aber nicht nur in der Therapie verschiedener Erkrankungen konnte teilweise die
Wirksamkeit von Probiotika belegt werden, sondern auch in der Pravention. Beispielsweise
zeigen diverse Studien die Effektivitdt spezifischer Probiotika im Bereich der Pravention von
Diarrhoen (Saavedra et al.,, 1994; Oberhelman et al.,, 1999; Szajewska et al., 2001). Des
weiteren  konnte  eine  Senkung der Konzentration gesundheitsschddlicher
Stoffwechselprodukte und Expression krebspromovierender Enzyme im Colon, wie p-
Glucuronidase, Azoreduktase und Nitroreduktase von Spanhaak et al., (1998) und Goldin et

al. (1992) gemessen werden.

Diese Effekte im gastrointestinalen und extraintestinalen Bereich haben eine Milderung von
Krankheitsverldufen oder Minderung der Infektanfélligkeit zur Folge. Die Mechanismen der
probiotischen Bakterien, die diese protektiven oder therapeutischen Effekte bewirken, sind
noch nicht vollstandig erforscht. Die bereits postulierten probiotischen Mechanismen sollen
im folgenden nédher dargestellt werden. So produzieren Milchsdurebakterien in-vitro diverse
animikrobielle Substanzen, wie organische Sduren, freie Fettsiuren, Ammoniak,
Wasserstoffperoxid und Bakteriozine. Diese werden dazu genutzt, die Haltbarkeit zu
verlingern und den Verderb durch Lebensmittelpathogene in Milchprodukten zu
unterbinden (Servin, 2004). Auch die Inhibition der Adhédrenz von Pathogenen an die
mucosalen Oberfldchen, die zumeist als Eintrittspforte fiir Infektionserreger dienen, ist eine
hédufig dokumentierte Funktion von Probiotika (Bernet et al., 1993; Gopal et al., 2001). Bernet
et al. (1993) zeigten eine dosisabhdngige Hemmung der Adhérenz von enterotoxischen und
enteropathogenen E. coli und S. Typhimurium an CaCo-2-Zellen durch Bifidobakterien.
Dartiber hinaus zeigen probiotische Bakterien in verschiedenen Studien auch einen Einfluss

auf die Infektanfalligkeit, der tiber eine Beeinflussung der Mucusproduktion erfolgt. Hooper
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et al. (2001) konnten eine vermehrte Expression des CRP-ductin-Gens nachweisen, das u. a.
eine Mucuskomponente kodiert. In einer Kokultur der Probiotika (Lb. rhamnosus GG und Lb.
plantarum) mit HT-29-Zellen wurde ebenfalls eine gesteigerte Expression von MUC2 und
MUCS3 in-vitro gemessen (Mack et al., 1999). Ein weiterer Effekte von Probiotika stellt ihr
Einfluss auf die intestinale Permeabilitit dar. Isolauri et al. (1993) zeigten eine
Normalisierung der Darmpermeabilitdt bei mit Kuhmilch gefiitterten neugeborenen Ratten
durch die Gabe von Lb. rhamnosus GG. Ebenfalls eine Normalisierung der physiologischen
Darmfunktion sowie eine Erhohung der Integritdt der Darmbarriere konnte Madsen et al.
(2001) zeigen. Dabei wird angenommen, dass der Einfluss von Probiotika auf die

Darmpermeabilitét iiber eine Abmilderung der proinflammatorischen Immunantwort (Neish
et al., 2000) und die Stimulation von sekretorischen IgA vermittelt ist (Kaila et al., 1992). Des
weiteren sind Probiotika in der Lage, tiber enzymatische Mechanismen Toxin-Rezeptoren zu
blockieren und so die pathogene Wirkungen der Toxine zu verringern. Beispielsweise
degradiert Saccharomyces boulardii den Clostridium difficile Toxin-Rezeptor im Illeum von
Kaninchen (Pothoulakis et al., 1993). Probiotika verhindern dariiber hinaus die Vermehrung
von Pathogenen durch kompetitive Hemmung der Adhédsionspunkte an der Mucosa.
S. boulardii fithrt in-vitro zur Verringerung der Adhédsion von Entamoeba histolytica trophozoites

an Erythrozyten (Rigothier et al., 1994).

Der Effekt von Probiotika auf das Immunsystem war Thema zahlreicher Studien in den
letzten Jahren. Ubereinstimmung herrscht jedoch dariiber, dass bestimmte Stimme von
Lactobacillen in der Lage sind, stimulierend oder auch regulierend verschiedene Bereiche
des angeborenen und erworbenen Immunsystems zu beeinflussen. Bei der iiber Zytokine
vermittelten Immunantwort zeigen diverse in-vitro-Studien Einfliisse durch Probiotika. E. coli
Nissle bewirkt beispielsweise in CaCo-2-Zellen eine Steigerung der Expression der
proinflammatorischen Zytokine monocyte chemattractant protein 1 ligand 2 (MCP-1),
macrophage inflammatory protein-2 alpha (MIP-2a) und macrophage inflammatory protein-
2 beta (MIP-2f). Die Steigerung der MCP-1 Expression konnte auch im Mausmodell
nachgewiesen werden (Ukena et al., 2005). Dagegen wurde durch E. coli Nissle eine
Verringerung der proinflammatorischen Zytokine im Mausmodell bei akuter und
chronischer Colitis fiir IFN-y und IL-6 von Schultz et al. (2004) nachgewiesen. Frick et al.
(2006) konnte in dendritischen Zellen von IL-2 defizienten Mdusen zeigen, dass B. vulgatus

MPK die IL-6 Sekretion erhoht und diese damit keine Reaktion mehr auf eine zusitzliche
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Stimulation mit E. coli aufweisen. Des weiteren konnte von den Autoren in durch B. vulgatus
MPK stimulierten dendritischen Zellen keine Ausschiittung von TNF-a, IL-12 oder IL-10
gemessen werden. Dagegen konnten Mazmanian et al. (2005) eine dosisabhidngige
Steigerung von IFN-y bei dendritischen Zellen in Kokultur mit CD4+ T Zellen bei
Stimulation mit B. fragilis Polysacchariden zeigen. Diese wird auf eine Steigerung der IL-12
Produktion von dendritischen Zellen zurtickgefiihrt, die dann zu einer Erhohung der IFN-y
Sekretion fiihrt. In einer in-vitro-Studie zeigten Tejada-Simon et al. (1999b) eine Erhohung der
Expression von TNF-a und IL-6 bei Stimulation der Makrophagenzellinie RAW 264.7 mit
Zellwand- und Zytoplasmafaktoren von Lb. acidophilus. Allerdings konnten die Ergebnisse
von Tejada-Simon et al. (1999a) im Tierversuch nicht bestéitigt werden, denn die Expression
der mRNA von TNF-a, IFN-y und IL-6 zeigte weder in Milzzellen und mesenterischen
Lymphknoten noch Peyerschen Plaques signifikante Unterschiede zu den Kontrolltieren. Ha,
et al. (1999) konnten eine Abnahme der mRNA von TNF-a in Milzzellen, mesenterischen
Lymphknoten sowie Peyer’schen Plaques bei mit Lb. acidophilus gefiitterten Mdusen messen.
In einer Doppelblind-Studie konnten Wheeler et al. (1997) in den Lymphozyten von
Patienten mit chronischem Asthma eine Steigerung der IFN-y und IL-2 Konzentration nach
der Einnahme von mit Lb. acidophilus versetztem Joghurt messen. Tejada-Simon et al. (1999b)
zeigten wie bei Lb. acidophilus auch fiir Lb. casei shirota anhand der Makrophagenzellinie
RAW 264.7 in-vitro eine Steigerung der Produktion von TNF-a und IL-6, die aber in-vivo im
Tierversuch nicht bestdtigt werden konnten (Tejada-Simon et al., 1999a). Matsuzaki et al.
(1998) belegen in mit Ovalalbumin stimulierten Mausemilzzellen eine Steigerung von IFN-y,
IL-12 und IL-2, nicht aber von IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10 nach Fiitterung mit Lb. casei shirota.
In einer in-vitro-Studie konnten Pena et al. (2003) in Makrophagen der Zelllinie RAW 264.7
bei Kostimulation von Lb. rhamnosus GG mit LPS eine Verringerung der TNF-a
Ausschiittung messen, wahrend die IL-10- und IL-12-Konzentration unverandert blieb. Eine
Steigerung der Expression der mRNA von IFN-y durch Lb. rhamnosus GG zeigten Gill et al.
(2000) im Tierversuch. Eine Verringerung der TNF-a-Konzentration in den Faezes von
Kindern mit atopischem Ekzem und oder Kuhmilchallergie konnte Majamaa et al. (1997)
durch Lb. rhamnosus GG Gaben messen. Rangavajhyala et al. (1997) zeigte in-vitro duch
Lb. johnsonii LA1 eine Steigerung der TNF-a- sowie IL-la-mRNA-Expression in
Makrophagen der Zellinie RAW 264.7. In einem Enterozyten, Leukozyten Kokulturmodell
konnte Haller et al. (2000) durch Lb. johnsonii keine Induktion der Expression der mRNA von
IL-8, MCP-1, IL-1p oder TNF-a messen. Auch die basolateralen Zytokinkonzentrationen
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blieben bei Stimulation mit Lb. johnsonii LA1 unverdndert (Haller et al., 2000). Im Gegensatz
zu Lb. johnsonii LAl konnten Haller et al. (2000) durch Lb. sakei in dem Enterozyten,
Leukozyten Kokulturmodell eine Induktion der Expression der mRNA von IL-8, MCP-1, IL-
1B sowie TNF-a messen. Des weiteren konnten auch erhohte TNF-a-, IL-1p- und IL-10-
Konzentrationen in diesem Modell gemessen werden (Haller et al., 2000). Durch
Kulturmedium von B. bifidum konnten Ménard et al. (2004) eine Verringerung der durch LPS
induzierten TNF-a-Produktion bei HT29-19A Zellen auf Transwell Filtern messen. Dagegen
zeigten He et al. (2002), dass B. bifidum in Makrophagen der Zelllinie J777.1 zu einer
vermehrten Ausschiittung von TNF-a, IL-6 und IL-10 fiihrt.

Auch eine Steigerung der angeborenen Immunantwort, deren Hauptkomponenten NK-
Zellen und phagozytierende Zellen, wie Monocyten, Makrophagen und polymorphkernige
Zellen sind, wird in verschiedenen Studien durch probiotische Bakterien gezeigt (Gill et al.,
2001a; Gill et al., 2001b, Spanhaak et al., 1998; Schiffrin et al., 1995). Gill et al. (2000) wiesen
im Tierversuch eine Steigerung der Phagozytoseaktivitdt in Leukozyten und Makrophagen
durch Lb. rhamnosus GG nach. Des weiteren konnte er eine Erhohung der T- und B-
Lymphozytenproliferation, sowie eine Aktivitdtssteigerung von NK-Zellen in der Milz der
Versuchstiere messen. Schiffrin et al. (1995) zeigten, dass der Konsum von mit Lb. johnsonii
LA1 fermentierter Milch die Phagozytose-Kapazitdt von Blut-PMN und Monocyten erhohte.
Bestatigt wurden die Ergebnisse von Schiffrin et al. (1995) durch Donnet-Hughes et al. (1999)
an gesunden Erwachsenen Probanden. He et al. (2001) und Pelto et al. (1998) konnten
dartiber hinaus eine gesteigerte Freisetzung von in die Phagozytose involvierten Rezeptoren
v. a. des Komplement-Rezeptors-3 (CDR3) in PBMC messen. Allerdings konnte Spanhaak et

al. (1998) keinen Effekt von Probiotika auf die angeborene Immunantwort nachweisen.

Neben den Effekten auf die Zytokinantwort und die angeborene Immunantwort konnte auch
eine Steigerung der humoralen Immunantwort durch Aufnahme spezifischer
Lactobacillenstimme bei Infektionen, systemischer oder auch oraler Immunisierung in
Humanstudien gemessen werden (Marteau et al., 1997, Kaila et al., 1992). Kaila et al. (1992)
zeigten eine erhohte Produktion spezifischer Antikorper (IgA und IgM) gegen Rotaviren bei
Kindern, die wahrend der Infektion mit Lb. rhamnosus GG substituiert wurden. Link-Amster
et al. (1994) fanden eine signifikant erhchte IgA-Antwort auf eine S. Typhimurium Ty21
Impfung bei Gabe von fermentierter Milch, die B. bifidum, sowie Lb. johnsonii LA1 enthielt.
Ahnliches konnten He et al. (2001) aufgrund der Gabe von Lb. rhamnosus GG bei Probanden
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messen, die mit Salmonella-Vaccinen immunisiert wurden. Im Tierversuch wiesen Perdigon
et al. (1995) einen dosisabhdngigen Anstieg von IgA-produzierenden Zellen und T-
Lymphozyten durch Lb. casei shirota nach.

1.5 Bakterielle Zellwandbestandteile

1.5.1 Lipopolysaccharide (LPS)

Die Bakterienzellwand gram-negativer Bakterien weist im Gegensatz zu derjenigen von
gram-positiven Spezies nur eine Peptidoglykanschicht auf. Zusdtzlich zu ihrer
Zytoplasmamembran und Peptidoglykanschicht besitzen sie eine weitere Membran, welche
die dufsere Begrenzung der Zellen darstellt. Sie ist asymmetrisch angeordnet. Ihre innere
Schicht besteht aus Phospholipiden und Proteinen, in der dufSeren Schicht, die ca. 75% der
Bakterienoberflache bedeckt, dominieren die so genannten Lipopolysaccharide (LPS). LPS
sind amphiphile Molekiile, die auch als Endotoxine bezeichnet werden (Munk, 2000; Pfeiffer,
1892; Wilson et al., 2002). Sie gehoren zu den aktivsten Stimulanzien des menschlichen
Immunsystems (Wiese et al. 1999) und sind deshalb bei der Interaktion gram-negativer

Bakterien mit hoheren Organismen, z.B. bei einer Infektion, von grofier Bedeutung.

1.5.1.1 Wirkmechanismen von Endotoxinen

Der Mensch befindet sich in staindigem Kontakt mit gram-negativen Bakterien. Obwohl LPS
normalerweise nicht von den Bakterienzellen sezerniert wird, werden kleine Mengen z. B.
bei der Zellteilung an die Umgebung abgegeben. Groflere Mengen werden durch
absterbende Bakterien freigesetzt (Miiller et al., 2004).

Zu den Wirkungen von Endotoxinen gehoren verschiedene pathophysiologische Effekte wie
Fieber, Leukopenie, Blutdruckabfall und Verbrauchskoagulopathie, die im Extremfall zu
einem letalen septischen Schock fithren koénnen (Cohen, 2002; Waage et al., 1989). Sie wirken
v. a. indirekt, indem sie mit Monozyten und Makrophagen, sowie Endothelzellen, glatten
Muskelzellen und Neutrophilen etc. (Galanos et al., 1993; Vogel et al., 1990) interagieren und
primdr in diesen die Synthese und Ausschiittung von proinflammatorischen und
regulatorischen Mediatoren wie TNF-a, IL-1 und IL-6 induzieren. (Ménnel et al., 1987;
Rietschel et al., 1993a und 1996; Wiese et al., 1999).
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Abbildung 1: Aktivierung eines Monozyten durch LPS.

Das im Blut vorhandene LPS-bindende-Protein (LBP) heftet sich an LPS und bindet dann an den GPI-
verankerten Rezeptor CD14 auf der Monozytenoberfliche. Dieser Komplex aktiviert den Toll-Like-
Rezeptor (TLR)-4, welcher mit dem Hilfsmolekiil MD-2 (nicht in der Abbildung dargestellt) assoziiert
ist. Intrazellulir werden daraufhin verschiedene Adaptermolekiile (MyD88, IRAK, TRAF6, TAK1)
aktiviert, bis es schliefllich zur Aktivierung der IxB-Kinase (IKK) durch TAK1 kommt. IKK
phosphoryliert den NFkB-Inhibitor IxB, induziert so seinen Abbau und infolgedessen die Freisetzung
von NFkB. Uber weitere MAP-Kinasen (ERK und JNK) aktiviert TAK1 auBerdem Jun und Fos,
Mitglieder der AP-1-Transkriptionsfaktor-Familie. Sie bewirken gemeinsam mit NFxB die
Transkription von Genen, deren Translationsprodukte an Immun- und Entziindungsantworten
beteiligt sind (Alberts et al., 2004).

An der Interaktion zwischen LPS und Zielzelle sind verschiedene, in Abbildung 1 genannte
Molekiile beteiligt. CD14, wohl das bekannteste dieser Molekiile (Wright et al., 1990) kommt
sowohl membrangebunden (mCD14) als auch in freier Form vor (sCD14) (Labeta et al.,
1993). Exprimiert wird CD14 von Monozyten, Makrophagen, sowie deutlich schwécher auf
polymorphkernigen Zellen (Haziot et al., 1993) und auf B-Lymphozyten (Ziegler-Heitbrock
et al, 1994). Die Bindung von LPS an CD14 wird durch das Serumprotein LBP (LPS-
bindendes-Protein) erleichtert (Schumann et al.,, 1990; Wright et al.,, 1990) und bindet
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wahrscheinlich am Lipid A des LPS (Tobias et al., 1989). Dabei nimmt LBP die Rolle eines
katalytischen Transferproteins ein und bringt LPS-Aggregate zur Zielzelle (Hailman er al.,
1994; Yu et al., 1996). Da mCD14 jedoch nicht tiber eine Transmembrandoméne verfiigt, ist es
nicht in der Lage, das Zell-aktivierende Signal intrazelluldr weiterzuleiten.

Bei den Toll-like-Rezeptoren (TLR) handelt es sich um integrale Membranglykoproteine vom
Typ I (Akira et al., 2004). Sie leiten durch PAMP (Pathogen-Associated Molecular Patterns)
ausgeloste Signale ins Zellinnere (Anderson, 2000). Bisher wurden mindestens 10 TLR (TLR
1-10) identifiziert. TLR4 gilt als der fiir die Signalvermittlung durch Endotoxine
verantwortliche Rezeptor (Beutler, 2000; Chow et al., 1999). TLR4 alleine ist jedoch nicht in
der Lage, als LPS-Rezeptor zu fungieren. Er benétigt zusitzlich das Hilfsprotein MD2 (in
Abbildung 1 nicht dargestellt), das mit der extrazelluliren Domé&ne des TLR4 assoziiert ist
(Shimazu et al., 1999).

Die Signaltransduktionskaskade beginnt mit der Interaktion von LPS mit dem mit MD-2 und
CD14 konjugierten TLR4 und fiihrt tiber die intrazellulire Rekrutierung verschiedener
Adaptermolekiile schliefllich zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFxB. Dieser ist
normalerweise im Cytosol lokalisiert und bildet mit dem Inhibitormolekiil IxB einen
Komplex. Durch eine Stimulation, z. B. mit LPS, wird IxB phosphoryliert und abgebaut. Das
freigesetzte NFkB wandert in den Zellkern und reguliert die Transkription von Genen, die
fir eine frithe Abwehr- und Entziindungsreaktion verantwortlich sind. Auf diese Weise

kommt es zur Synthese verschiedener proinflammatorischer Zytokine (Hatada et al., 2000).

1.5.1.2 Struktur des LPS

Endotoxine bestehen aus einem hydrophilen Heteropolysaccharid, das kovalent an eine

Lipidkomponente (Lipid A) gebunden ist (Liideritz et al., 1982).
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Abbildung 2: Beziehung zwischen chemischer Struktur, biologischer Funktion und endotoxischer
Wirkung der Lipopolysaccharide (Rolle et al., 2002).

Die meisten Lipopolisaccharide setzen sich aus der O-spezifische Kette (O-Antigen), dem
Kernoligosaccharid und Lipid A (siehe Abbildung 2) zusammen (Osborn, 1963).
Die O-spezifische Kette besteht aus bis zu 50 sich wiederholenden Oligosaccharideinheiten,
den so genannten ,repeating units”, die wiederum aus bis zu acht verschiedenen
Monosacchariden bzw. ihren Derivaten aufgebaut sind (Liideritz et al., 1982). Aufgrund der
vielen verschiedenen Kombinationsmoglichkeiten hat diese Region eine enorme strukturelle
Variabilitit. Diese auch als O-Antigen bezeichnete Polysaccharidkette ist von grofier
Bedeutung fiir die Induktion und Bindung speziesspezifischer Antikorper und somit
verantwortlich fiir die O-antigenen Eigenschaften der Lipopolysaccharide. Da die chemische
Natur charakteristisch fiir das LPS eines bestimmten Bakteriums ist, stellt das O-Antigen
eine Art Fingerprint dieser Spezies dar (Caroff et al., 2003; Rietschel et al., 1993a). Die zu
verschieden langen Polymeren zusammengefiigten Untereinheiten werden an das
Kernoligosaccharid angehdngt und sind verantwortlich fiir das charakteristische leiterartige
Muster des jeweiligen Endotoxins im SDS-PAGE Gel (Palva et al., 1980). Allerdings verfiigen
nur die so genannten ,Wildtyp-Endotoxine” (,,smooth” (S)) tiber diese O-spezifische Kette.
Spezies, denen diese Komponente fehlt, werden als ,rough (R)-Mutanten” bezeichnet

(Seydel et al., 2000a).
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Das Kernoligosaccharid besteht aus dem inneren und dem dufleren Kern. (Holst et al., 1992).
Der dufiere Kern wird auch als Hexoseregion (Rietschel et al., 1993b) bezeichnet, verhilt sich
nur moderat variabel und setzt sich aus D-Glucose, D-Galactose, N-Acetyl-D-Glucosamin
und N-Acetyl-D-Galactosamin zusammen. Der innere Kernbereich besteht aus den duflerst
seltenen Zuckern L-Glycero-D-Manno-Heptose (Hep) und 2-Keto-3-deoxyoctansdure (Kdo),
das eine eher konservierte Struktur mit sich bringt (Brade et al., 1988; Holst et al., 1992). Kdo
befindet sich stets am reduzierenden Ende und verbindet somit den Polysaccharidanteil
kovalent mit dem Lipidanteil. Ein Heptoserest kann durch ein Phosphat, Pyrophosphat, eine
Phosphorylethanolamingruppe oder einen anderen Zucker substituiert sein (Caroff et al.,
2003). Bakterien mit einem Defekt in der Kdo-Biosynthese bzw. dem Kdo-Transfer sind nicht
lebensfiahig und unterstreichen die existentielle Bedeutung von LPS fiir Bakterien. (Rietschel
et al.,, 1993a und 1994).

Westphal et al. (1954) bezeichneten die Lipidkomponente des LPS als Lipid A. Es ist kovalent
mit dem Polysaccharidanteil verbunden und ist die am wenigsten variable Region des
Endotoxins. Das Lipid A ist die Komponente des LPS, die es durch hydrophobe sowie
elektrostatische Wechselwirkungen in der Auflenmembran gram-negativer Bakterien
verankert (Liuideritz et al., 1982). Auflerdem ist es verantwortlich fiir die endotoxischen
Effekte und wird deshalb auch als ,endotoxic principle” (Rietschel et al. 1987; Seydel et al.,
2003; Zshringer et al., 1994) bezeichnet. Vergleicht man die Lipid-A-Komponenten
verschiedener gram-negativer Bakterien, stellt man fest, dass sie nach dem gleichen Prinzip
aufgebaut sind und sich aus einem hydrophilen Riickgrat, einer polaren Kopfgruppe, sowie
Acyl-Ketten zusammensetzen. Das Lipid A von E. coli K12 wird im folgenden beispielhaft
zur Darstellung des chemischen Aufbaus verwendet. Das hydrophile Riickgrat von E. coli
K12 besteht wie bei den meisten bisher untersuchten gram-negativen Bakterien aus einem
$8(1—6) verbundenen D-Glucosamin-Disaccharid, bei dem man zwischen einem nicht-
reduzierenden Glucosaminrest GIcN(IT) (C1’—67) und einem reduzierenden Glucosaminrest
GIcN(I) (C1-6) unterscheidet (Zahringer et al., 1994). Bei der polaren Kopfgruppe handelt es
sich um zwei Phosphatreste an den Positionen C4” und C1 des Riickgrats. In Lipid A
Molekiilen anderer Bakterien sind diese jedoch haufig substituiert (Zahringer et al., 1994).
Deutliche Unterschiede in den Lipid A-Regionen verschiedener Endotoxine zeigen sich v. a.

in den Acylierungsmustern im Bezug auf Lange, Sattigungsgrad, Anzahl und Verteilung. Im
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Lipid A von E. coli K12 tragen die Positionen C3’, C2’, C3 und C2 des Diglucosamin-
Riickgrats insgesamt vier 3-Hydroxymyristinsdurereste. Da diese direkt mit dem Disaccharid
verbunden sind, werden sie als primédre Fettsduren (Erwin et al., 1990) bezeichnet. Die
Hydroxylgruppe der 3-OH-Myristinsduren an Position C2” von GIcN(II) ist mit Laurinsdure
acyliert, die 3-OH-Myristinsdure an Position C3’ ist mit Myristinsdure acyliert (4+2-

Konfiguration) (Zahringer et al., 1994).
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Abbildung 3: Lipid A von E. coli K12 (Miiller-Loennies et al., 2003). GlcN(I): reduzierender
Glucosaminrest, GLcN(II): nicht-reduzierender Glucosaminrest

Das Lipid A von E. coli Nissle entspricht, beztiglich seiner chemischen Zusammensetzung,

dem Lipid A von E. coli K12 (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Lipid A von E. coli Nissle 1917 (Grozdanov et al., 2002).
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Auch das Lipid A von S. Typhimurium ist grofitenteils genauso zusammengesetzt wie das
von E. coli K12. Dariiber hinaus gibt es jedoch auch Lipid A Molekiile mit einem
Phosphatrest an Position C4” (Abbildung 5) (Qureshi et al., 1983).
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Abbildung 5: Lipid A des Hauptanteils von S. Typhimurium (Qureshi et al., 1983).

Im Unterschied zu E. coli K12 , E. coli Nissle und S. Typhimurium ist das Lipid A von
B. fragilis (siehe Abbildung 6) nur an Position Cl1 monophosphoryliert. Aufierdem
unterscheidet es sich hinsichtlich seines Acylierungsmusters deutlich, so dass insgesamt nur
fiinf Fettsduren am Disaccharid-Riickgrat hangen. An den Positionen C2 und C3” befindet
sich jeweils eine 3-OH-Palmitinsdaure. Wahrend sich an Position C3 eine 3-OH-
Pentadecansdure und an Position C2’ eine isoverzweigte 3-OH-Heptadecansédure befindet, ist
diese die wiederum mit einer isoverzweigten Pentadecansédure acyliert. Das Lipid A-Muster

des B. fragilis dhnelt dem des in der vorliegenden Arbeit verwendeten B. vulgatus. Einzig der
relative Anteil an isoverzweigter 3-OH-Pentadecansdure ist beim Lipid A des B. vulgatus

hoher (Wollenweber et al., 1980, Zahringer et al., 1994).
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Abbildung 6: Chemische Struktur des Hauptanteils des Lipid A von B. fragilis NCTC 9434-LPS
(Zahringer et al. 1994).
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Miiller et al. (2004) sehen in den Aggregaten aus mehreren Endotoxinen und nicht den
Monomeren die biologisch aktiven Einheiten des Endotoxins. Diese entstehen ab einer
bestimmten Konzentration, der so genannten CMC (Critical Micellar Concentration), welche
sowohl fiir Lipid A als auch fiir LPS gilt. Aufgrund ihres amphiphilen Charakters bilden
Endotoxine dreidimensionale Aggregate, die sich in dynamischem Gleichgewicht mit den
Monomeren befinden. Die Aggregat-Struktur ist abhdngig von der Form der einzelnen
Molekiile, die sich wiederum aus der chemischen Struktur ergibt. So bilden konische LPS-
Molekiile kubische Aggregate, wohingegen lamelldire Aggregate von zylindrischen
Molekiilen geformt werden (Seydel et al., 1993; Wiese et al., 1999). Die Endotoxizitit ist bei
den hexagonalen Aggregaten, die aus hexaacylierten, assymetrischen Lipid A entstehen am

hochsten (Seydel et al., 2000b; Brandenburg et al., 2004).

1.5.2 Lipoteichonsdure (LTA)

Im Gegensatz zu den gram-negativen Bakterien verfiigen die gram-positiven Spezies nicht
tiber eine dufiere Membran. Thre Peptidoglycanschicht ist um das bis zu 10fache dicker als
die von gram-negativen Bakterien und oft sind anionische Polymere wie Teichuronsduren
und Teichonsduren enthalten. Bei letzteren handelt es sich um saure Polysaccharide, die aus
Glycero- oder Ribitolresten bestehen und tiber Phosphatester verkniipft sind. Nicht selten ist

dieses Polyalkohol-Phosphat-Geriist mit anderen Zuckern oder Aminoséduren bestiickt.

Zellwand-assoziierte

Proteine (z.B. Protein M,
/" Protein A)

Peptidoglykan
(~20nm)

Lipoteichonsaure

Teichonsaure,
Teichuronséure

peripheres c! /h :}
Membranprotein Qf
Membranproteine < Cytoplasma-
membran (8 nm)

Abbildung 7: Aufbau der Zellwand gram-positiver Bakterien (Munk, 2001).
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Lipoteichonsduren bestehen aus mit Teichonsduren verkniipften Phospholipiden, wobei der
Lipidanteil in der Cytoplasmamembran verankert ist. Sowohl Teichonsduren als auch
Lipoteichonsduren bewirken eine negative Oberfldchenladung (Munk, 2000; Wilson et al.,
2002).

Lipoteichonsduren werden als das immunstimulatorische Pendant zum LPS der gram-
negativen Bakterien betrachtet. Ahnlich wie LPS prisentieren sie dem Wirt Muster zur
Immunerkennung (Deininger et al., 2003) und sind somit in der Lage, die Ausschiittung pro-
inflammatorischer Zytokine zu initiieren (Wilson et al., 2002). Die Erkennung der LTA durch
die Zielzellen (z. B. Makrophagen) erfolgt hauptséachlich tiber den mit CD14 assoziierten
TLR2. Das mit TLR2 konjugierte MD2 verstarkt die Antwort des Rezeptors. Im Gegensatz zu
TLR4 ist TLR2 jedoch in der Lage, die Signaltransduktion auch ohne dieses Hilfsmolekiil
einzuleiten (Dziarski et al., 2000). Intrazelluldr erfolgt die Aktivierung verschiedener
Adaptermolekiile und schliefilich die Translokation des Transkriptionsfaktors NFxB in den

Zellkern (Akira et al., 2004).

LTA-1

o
"
—of o - —o- CH,OH
. tm—ol 9 CH,—O pP—0-ch, ":°°
xo+u P xo-|—n oH 0,
HOCH, L No—cH, oH OH
OH sz HO HO o-ch,
R-CO-0-CH, on ° H-¢-—=0-co-R
et d i CH,-0-CO-R
R-CO-0==H
CHy—0—p cron
H
CH,0H
9 e o GL
CH, OH
CH,OH K a
H’O o, GL-2 HO " HO O-CH,
oH o oH o OH © H=gm0-co-R
HO { 0=CH, CH,-0-CO-R
OH H=C==0-CO-R
&Hq0-Co-r  R-CO-0-CH,
n—co-o-|—|-| 0
CH—0 =P,
1%o
9 i
"
cH—0] 9 CH—0 P—0-CH, CH, LTA-2
XO-I—H T\XO-l—H o o, <o:n °;
HOCH, 0—C OH
2 OH Ha 8- HO HO 0-(|:H,
OH 0 H=C—=0-CO-R

CH,-0-CO-R

Abbildung 8: Chemische Strukturen der LTA-1 und LTA-2 und deren Glycolipid-Anteil von
Enterococcus hirae (vorgeschlagen von Fischer, 1990). LTA: Lipoteichonsdure; GL: Glycolipid; X:
Mono-, Di-, Tri- oder Tetra-a-Glycosyl-Rest; R: Acyl-Gruppe

1.6 Stimulationswege an der Mucosa

Unter den unzdhligen Wirkungen von probiotischen und kommensalen Bakterien gibt es
inzwischen auch verschiedenen Studien zur Interaktion mit dem Immunsystem des Wirts.
Dennoch ist bisher wenig tiber die molekularen Mechanismen, die diese Wechselwirkungen

zwischen Wirt und Flora an der Mucosa vermitteln bekannt.
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Um die darmassoziierte Immunantwort zu beeinflussen, bedarf es zunichst eines Kontakts
zwischen Bakterien (probiotisch oder kommensal) bzw. bakteriellen Komponenten (z. B.
Metaboliten, Zellwandkomponenten oder DNA) und den Immunzellen mit den
entsprechenden Rezeptoren (vgl. Abbildung 9). Die Vielzahl der immunologischen
Reaktionen des intestinalen Epithels zeigen, dass der Kontakt der Bakterien mit den
Epithelzellen in der Lage ist, Signalkaskaden in Gang zu setzen und damit die darunter
liegenden immunkompetenten Zellen der Lamina Propria zu stimulieren. Des weiteren sind
auch von Bakterien abgegebene l6sliche Faktoren in der Lage, diese Signalkaskaden im
intestinalen Epithel oder dem assoziierten Immunsystem zu aktivieren (Madsen et al., 2001;
Menard et al., 2004; Hoarau et al., 2006). Verschiedene in-vitro-Studien mit vereinfachten
Modellen des Gastrointestinaltrakts dienten als Instrument zur Identifizierung moglicher
Signalwege und molekularer Marker. Dabei konnte durch verschiedene probiotische
Stimme eine Regulation der Sekretion verschiedener Zytokine (pro- und
antiinflammatorisch) v. a. in Kokulturen aus intestinalen Zellinien und Immunzellen

gemessen werden (Haller et al., 2000).

Intestinal
. Control of Secretory IgA
Maintenance lumen commensal .
of permeability ) * microbiota M
* * growth A
® M cell
Epithelial o g
o l signaling *‘ FAE 69 Epithelium
Lamina TGF-p
IL-8 IL-12 e

propria

PEE2 'FNV ) TH3 cell

Switch to IgA Polymeric IgA
Symbol legend @ —l ——l M
@ Naiv \

Commensal e UTG F-B

dendritic cell

. bacteria T cell IL-10
/" IEN-y ‘
Bacterial B K Suppression i Sl
products \4 IL-4, 1L-5 — homeostasis
® Local IgA
Polarization of Tr1 cell KS Z » production
@ Macrophage Th responses IL-10, @ Systemic
) IFN-y tolerance
k Partially mature Peyer’s patch and

mesenteric lymph node

Abbildung 9: Schematische Darstellung der vielfdltigen Wechselwirkungen und Folgen zwischen
Bakterien und intestinaler Mucosa (Corthesy et al., 2007).
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Beim Erwerb und der Aktivierung des intestinalen Immunsystems spielt die Translokation
von Bakterien in die mesenterischen Lymphknoten eine zentrale Rolle (Berg et al., 1995; Berg
et al., 1999; Gautereaux et al., 1994). Diese erfolgt tiber dendritische Zellen, die zum einen an
den Epithelzellen vorbei, Bakterien aus dem Lumen sammeln (Rescigno et al., 2001) oder
tiber dendritische Zellen, die Bakterien, die aufgrund verringerter Barriereintegritit durch
die Epithelzellschicht in die Lamina Propria translociert sind, aufnehmen. Eine andere
Moglichkeit, die epitheliale Barriere zu tiberwinden besteht in der Adhédsion an M-Zellen, die
die Peyer’schen Plaques bedecken. Dort nehmen CD 11c+ dendritische Zellen die Bakterien
in der subepithelialen Domregion auf und aktivieren die IgA Antwort (MacPherson und
Uhr, 2004). Da diese dendritischen Zellen in die mesenterialen Lymphknoten wandern ist
gewdhrleistet, dass es zu einer lokalen Induktion der Immunantwort kommt, die die
Penetration von Kommensalen einddimmt und eine systemische Immunreaktion unterbindet.
Die immunkompetenten Zellen des Gastrointestinaltrakts sind zu einem groflen Teil
Subpopulationen CD4+ T-Zellen. Davon wurden Th3, Tr1 und CD25+ als an der Homdoostase
des GIT beteiligte CD4+ T-Zellen genannt (Mowat et al., 2003). In Tierversuchen konnte ein
prozentualer Anstieg CD25+ T-Zellen in der Lamina propria sowie eine Senkung der T-Zell-
Reaktivitdt durch verschiedene Lactobacillen Stimme gezeigt werden (Herias et al., 1999;
Kirkjavainen et al., 1999). Induziert wird diese T-Zell Reaktion durch lokale dendritische
Zellen, die mit den entsprechenden T-Zellen interagieren (Kesall et al., 2002), wobei
entgegengesetzt auch regulatorische T-Zellen mit dendritischen Zellen interagieren deren
Reifung hemmen und so zu Toleranz fiithren (Veldhoen et al., 2006). Allerdings scheint die
Regulation der oralen Toleranz gegeniiber kommensalen Bakterien tiber dendritischen
Zellen und T-Zellen z. B. bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen nicht zu
funktionieren. Jedoch konnte mittels in-vitro-Versuchen gezeigt werden, dass dendritische
Zellen bei Exposition mit probiotischen Bakterien regulatorische T-Zellen zur IL-10
Produktion anregen (Smits et al., 2005) und damit das Entziindungsgeschehen drosseln.

In diversen Experimenten mit gnotobiotischen Versuchstieren konnte die Relevanz von
kommensalen Bakterien, auch einzelnen Bakterienspezies, fiir die Entwicklung des
intestinalen Immunsystems gezeigt werden (Cebra et al., 1999; Hooper et al.,, 2002;
Yamanaka et al., 2003). Bekannt ist bisher, dass verschiedene PAMPs durch Rezeptoren der
TLR-Familie erkannt werden und die entsprechende Signaltransduktionskaskaden in Gang

setzen (Rakoff-Nahoum et al., 2004). Beispielsweise ist die Lipoteichonsdure gram-positiver
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Bakterien in der Lage via TLR2 eine zelluldre Immunantwort auszuldsen (Schroder et al.,
2003). Dagegen zeigte Travassos et al. (2004) dass das Peptidoglycan gram-positiver
Bakterien nicht durch TLR2, TLR2/1 oder TLR2/6 erkannt wird, sondern diese
Signalvermittlung fiir Peptidoglycan wahrscheinlich iiber intrazellulire Rezeptoren der
NOD-Familie erfolgt. Auflerdem wurde von Mazmanian et al. (2005) eine Beeinflussung der
Entwicklung des Immunsystems durch das zwitterionische Oberflichenpolysaccharid (PSA)
des ubiquitdr im Gastrointestinaltrakt vorkommenden Bacteroides fragilis gezeigt. Auch die
DNA von Bakterien ist in der Lage, beispielweise die TNF-a Produktion in IL-10 Knock-out
Madusen zu reduzieren (Jion et al.,, 2004). Nicht bekannt ist jedoch, welche antigenen
Komponenten der bakteriellen Zellwand und in welchem Ausmaf3 eine ,physiologische
Entziindung” bewirkten, die als stabiles Gleichgewicht zwischen Wirt und bakterieller Flora

anzusehen ist.
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2 Fragestellung der Arbeit

Die Mucosa des Gastrointestinaltrakts hat eine Schliisselrolle im darmassoziierten
Immunsystem inne. Dabei fungiert u. a. das Epithel als Barriere gegen ein Eindringen von
Bakerien und gleichzeitig als Sensor des mucosalen Immunsystems, das selektiv auf
pathogene bzw. kommensale Bakterien reagiert. Die physiologische Relevanz von
kommensalen Bakterien in der Signalvermittlung des intestinalen Epithels zeigten Haller et
al. (2002b und 2003) die eine, durch garm-negative, nichtpathogene Bakterien der Darmflora
induzierte schnelle, tempordre Aktivierung sowohl der intestinalen Epithelzellen als auch
der subepithelialen Leukozyten messen konnten. Demnach haben die vielféltigen Effekte
von probiotischen und kommensalen Bakterien auf verschiedene gastrointestinale und
extraintestinale Erkrankungen ihren Ursprung u. a. im Kontakt mit der Mucosa und der
daraus resultierenden Signalweitergabe.

In dieser Arbeit sollte die Wirkung probiotischer, kommensaler, pathogener und
lebensmittelorigindrer Bakterien und deren Oberflaichenbestandteile auf die Mucosa
untersucht werden. Dabei wurde insbesondere die immunrelevante Wirkung von
probiotischen, kommensalen, pathogenen und lebensmittelorigindren Bakterien auf die
Aktivierung der Epithelzellen und der darunter lokalisierten Lymphozyten untersucht.
Weitere Schwerpunkte der Arbeit waren die Ursachen und die Reihenfolge der Aktivierung.
Die Untersuchungen wurden hauptsichlich in einem Kokulturmodell durchgefiihrt, bei dem
eine konfluente Schicht aus differenzierten intestinalen Epithelzellen das apikale

(=Darmlumen) von einem basolateralen (=Blutseite) Kompartiment trennt.

Folgende Hypothesen wurden in der vorliegenden Arbeit untersucht:
¢ Findet in dem verwendeten in-vitro-Kokulturmodell eine Adaptationsphase der
Leukozyten an die Enterozyten statt?
e Haben probiotische Bakterien ein hoheres Stimulationspotential auf Enterozyten-
Leukozyten-Kokulturen als kommensale oder lebensmittelorigindre Bakterien?
e Haben der gram-negative probiotische E. coli Nissle im Vergleich zum
nichtpathogenen E. coli K12 und dem enteropathogenen E. coli EPEC unterschiedliche

Stimulationspotentiale im Kokulturmodell?
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e Vermitteln Lipopolysaccharide (LPS) bzw. Lipoteichonsduren (LTA) die
immunstimmulierenden Eigenschaften von E. coli und B. vulgatus bzw. E. faecalis in
Kokulturen aus Enterozyten und Leukozyten?

e Ist die Stimulationsfdhigkeit der verschiedenen Endotoxine im Kokulturmodell
abhingig von der Struktur und von der mittleren Molmasse des Lipid A?

¢ Vermitteln Enterozyten die Aktivierung von kokultivierten PBMC?

e Lisst sich durch den parallelen Zusatz von nicht stimulierenden Bakterien bzw. LPS

eine Immunstimulation inhibieren?
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

MATERIAL UND METHODEN

Im folgenden sind die verwendeten Chemikalien zusammengefasst.

Zellkultur Isolierung der PBMCs

Chemikalien

Hersteller

Dulbecco’s MEM (1x)

FCS (fotales Kalberserum)

DMEM High Glucose (1x)

FCS (fotales Kédlberserum)

Dulbecco’s PBS (10x)

(Phosphate Buffered Saline)
Trypsin/EDTA

NEAS (10x)

(Non Essential Amino Acids)
Gentamycin

Tetracyclin
Fluorescein-Isothiocyanat-Dextran (M, 4400)
Polymyxin B-Sulfat

Colistin-Sulfat

Trypanblaulosung (0,4%)

Aqua Spiillésung (pyrogenfrei)
2-Propanol

Buraton 10 F

Antiendotoxin monoclonal Antibody E5°
RPMI 16400hne Phenolrot, ohne Glutamin
Biocoll (1.077g/mL)

Biochrom, Berlin
Biochrom, Berlin
PAA Laboratories, Pasching
PAA Laboratories, Pasching
PAA Laboratories, Pasching

PAA Laboratories, Linz, A
PAA Laboratories, Pasching

Life Technologies, Paisley
Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Deltaselect GmbH, Dreieich
Roth, Karlsruhe

Schiilke & Mayr, Norderstedt
Xoma Corporation, Berkeley, CA
PAA Laboratories, Pasching
Biochrom, Berlin

2-Propanol Roth, Karlsruhe
Kultivierung von Bakterien

Chemikalien Hersteller

BHI (Hirn-Herz-Bouillon) Merck, Darmstadt

Anaerokult A Merck, Darmstadt

L-Cysteinhydrochlorid-Monohydrat Merck, Darmstadt

KoHPO, Roth, Karlsruhe

CMM (Difco Cooked Meat Medium)
Schaedler-Agar

(+Vitamin K1 und 5% Schafsblut)
Hefe-Extrakt

Anaerobic Indicator BR55
Resazurin

Difco Laboratories, Detroit USA
Becton & Dickinson, Sparcks

Fluka, Buchs, CH
Oxoid United, Basingstoke,
Sigma, Miinchen
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Chemikalien Hersteller

MRS Trockenndhrmedium Merck, Darmstadt

Agar Agar Roth, Karlsruhe

NaCl Roth, Karlsruhe

Trypton Difco Laboratories, Detroit USA
Cryobank Mast Diagnostica, Bootle (Merseyside),

GB

LPS-Isolierung

Chemikalien Hersteller
Aceton (ROTISOLV, HPLCQ) Roth, Karlsruhe
Diethylether (>99,8% Fluka, Buchs, CH
Phenol Fluka, Buchs, CH
Fliissigstickstoff

SDS-PAGE Gelelektrophorese
Chemikalien Hersteller
Acrylamid Serva, Heidelberg
N,N*Methylen-Bisacrylamid Serva, Heidelberg
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan Fluka, Buchs, CH
Sodium-Dodecylsulfat Fluka, Buchs, CH
N,N,N*,N"-Tetramethylethylendiamin Fluka, Buchs, CH
Glycin Fluka, Buchs, CH
HCl1 Fluka, Buchs, CH
Essigsdure Fluka, Buchs, CH
Periodsiure Fluka, Buchs, CH
NaOH Fluka, Buchs, CH
Butanol Roth, Karlsruhe
Silbernitrat Roth, Karlsruhe
2-Propanol Roth, Karlsruhe
Glycerin Merck, Darmstadt
Ammoniak (25%) Merck, Darmstadt
Ammoniumpersulfat Merck, Darmstadt
Citronensiure Merck, Darmstadt
Formaldehyd 37,5% Merck, Darmstadt
Triethylamin Riedel-de Haen, Seelze

LPS-Messung (LAL)

Chemikalien

Hersteller

LAL-Kit (Endochrome K)
LAL-Standard
Wasser, endotoxinfrei
LAL-Reagenz

Charles River, Sulzfeld
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ELISA
Chemikalien Hersteller
Natriumchlorid (NaCl) Roth, Karlsruhe
Di-Natriumhydrogenphosphat (Na;HPO,) Merck, Darmstadt
Natriumcarbonat (Na,COs3) Merck, Darmstadt
Kalium-Dihydrogenphosphat (KH2PO4) Merck, Darmstadt
Kaliumchlorid (KCI) Merck, Darmstadt
Schwefelsdure 25% (H2S04) Merck, Darmstadt
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Fluka, Buchs, CH
Tween 209 Fluka, Buchs, CH
HCl1 Fluka, Buchs, CH
NaOH Fluka, Buchs, CH

FCS (fotales Kédlberserum)
OptEIA™ Set: Human TNFa
OptEIA™ GSet: IL 8
OptEIA™ GSet: IL 6
OptEIA™ GSet: IL 10
OptEIA™ GSet: INF y

TMB Substrate Reagent Set

PAA Laboratories, Pasching

Pharmingen, San Diego, USA
Pharmingen, San Diego, USA
Pharmingen, San Diego, USA
Pharmingen, San Diego, USA
Pharmingen, San Diego, USA
BD/Pharmingen, Heidelberg

HPLC
Chemikalien Hersteller
Acetonitril (getrocknet) Merck, Darmstadt
Acetonitril fiir die HPLC Roth, Karlsruhe
n-Hexan Roth, Karlsruhe
Methanol Rotisolv HPLC Roth, Karlsruhe

9-Anthroylchlorid
3-Hydroxymyristinsdureethylester
3-Hydroxypentadecansdureethylester
3-9(anthroyl)-myristinsdureethylester

PD Dr. A. Parlesak
PD Dr. A. Parlesak
PD Dr. A. Parlesak
PD Dr. A. Parlesak

Triethylamin Riedel-de Haen, Seelze

Methanolische HCI Katja Hiibner
mRNA-Isolierung

Chemikalien Hersteller

Trizol® Invitrogen, Karlsruhe

Chloroform (99%, reinst) Roth, Berlin

Ethanol (99,8%) Roth, Berlin

2-Propanol (99,7%) Roth, Berlin
cDNA-Synthese

Chemikalien Hersteller

Random Primer (3pg/pl) Invitrogen, Karlsruhe

Dichlordiphenyltrichlorethan (DDT) Invitrogen, Karlsruhe

5 x First Strand Buffer Invitrogen, Karlsruhe

Reverse Transkriptase (200U /pl)
Desoxynukleotidtriphosphat dNTP Mix (10 mM)

Invitrogen, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg
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PCR-Analyse und Gelelektrophorese

Chemikalien

Hersteller

Hot-Master-Tag-Polymerase (5U/1l)
10 x Hot-Master ™-PCR-Buffer (pH 8,5; 25mM Mg?+)
iQ SYBR Green Supermix

QuantumRNA™ (Classic 18S Internal Standard
Primer der Ziel-DNA (forward, reverse)
PCR-Standard-Ladder (100 bp)
Ethidiumbromid

Bromphenolblau

Glycerin

Xylencyanol

Agarose

Tris

Borsaure

EDTA

Eppendorf, Hamburg

Bio-Rad Laboratories, Hercules California,
USA

Ambion, Huntingdon
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Miinchen

Roth, Karlruhe

Fluka, Buchs, CH

Merck, Darmstadt
SeaKem, Rockland

ICN Biomedicals, Aurora
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

3.1.2 Biologische Materialien

Im folgenden sind die verwendeten biologische Materialien zusammengefasst.

Biologisches Material

Herkunft

Buffy Coats
(heparinisiert, zellangereichertes Blutplasma)

Kolorektale Adenokarzinom Zelllinie CaCo-2 (ACC 169)

B. vulgatus MPK
B. vulgatus
Lb. acidophilus LTH 479

Lb. rhamnosus GG LTH 5275
Lb. casei shirota
Lb. sakei

Lb. johnsonii LA1
B. bifidum LTH 4675

E. faecalis
E. coli K12

E. coli Nissle
E. coli EPEC
LPS E. coli K12

Blutzentrale Katharinenhospital, Stuttgart

Deutsche Stammsammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen,
Braunschweig

Prof. Dr. Autenrieth, Tiibingen

Prof. Dr. Autenrieth, Ttibingen
Stammsammlung Prof. Dr. Hammes, Uni-
Hohenheim

Stammsammlung Prof. Dr. Hammes, Uni-
Hohenheim

Stammsammlung Prof. Dr. Hammes, Uni-
Hohenheim

Stammsammlung Prof. Dr. Hammes, Uni-
Hohenheim

Nestlé, Lousanne, CH

Stammsammlung Prof. Dr. Hammes, Uni-
Hohenheim

Prof. Haller, TUM Weihenstephan
Stammsammlung Prof. Dr. Hammes, Uni-
Hohenheim

Eigenisolat
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Biologisches Material

Herkunft

LPS B. vulgatus

LPS E. coli Nissle
LPS B. vulgatus MPK
LPS S. Typhimurium
LPSE. coli 0111 B4
LTA von Str. faecalis

Eigenisolat

Eigenisolat v. PD Dr. A. Parlesak
Eigenisolat v. S. Ackermann
Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

3.1.3 Gerite

Im folgenden sind die verwendeten Gerdte zusammengefasst.

Geriite

Hersteller

Absaugvorrichtung (Vakuumpumpe)
Analysenwaage (+ 0,01mg)

Autoklav, SANOclav

Brutschrank

Bunsenbrenner , Fireboy plus”

Cary UV-Visible Spectrophotometer
Digitale Kamera E.A.S.Y. 440K
Digitalwaage (£ 10mg)

Elektrophorese Power Supply, EPS 600

Elektrophoresekammer Desaphor VA
Elektrophoresis Power Supply EPS 300

Extinktions-Mikrotiterplattenreader ,,16 940"
FLUOstar

Gelkammern

Geltrockner ,Drystar”

Heizpilz

Hitzesterilisationsofen

HPLC-Pumpe L 6200 A Intelligent pump
i-Cycler

Lyophilisator , Freezemobile 25 EL”
pH-Meter

Pipettus

THERMOstar

RF 1002 Fluoreszenz Spektralphotometer
Schiittelwasserbad

Schiittler IKA Vibrax VXR

Shimadzu Autosampler mit SCL-6B System Controller
Sterilbank Biosafe 2
Stoppuhr

Vacuubrand, Wertheim
Sartorius, Gottingen

Wolf, Bad Uberkingen- Hausen
Heraeus, Stuttgart

Intagra Biosciences

Varian

Herolab

Kern, Albstadt

Pharmacia Biotech Europe
GmbH, Freiburg
Desaga GmbH, Heidelberg

Pharmacia Biotech Europe
GmbH, Freiburg
Tecan SLT- Labinstruments, Crailsheim

BMG Labtech GmbH,Offenburg
Peqlab

Holzel GmbH, Worth
Heraeus-Wittmann, Heidelberg
Memmert, Schwabach

Merck Hitachi

Bio-Rad Laboratories, Hercules
California, USA
Virtis, New York

Beckman, IL, USA

Hirschmann, Eberstadt

BMG Labtech GmbH,Offenburg
Gynkotek GmbH, Germering
Memmert, Schwabach

IKA Labortechnik, Janke&Kunkel
GmbH, Staufen
Shimadzu, Darmstadt

Ehret, Emmendingen
Junghans
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Gerite Hersteller
Thermocycler: Mastercycler gradient Eppendorf, Hamburg
Thermocycler: Robocycler®40 Accessoires Stratgene
Tischzentrifuge 3200 Eppendorf, Hamburg
Ultraschallbad Sanorex Super RK 510H Bandelin

Ultra-Turrax T25 Janke & Kunkel, Staufen
Ultrazentrifuge L7 Beckman, IL, USA
Unterlichtmikroskop Olympus, Japan
Vortexer Scientific Industries
Warmeblock Gebr. Liebisch, Bielefeld
Washer “Columbus” Tecan SLT- Labinstruments, Crailsheim
Wasserbad GFL, Burgwedel
Widerstandsmessgeréat Millicell-ERS Millipore, Eschborn
(Voltmeter /Ohmmeter)

Zentrifuge GS-6R Beckman, IL, USA

3.1.4 Software

Im folgenden ist die verwendete Software zusammengefasst.

Software Hersteller
MS-Office-Paket (Word; Excel; Power Point) Microsoft GmbH
Statistica Version 6.0 StatSoft, Inc., Tulsa

Slide Write V6 32 Bit-Version
Photometer Software (easykin)

Chromatographie Datensystem Gynko Soft
(Version 5.21)
i-Cycler™ iQ) Version 3.0a

TINA 2.09g

Advanced Graphics Software,CA
SLT, Crailsheim
Gynotek GmbH, Germering

Bio-Rad Laboratories, Hercules,
California USA
raytest Isotopenmessgerdte GmbH
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3.2 Methoden

3.2.1 Bakterien

Nachfolgend werden die Zusammensetzung der Medien, die Bedingungen zur Anzucht und

Lagerung, sowie die Ermittlung und Einstellung der Keimzahl dargestellt.

Tabelle 2: Zusammensetzung der Medien zur Anzucht von verschiedenen Bakterien.

BHI-Medium MRS Medium

Bouillon Agar Bouillon Agar
BHI-Broth 37¢g MRS-Broth 55¢g
HCI-Cystein 05¢g HCI-Cystein 05g
ddH>O ad 1000 ml ddHO ad 1000 ml
Agar-Agar - 15¢g Agar-Agar - 18¢g
pH 7402 pH 6,5
CMM-Bouillon LB-Medium

Bouillon Bouillon Agar

CMM-Medium 125¢g Trypton 37g
Hefe-Extrakt 05¢g Hefeextrakt 5g
HCI-Cystein 005g Na(l 5g
Resazurin 0,1 mg ddHO ad 1000 ml
KoHPO, 05¢g Agar-Agar - 15¢g
ddH,O ad 100 ml pH 7.0+/-0,2

3.2.1.1 Anzucht und Lagerung

Anzucht

E. coli und E. faecalis

Je eine Perle mit anhaftenden kryokonservierten Bakterien wurde steril in 10 ml LB-Bouillon
tiberfiihrt und gut suspendiert. Davon wurden aus 0,1 ml auf LB-Agar und Schéidler
Blutagar ein Reinigungsausstrich angefertigt und aerob bei 37 °C bebriitet. Die E. coli
Bakteriensuspension wurde iiber Nacht im Schiittelwasserbad bei 37 °C, die E. faecalis
Suspension im Brutschrank aerob bei 37 °C bebriitet. Alle zwei bis vier Wochen wurden die
zwischenzeitlich im Kiihlschrank aufbewahrten Stdamme auf neue LB-Agar-Platten

subkultiviert.
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Lactobazillen und Bifidobakterium

Die kryokonservierten Lactobacillen und Bifidobakterien wurden in je 10 ml MRS-Bouillon
suspendiert. Von den Suspensionen wurden ebenfalls Reinigungsausstriche auf MRS Agar
angefertigt. Sowohl die Reinigungsausstriche als auch die Bakteriensuspensionen wurden 24
bis 48 h bei 37 °C anaerob bebriitet. Alle zwei bis vier Wochen wurden die Stamme

subkultiviert.

Bacteroides spp.

Die kryokonservierten Bacteroides spp. wurden zundchst in anaerobes CMM-Medium
tiberfithrt und anschlieflend 48 h anaerob bei 37 °C bebriitet. Dann wurde das bewachsene
CMM-Medium aufgeschiittelt und 0,1 ml davon in zuvor anaerob inkubierte (12 h,
Raumtemperatur) BHI-Bouillon {iberimpft. Dariiber hinaus wurden auf je 2 Platten BHI-
Agar und 2 Platten Schadler-Blutagar Reinigungsausstriche mit 0,1 ml bewachsenem CMM-
Medium durchgefiihrt und erneut 48 h anaerob bei 37 °C bebriitet. Die Bacteroides spp.
wurden einmal pro Woche auf Schadler Blutagar und BHI Agarplatten subkultiviert und
48 h bei 37 °C anaerob bebrtitet.

Lagerung

Zur dauerhaften Lagerung wurde je eine Kolonie mit Hilfe des Cryobanksystems von Mast
Diagnostica in einem Kryorohrchen mit Gefriermedium und bakterienbindenden Perlen
suspendiert. Das Gefriermedium wurde anschlieffend abpipettiert und die Kugeln mit den

anhaftenden Bakterien in einer Kryogefrierbox bei — 80 °C gelagert.

3.2.1.2 Ermittlung der Keimzahl bei entsprechender optischer Dichte

Zur Ermittlung der optischen Dichte (A = 600 nm) bei einer Keimzahl von 1 x 108 KBE nach
definierten Anzuchtbedingungen wurden verschiedene optische Dichten sowohl in
Verdiinnungsreihen ausplattiert, bei entsprechenden oben beschriebenen
Anzuchtbedingungen kultiviert und nach 24 bis 48 h Inkubationszeit ausgezdhlt, als auch die
Keimzahl in der Thomae Zihlkammer ermittelt. Die dadurch fiir jeden Stamm ermittelte
optische Dichte fiir 1 x 108 KBE wurde durch mehrmaliges Einstellen auf die entsprechende

optische Dichte und ausplattieren validiert.
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Dabei ergaben sich fiir 1 x 108 KBE die in Tabelle 3 aufgefiihrten optischen Dichten fiir die

entsprechenden Bakterien.

Tabelle 3: Optische Dichten der verschiedenen zur Stimulation eingesetzten Bakterien bei einer
Keimzahl von 1 x 108 KBE.

Bakterium Optische Dichte (A = 600 nm)
bei 1 x 108 KBE bei 1 x 10° KBE

E. coli K12 0,150 n.a.
E.coli Nissle 0,150 n.a.
EPEC 0,150 n.a.
E. faecalis 0,040 n.a.
Lb. acidophilus 0,400 n.a.
Lb. casei shirota 0,300 n.a.
Lb. rhamnosus GG 0,350 3,500
Lb. johnsonii LA1 0,500 n.a.
Lb. sakei 2,300 n.a.
B. bifidum 0,030 n.a.
B. vulgatus Patientenstamm 0,040 n.a.
B. vulgatus MPK 0,010 n.a.

Anmerkung: n.a. = nicht anwendbar

3.2.1.3 Einstellen der Keimzahl auf 1x 108 KBE zur Stimulation im Kokulturmodell

Alle Bakterien wurden je nach notiger Inkubationszeit zwei bis vier Tage vor dem
Versuchstag auf dem jeweils geeigneten Agar (vgl. 3.2.1.1) neu angesetzt und bei
entsprechenden Anzuchtbedingungen inkubiert. Daran schloss sich ein weiterer
Anzuchtsschritt in Fliissigmedium und die eigentliche Anzucht in Fliissigmedium fiir den
Versuch an. Zur Voranzucht wurde eine Kolonie von der Platte in jeweils 10 ml
Fliissigmedium  tiberimpft. Aus der Voranreicherung wurden dann 100 pl
Bakteriensuspension in wiederum je 10 ml Fliissigmedium {iberimpft. Die genauen
Bedingungen fiir diese beiden Anzuchtschritte fiir die jeweiligen Bakterien sind Tabelle 4 zu
entnehmen. EPEC und E. coli Nissle wurden am Versuchstag frisch angeziichtet und in PBS

gelost von Dr. Wehkamp (Robert-Bosch-Krankenhaus Stuttgart) bezogen.
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Tabelle 4: Voranzuchts- und Anzuchtsbedingungen der Bakterien zur Stimulation im Kokulturmodell

Voranzucht

Medium

Kulturbedingung

Anzucht fiir den Versuch

Medium

Kulturbedingung

E. coli K12

E. faecalis

Lb. acidophilus

Lb. casei shirota
Lb. rhamnosus GG
Lb. rhamnosus GG
Lb. johnsonii LA1
Lb. sakei

B. bifidum

B. vulgatus Patientenstamm

B. vulgatus MPK

LB-Bouillon
LB-Bouillon
MRS-Bouillon
MRS-Bouillon
MRS-Bouillon
MRS-Bouillon
MRS-Bouillon
MRS-Bouillon
MRS-Bouillon
BHI-Medium
BHI-Medium

37 °C, aerob, UND
37 °C, aerob, UND
37 °C, anaerob, UND
37 °C, anaerob, 48 h
37 °C, anaerob, UND
37 °C, anaerob, UND
37 °C, anaerob, UND
37 °C, anaerob, UND
37 °C, anaerob, 48 h
37 °C anaerob, 48 h
37 °C anaerob, 48 h

LB-Bouillon
LB-Bouillon
MRS-Bouillon
MRS-Bouillon
MRS-Bouillon
MRS-Bouillon
MRS-Bouillon
MRS-Bouillon
MRS-Bouillon
BHI-Medium
BHI-Medium

37 °C, aerob, 5 h
37 °C, aerob, 24h
37 °C, anaerob, 24h
37 °C, anaerob, 24h
37 °C, anaerob, 24h
37 °C, anaerob, 24h
37 °C, anaerob, 24h
37 °C, anaerob, 24h
37 °C, anaerob, 24h
37 °C anaerob, 24h
37 °C anaerob, 24h

D = {iber Nacht

Nach der Anzucht wurden die Bakteriensuspensionen bei 3500 rpm zentrifugiert und zwei
mal mit 20 ml sterilem PBS gewaschen. Die Bakterienpellets wurden in 10 ml

antibiotikumfreiem Medium aufgenommen und die optische Dichte eingestellt.

322 LPS

Zur Isolation von LPS wurden Ubernachtkulturen hergestellt.

3.2.2.1 Isolation

Gewinnung der Bakterientrockenmasse

Zundchst wurden die Bakterien bei 3.500 rpm, (Bremse ,low”) 30 min lang abzentrifugiert,
die Uberstinde verworfen und die Pellets zweimal mit je 20 ml ddH.O gewaschen. Im
Anschluss daran folgten zwei Waschdurchgiange mit je 20 ml Aceton und schliefilich einer
mit 20 ml Diethylether (Westphal O. et al., 1954). Nach jedem Waschschritt wurde die
Bakterienmasse mit 3.500 rpm, 30 min, Bremse ,low” herunterzentrifugiert. Die so

gewonnenen Pellets wurden zerkleinert und tiber Nacht unter dem Abzug getrocknet.

LPS-Extraktion aus der Bakterientrockenmasse
Die Extraktion der Endotoxine erfolgte nach Westphal et al. (1954) modifiziert durch
Parlesak. Zur Extraktion des LPS aus der Bakterientrockenmasse wurden je 20 ml auf 67 °C

im Wasserbad
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vorgewdrmtes Phenol und ddH>O zu den getrockneten, fein zerkleinerten Bakterienpellets
hinzugefiigt und diese Mischung 5 min bei 67 °C im Ultraschallbad geschiittelt.
Anschliefiend wurde das Gemisch im Eisbad auf 12 °C abgekiihlt und in der auf 12 °C
vorgekiihlten Zentrifuge 20 min bei 4000 rpm zentrifugiert. Der wissrige Uberstand wurde
abpipettiert und gesammelt. Die Phenol-Bakterien Mischung wurde erneut mit 20 ml (67 °C)
warmem ddH,O versetzt, fiinf Minuten im Ultraschallbad bei 67 °C geschiittelt, im Eisbad
auf 12 °C abgekiihlt und bei 12 °C, 20 min. mit 4000 rpm zentrifugiert. Die wissrigen
Uberstidnde wurden vereinigt. Um die Schwebstoffen zu entfernen wurde erneut 20 min. bei

3500 rpm zentrifugiert.

Dialyse

In einen, 30 min. in ddHO vorgequollenen, dicht verschlossenen Dialyseschlauch mit einem
Porendurchmesser von 24 A wurden die bei der LPS-Extraktion gewonnenen Uberstinde
uberfiihrt und {tiber Nacht solange dialysiert, bis kein phenolischer Geruch mehr

wahrzunehmen war.

Ultrazentrifugation und Trocknung des LPS
Die dialysierte LPS-Losung wurden in Ultrazentrifugenrohrchen tiberfiihrt und bei 42000 x g
(4°C) im vorgekiihlten Rotor 6,5 h ultrazentrifugiert. Die entstandenen Pellets wurden in

einer moglichst geringen ddH>O Menge gelost und lyophilisiert.

3.2.2.2 Losen und Einsetzen im Versuch

Alle Endotoxine wurden in 0,15%-iger wéssriger Triethylaminlosung zu Stocklosungen mit
einer Konzentration von 2 mg/ml gelost. Diese wurden bei —20 °C in endotoxinfreien
Reaktionsgefdssen gelagert. Fiir den Versuch wurden die gefrorenen Endotoxinlosungen
aufgetaut und mit Versuchstagsmedium auf die entsprechende Konzentration verdiinnt, so
dass sie in Mengen von 200 pl im Kokulturmodell und 20 pl in der Direktstimulation
eingesetzt werden konnten. Die Endkonzentrationen in den Versuchen sind unter 3.2.4.1.1

und 3.2.4.2.1 angegeben.

3.2.2.3 SDS-PAGE Gelelektrophorese

Alle Endotoxine wurden zur Uberpriifung ihrer Reinheit einer eindimensionalen SDS-PAGE

Gelelektrophorese nach Laemmli (1970), modifiziert durch Tsai et al. (1982) unterzogen.
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Tabelle 5: Zusammensetzung der Losungen, fiir die Herstellung eines SDS-Page-Gels.

Acrylamid Stammldsung APS
Acrylamid 150 g Ammoniumpersulfat 10 % (w/v)
N,N"-Methylen-Bisacrylamid 4g frisch angesetzt
ddHO ad 500 ml
Lagerung 4°C Anodenpuffer
Tris-(hydroxymethyl)- 21 ¢
Trenngelpuffer aminomethan
Tris—(hydroxymethyl)— 60,6 Gly(':in 1008 g
aminomethan ! Sodium-Dodecyl-Sulfat 7g
ddH,O ad 500 ml ddH,O ad7L
mit HClcon, auf pH 8,8 eingestellt Lagerung 4°C
Lagerung 4°C
Kathodenpuffer
Sammelgelpuffer einfach konzentriert Tris-(hydroxymethyl)— 8¢
Tris—(hydroxymethyl)— 1514 g amm'omethan
aminomethan ! Glycin 19¢g
ddHO ad 500 ml Sodium-Dodecyl-Sulfat 15¢g
mit HCleone auf pH 6,8 eingestellt ddH,O ad15L
Lagerung 4°C frisch angesetzt
Sammelgelpuffer doppelt konzentriert Probenpuffer einfach konzentriert
Tris-(hydroxymethyl)- 3028 ¢ Sammelgelpuffer, 1fach konz. 25ml
aminomethan ' Sodium-Dodecyl-Sulfat 2g
ddHO ad 500 ml Glycerin 5ml
mit HCleone auf pH 6,8 eingestellt Bromphenolblau 5mg
Lagerung 4°C ddH,O ad 50 ml
Lagerung bei — 20°C
Glycerin
Glycerin 14,5 %o(w/v) Probenpuffer doppelt konzentriert
Lagerung 4°C Sammelgelpuffer, 2fach konz. 25 ml
Sodium-Dodecyl-Sulfat 4¢g
SDS Glycerin 10 ml
Sodium-Dodecyl-Sulfat 10 % (w/v) Bromphenolblau 10mg
Lagerung 4°C ddH,O ad 50 ml
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Herstellung des Gels

Zur Herstellung des Trenngels wurden Trenngelpuffer, Acrylamid und Glycerin in den der
Tabelle 6 zu entnehmenden Mengen unter Riihren (1 min.) gemischt und durch Anlegen
eines Unterdrucks entgast. Um die Polymerisation zu starten, wurden SDS, TMED und APS
zugegeben und die Losung fiir eine halbe Minute weitergeriihrt. Das Trenngel wurde dann
ziigig zwischen zwei gut abgedichtete Glasplatten (Hohe: 132 mm, Breite: 225 mm) gegossen,
(1,5 cm Abstand zum oberen Rand) und mit wassergesattigtem Butanol iiberschichtet. Der
Abstand zwischen den beiden Glasplatten betrug 1,5 mm. Die Polymerisationszeit fiir das

Trenngel betrug 90 bis 120 Minuten.

Tabelle 6: Zusammensetzung der Losungsgemische fiir das Trenn-und Sammelgel.

Lésungen Trenngel Sammelgel
(12,9 % T /2,67 % C) (5% T/2,67% C)

Acrylamid 50 ml 4,2 ml

Trenngelpuffer 48,2 ml -

Sammelgelpuffer - 12,5 ml

Glycerin 21,2 ml -

ddH,O - 8,1 ml

SDS 2,5ml 0,5ml

TMED 0,25 ml 0,05 ml

APS 0,316 ml 0,075 ml

Das Sammelgel wurde, wie oben fiir das Trenngel beschrieben, hergestellt. Bevor es jedoch
auf das Trenngel gegossen wurde, musste das Butanol-Wasser-Gemisch durch dreimaliges
Waschen mit Trenngelpuffer entfernt werden. Unmittelbar nach dem Giefien wurden die
Kémme fiir die Probentaschen angebracht. Nach weiteren 120 min. Polymerisationszeit

konnte das Gel zur Gelelektrophorese verwendet werden.

Vorbereitung der Proben
Die Endotoxine wurden mit wéssriger 0,15%-iger Triethylaminlosung aufgenommen und
mit Probenpuffer (doppelt konzentriert) verdiinnt, um die gewiinschten Konzentrationen zu

erhalten (vgl.Tabelle 7).

49



MATERIAL UND METHODEN

Tabelle 7: In der SDS-PAGE Gelelektrophorese eingesetzte Endotoxin-Konzentrationen.

Endotoxin Kor:flegl/lgi)hon
E. coli Nissle 0,1
0,5
0,1
E. coli K12 )
coli 05
E. coli 0111 B4 1,0
5,0
: 1,0
B. vulgatus Patientenstamm 5
B. vulgatus MPK Lo
. oulgatu
g 5,0
1,0
S. Typhi i ,
yphimurium 50

SDS-PAGE Gelelektrophorese

Je 10 pl der in Tabelle 7 angegebenen Konzentrationen wurden im Doppelansatz unter den
Kathodenpuffer in die Geltaschen pipettiert.

Die Elektrophorese lief zundchst 30 min. bei 50 mA und anschliefSend bei einer Stromstarke
von 180 mA, solange bis die Bromphenolblaubande bis ca. 1 cm vor das Ende des Trenngels

gewandert ist.

Silbernitratfirbung

Im Anschluss an die Elektrophorese wurden die Gele zwei Stunden oder tiber Nacht in der
Fixierungslosung bei 4 °C belassen. Angefarbt wurden die aufgetrennten Endotoxine mittels
Silbernitratfarbung nach Tsai und Frasch (1982), modifiziert nach Fomsgaard et al. (1990),

wie in Tabelle 9 aufgefiihrt.
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Tabelle 8: Zusammensetzung der Losungen zur Silberfarbung der SDS-Page-Gele.
Fixierungsl6sung Entwickler

Isopropanol 400 ml Citronensédure 12,5 mg
Essigsdure 50 ml Formaldehyd 37,5 % 0,92 ml
ddH,O ad 1000 ml ddH>O ad 250 ml
Markierungslésung Stop-Losung

Silbernitrat 147 g Essigsdure 3,75 ml
Ammoniak (25%) 2,9 ml ddH,O ad 250 ml
NaOH 0,1n 41 ml

ddH,0 ad 250 ml Oxididationslosung

Periodsédure 1,65¢
ddH,O ad 250 ml

Tabelle 9: Ablauf der Silbernitratfarbung.

Arbeitsvorgang Gebrauchslésung Zeit

Fixieren Fixierungslosung 2 h oder tiber Nacht
Oxidieren Oxidationslosung 10 min.

Waschen dest. HO 3 x 10 min.
Markieren Markierungslosung 20 min.
Waschen dest. H,O 1 x5 min. 2 x 10 min.
Entwickeln Entwickler 2-4 min., abhidngig von der Farbintensitit
Stoppen Stop-Losung 2-4 min.
Geltrocknung

Die Trocknung der Gele erfolgte in einem Geltrockner bei 80 °C bei Unterdruck

3.2.24 Endotoxinmessung im Limulus-Amébozyten-Lysat-Test (LAL-Test)

Standards und Konzentrationen der Standards im LAL-Test

Zur Messung der Permeabilitit des jeweiligen apikal im Kokulturmodell eingesetzten

Endotoxins wurden die in Tabelle 10 aufgefiihrten Endotoxine und Standardverdiinnungen

verwendet. Die Verdiinnung der Standards erfolgte mit Versuchstagsmedium.
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Tabelle 10: Konzentrationen der im LAL-Test eingesetzten Endotoxin-Standards.

Konzentrationen der

Endotoxin Endotoxinlosungen in pg/ ml

LAL-Standard 625 125 25 5 1 0,2
E. coli K12 625 125 25 5 1 0,2
E. coli Nissle 625 125 25 5 1 0,2
S. Typhimurium 625 125 25 5 1 0,2
B. vulgatus 15625 3125 625 125 25 5
B. vulgatus MPK 15625 3125 625 125 25 5

Zum Vergleich der unterschiedlichen Reaktionsintensititen der verschiedenen Standards
wurde ein LAL-Test mit sdmtlichen Standard-Endotoxinen durchgefiihrt. Dartiber hinaus
wurden bei jedem LAL Test zwei Wasserwerte (Negativkontrolle) und zwei

Medienkontrollwerte mitgefiihrt.

Probenvorbereitung
Die bei —-80 °C gelagerten basolateralen Medienproben wurden aufgetaut und vor dem

Auftragen auf die Mikrotiterplatte 15 min. geschiittelt.

Durchfithrung des LAL-Tests

Der LAL Test wurde nach den Vorschriften des Herstellers Charles River durchgefiihrt.
Abweichend davon wurden jeweils 70 pl Kontrolle, Standard oder Probe in die jeweiligen
Kavitdten einer endotoxinfreien 96-well-Platte pipettiert. Die Mikrotiterplatte wurde dann 10
min. im SLT Reader auf 37 °C temperiert. Anschlieffend wurden moglichst ziigig je 70 pl des
LAL-Reagenzes (Endochrome K) in jede Kavitit hinzupipettiert. Jede Kavitdt der
Mikrotiterplatte wurde einmal pro Minute in einem Zeitraum von 45 min. bei 405 nm

photometrisch im SLT Mikrotiterplatten Reader gemessen.

Auswertung der LAL-Tests

Die Auswertung des LAL-Test erfolgte mit Hilfe der Software Slide Write. Dabei wurde fiir
jede Kavitit die Sigmoidale des jeweiligen Extinktionsverlaufs in Abhéngigkeit von der Zeit
berechnet. Nach Nivellierung der Nullwerte wurde der Schnittpunkt mit einer Parallelen zur

x-Achse bei y=0,05 errechnet. Aus den Schnittpunkten der unterschiedlichen
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Standardkonzentrationen wurde dann mittels einer Exponentialfunktion eine Standardkurve
berechnet (Abszisse: ¢(LPS); Ordinate t (min.) des Schnittpunktes), mit deren Hilfe dann die

Endotoxinkonzentrationen der Kontrollen und Proben berechnet werden konnten.

3.2.2.5 Die Quantifizierung des Lipid A-Gehaltes verschiedener Endotoxine

Zur Quantifizierung wurden die 3-Hydroxyfettsiuren verwendet. Die  3-
Hydroxymyristinsdure (HMS), ist ein Lipid A-Bestandteil von E. coli Nissle, E. coli K12 und
S. Typhimurium. Dagegen ist die 3-Hydroxypentadecansdure Lipid A - Bestandteil von
B. vulgatus und B. vulgatus MPK. Mit dieser Methode wurde die Konzentration des
entsprechenden Markers durch ein chemisch-chromatographisches Nachweisverfahren nach
Parlesak und Bode (1995) bestimmt.

Zu diesem Zweck wurde die jeweilige 3-Hydroxyfettsdure durch sdurekatalysierte
Umesterung in  einen  Methylester  iberfithrt, mit dem  fluoreszierenden
Derivatisierungsreagenz 9-Anthroylchlorid (ACOCI) derivatisiert und mit Hilfe der HPLC
fluorimetrisch nachgewiesen. Es wurden Pipettenspitzen verwendet, aus denen zuvor mit
Hilfe einer 8 stiindigen Acetonitril Behandlung in einer Soxhlett-Extraktionsapparatur alle

interferierenden Storsubstanzen entfernt worden waren.

3.2.2.51 Ummethylierung

Zunidchst wurden die im Lipid A kovalent gebundene 3-Hydroxymyristinsdure bzw.
3-Hydroxypentadecansdure durch  sdurekatalysierte =~ Ummethylierung  mittels
methanolischer HCl (3M) in den 3-Hydroxymyristinsduremethylester bzw. 3-Hydroxy-
pentadecansduremethylester tiberfiihrt, (vgl. Abbildung 10).

H,C—O

> o-UTTr
O
o]
3

Abbildung 10: Siurekatalysierte Ummethylierung zur Uberfiilhrung von 3-Hydroxymyristinsdure
(HMS) bzw. 3-Hydroxypentadecansdure (HPS).R=C10H23 bzw.C11H25; R’= H oder Acylrest; (nach
Parlesak und Bode, 1995)
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Durch Verdiinnung mit wéssriger Triethylaminlosung (0,15%-ig) wurden hierfiir LPS-
Losungen mit einer Konzentration von 0,1 mg/ml bei E. coli K12 und E. coli Nissle Endotoxin
und 0,5 mg/ml fir S. Typhimurium, B. vulgatus und B. vulgatus MPK Endotoxin. Des weiteren
wurden als interner Standard 3-Hydroxymyristinsaureethylester (fiir Bacteroides-LPS) bzw.
3-Hydroxypentadecansdureethylester (fiir LPS von Salmonella und E. coli) eingesetzt. Der 3-
Hydroxymyristinsdureethylester (3-OH-C14-EE) bzw. 3-Hydroxypentadecansdureethylester
(3-OH-C15-EE) wurde hierfiir eingewogen und nach sequentieller Verdiinnung mit
Methanol auf eine Konzentration von 1 ug/ml bzw. 1,5 ng/ml eingestellt. Fiir den Vorgang
der Ummethylierung wurden je 100 pl der in Tabelle 11 aufgefiihrten Losungen in fest

verschlieflbare Glasrohrchen pipettiert.

Tabelle 11: Proben fiir die Ummethylierung: je 100 pl der Losungen wurden eingesetzt. 3-OH-FS-EE:
3-Hydroxy-Fettsdure-Ethylester.

Glasrohrchen-Inhalt

Blindwert LPS 3-OH-FS-EE Bestimmungsumfang
Methanol einfach
0,15%-ige Triethylaminlosung einfach
3-OH-C14-EE doppelt
3-OH-C15-EE doppelt
E. coli Nissle einfach
E. coli K12 einfach
S. Typhimurium einfach
B. vulgatus einfach
B. vulgatus MPK einfach
E. coli Nissle 3-OH-C15-EE doppelt
E. coli K12 3-OH-C15-EE doppelt
S. Typhimurium 3-OH-C15-EE doppelt
B. vulgatus 3-OH-C14-EE doppelt
B. vulgatus MPK 3-OH-C14-EE doppelt

In jedes Rohrchen wurden zusétzlich 3 ml MeOH/HCI zugegeben, mit einem Schraubdeckel
fest verschlossen und fiir 4 h im 110 °C heiflen Warmeblock inkubiert. Danach wurden die
Rohrchen herausgenommen, auf Eis abgekiihlt und vorsichtig jeweils 2 ml H.O und 1,2 ml
Hexan zugeftigt. Durch Schiitteln gingen die gebildeten unpolaren Methylester in die
ebenfalls unpolare Hexanphase tiber. Anschlieflend wurde die Hexanphase abpipettiert, in

HPLC-Spitzgldschen tiberfiihrt und tiber Nacht zum abdampfen des Hexans offen unter den
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Abzug gestellt. Die verbliebenen Reste wurden am néchsten Tag manuell mit Argon
eliminiert. Der jeweils zuriickgebliebene Methylester wurde mit je 200 pl getrocknetem

Acetonitril aufgenommen.

3.2.2.5.2 Derivatisierung

Bei der Derivatisierung (Abbildung 11) wurden die Methylester mit 9-Anthroylchlorid
(ACOCI) zu 3-9(anthroyl) myristinsduremethylester bzw. 3-9(anthroyl)-
pentadecansduremethylester umgesetzt. Da die anhidngige Anthroylgruppe einen
fluoreszierenden Charakter besitzt, ist es moglich, das Derivatisierungsprodukt mittels

Fluoreszenz in der HPLC zu detektieren.

o 0o "o
O OH
R

o7l
HC*OM/R — HCoO

3

Abbildung 11: Derivatisierung der gebildeten Methylester (s. Abb. 2.2.7) mit 9-Anthroylchlorid; R=
C10Has bzw.C11Hzs; (PD Dr. A. Parlesak, Hohenheim)

Eine gesidttigte Losung des Derivatisierungsreagenz 9-Anthroylchlorid wurde mit
getrocknetem Acetonitril hergestellt (8,0 mg/ml). Von den zuvor in 200 pl Acetonitril
(getrocknet) aufgenommenen Methylestern wurden je 100 pl mit 50 pl des
Derivatisierungsreagenzes in HPLC-Glaschen vereint. Nachdem die Gldschen verschlossen
waren, erfolgte in einem 60 °C warmen Warmeblock 20 min lang die Derivatisierung.
Anschliefiend wurden je 10 pl H>O und 40 pl Acetonitril (getrocknet) zugegeben. Die
Trennung und Quantifizierung der Derivatisierungsprodukte wurde mittels HPLC mit
Fluoreszenzdetektor durchgefiihrt.

Zunichst wurde die Sdule mit FliefSmittel (90:10 Acetonitril/Wasser-Gemisch) konditioniert.
Die Proben wurden wie oben beschrieben aufgearbeitet und mittels HPLC (Saule:
LiChrospher 100 RP 18-5uEC 125x4 mm, Flow: 1 ml; Anregungswellenlinge: 360 nm;
Emissionswellenldnge: 462 nm) gemessen, wobei zusitzlich als Anthroylderivat des 3-
Hydroxymyristinsdureethylesters

100 %- Standard eingesetzt wurde. Die zu detektierenden Anthroylderivate fluoreszieren bei

einer Anregung durch die Wellenldngen 250 nm und 360 nm und hatten dabei jeweils eine
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Emission von 462 nm zur Folge. Fiir die Messungen wurde eine Anregungswellenldnge von

360 nm verwendet. Am Fluoreszenzdetektor wurden folgende

sensitivity: high; gain: 1,0 bzw. 4,0; response: 0,5 sec.

3.2.3 Zellkultur

3.23.1

Zellkulturmedien und Losungen fiir die Zellkultur

Einstellungen gewdhlt:

Im folgenden wird die Zusammensetzung der Zellkulturmedien und der zugesetzten

Losungen aufgefiihrt.

Tabelle 12: Zusammensetzung der Zellkulturmedien und Lésungen

Anzuchtmedium Menge in ml A(r;/t(;ll
(]

DMEM-Medium 500 82,7
Fotales Kélberserum von PAA dekomplementiert (FCS) 100 16,3
Aminosduren-Stamm (NEAS) 6 1,0
Versuchstagsbasismedium Menge in ml Anteil in

Prozent
DMEM-Medium von Biochrom 500 82,7
Fotales Kélberserum von Biochrom dekomplementiert (FCS) 100 16,3
Aminosduren-Stamm (NEAS) 6 1,0
Antibiotikamischung Gentamycin Tetracyclin
Einwaage 6 ml 122,9 mg
Endkonzentration
des Antibiotikums im Medium bei Zusatz von 0,5 ml pro 100 ml 50 pg/ml 100 pg/ml
Versuchstagsbasismedium
Fluorescein-Dextran Stocklosung
Fluorescein-Dextran 2mg
Aqua Spiillosung 1 ml

Die Fluorescein-Dextran Stocklosung wurde mit Hilfe eines Sterilfilters (Porenweite: 0,2 pm)
sterilfiltriert.
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3.2.3.2 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahl wurde mikroskopisch im Hamatocytometer (Neubauer-Zihlkammer) nach der
Methode von Neubauer bestimmt. Die Zellen wurden zur lebend/tot-Unterscheidung mit
Trypanblau auf eine Zellzahl von 50 bis 150 Zellen pro Grofiquadrat verdiinnt und
angefarbt. In der Neubauer-Zahlkammer entspricht die Fliache eines Grossquadrats 1 mm?,

so dass sich die Zellzahl pro ml wie folgt berechnen lasst.

—Lebend}iellzahl = MWZeIIzahI x 10 x Verdunnungsfaktor
m

3.2.3.3 CaCo-2-Zellen
3.2.3.3.1 Kultivieren und Passagieren von CaCo-2-Zellen

Die CaCo-2-Zellen wurden in 75 cm?2-Fliltergewebekulturflaschen bis zur Konfluenz in 10 ml
Anzuchtmedium (wie unter 3.2.3.1 beschrieben) bei 37 °C und wasserdampfgesittigter
Atmosphdre von 5 % CO; kultiviert. Jeden zweiten bis dritten Tag wurde das Medium
gewechselt und nach ca. einer Woche passagiert. Dabei wurde das Medium aus den Flaschen
entfernt und die Zellen zweimal mit je 10 ml PBS gespiilt. Anschlieffend wurden 3 ml
Trypsin/EDTA Losung zugegeben, welche ca. 10 Minuten im Brutschrank auf die Zellen
einwirkte, bis sich die Zellen von der Flaschenwand abzulésen begannen. Durch Zugabe von
10 ml Anzuchtmedium wurde die Wirkung des Trypsins gestoppt. Die Zellen wurden
sodann bei 400 rpm abzentrifugiert, in neuem Kulturmedium aufgenommen, suspendiert
und in entsprechender Zellzahl im Versuch oder zur Stammhaltung wieder ausgesét. Fiir die

Versuche wurden CaCo-2-Zellen von Passage 10 bis 80 verwendet.

3.2.3.3.2 Kultivieren von CaCo-2-Zellen auf Inserts

Fir Versuche mit dem Kokulturmodell wurden 1x10¢ Zellen pro Insert in 2 ml
Zellkulturmedium mit 10 pg/ml Gentamycin pro Insert ausgesdt. AufSlerdem wurden 2 ml
Zellkulturmedium mit 10 pg/ml Gentamycin basolateral in jede Kavitit pipettiert. Die Zellen
wurden nach dem Aussden auf die Inserts im Brutschrank bei 37 °C, HxO gesittigter
Atmosphire und 5% CO. 13 Tage kultiviert, wobei eine Konfluenz nach ca. sechs bis acht
Tagen erreicht war, und anschliessend die Ausdifferenzierung begann. Ein Mediumwechsel

erfolgte alle 2 Tage mit je 2 ml Zellkulturmedium apikal und basolateral.
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3.2.3.4 Isolation peripher-vendser mononukleirer Leukozyten aus Buffy Coats mittels
Dichtegradientenzentrifugation
Die Buffy Coats (zellangereichertes Blutplasma) wurden zundchst 1:2 mit RPMI (1640)
verdiinnt. Sodann wurden 14 ml Biocoll in einem 50 ml Reaktionsgefafs vorsichtig mit dem
verdiinnten Buffy Coat tiberschichtet und dann 30 min. lang bei 1400 rpm (ausgeschalteter
Bremse) und Raumtemperatur zentrifugiert. Die PBMCs wurden nach der Zentrifugation an
der Phasengrenze zwischen der Biocoll-Losung und dem Blutplasma abpipettiert.
Anschlieffend wurde zweimal mit je 20 ml RPMI (1640) gewaschen und die Zellen bei 1400
rpm (Bremse ,low”) und Raumtemperatur zentrifugiert. Das Waschmedium wurde nach
jedem Waschschritt verworfen. Das gewaschene Zellpellet wurde in 30 ml
Versuchstagsmedium mit Antibiotikamischung (Antibiotikaendkonzentration von 50 ng/ml
Gentamycin und 100 pg/ml Tetrazyklin) aufgenommen und auf eine Zellzahl von 2 x106
Zellen/ml eingestellt. Diese Zellsuspension wurde dann am Versuchstag in das basolaterale

Kompartiment der 6-well Platten im Kokulturmodell oder in Platten ohne Inserts eingesetzt.

3.2.4 Stimulationsversuche

3.2.4.1 Kokulturmodell

Das Kokulturmodell wurde in Anlehnung an Haller et al. (2000) aufgebaut und
durchgefiihrt.

3.2.4.1.1 Stimulantien und Endotoxinbindende Substanzen im Kokulturmodell

Zur Stimulation im Kokulturmodell wurden verschiedene Bakterien sowie verschiedene
Oberflachenbestandteile gram-positiver und gram-negativer Bakterien und LPS-bindende

Proteine eingesetzt.

Bakterien im Kokulturmodell

Die Stimulationen mit Bakterien wurden sowohl mit nur einem Bakterium apikal zugesetzt,
als auch mit E. coli K12 und einem weiteren Bakterium apikal zugesetzt, als Kostimulation
durchgefiihrt. E. coli K12 wurde stets zuletzt zugesetzt. Fiir die Einfachstimulation wurden
die Spezies E. coli K12, Lb. acidophilus, Lb. casei shirota, Lb. rhamnosus GG, Lb. johnsonii LA1,

Lb. sakei, B. vulgatus Patientenstamm, B. vulgatus MPK, E. faecalis und B. bifidum verwendet.
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Mit E. coli K12 wurden E. faecalis, B. vulgatus Patientenstamm und Lb. rhamnosus GG in zwei
verschiedenen Konzentrationen kokultiviert. Die zur Stimulation verwendeten Bakterien

und Konzentrationen konnen den Tabelle 13 und Tabelle 14 enthommen werden.

Tabelle 13: Endkonzentration im apikalen Medium des Versuchsansatzes bei Einfachstimulation im
Kokulturmodell mit verschiedenen Bakterien.

Stimulans Endkonzentration
E. coli K12 1 x 107 KBE/ml
Lb. acidophilus 1 x 107 KBE/ml
Lb. casei shirota 1 x 107 KBE/ml
Lb. rhamnosus GG 1 x 107 KBE/ml
Lb. johnsonii LA1 1 x 107 KBE/ml
Lb. sakei 1 x 107 KBE/ml
B. vulgatus Patientenstamm 1 x 107 KBE/ml
B. vulgatus MPK 1 x 107 KBE/ml
E. faecalis 1 x 107 KBE/ml
B. bifidum 1 x 107 KBE/ml

Tabelle 14: Endkonzentration im apikalen Medium des Versuchsansatzes bei Kostimulation im
Kokulturmodell mit verschiedenen Bakterien.

Stimulans Endkonzentration

1 x 107 KBE/ml
1 x 107 KBE/ml
1 x 107 KBE/ml
1 x 107 KBE/ml
1 x 107 KBE/ml
1 x 107 KBE/ml
1 x 107 KBE/ml
1 x 108 KBE/ml

E. coli K12 mit E. faecalis
E. coli K12 mit B. vulgatus Patientenstamm
E. coli K12 mit Lb. rhamnosus GG 1:1

E. coli K12 mit Lb. rhamnosus GG 1:10

Membranbestandteile von Bakterien im Kokulturmodell

An Oberflachenbestandteilen wurden von dem gram-positiven Bakterium E. faecalis eine
Lipoteichonsdure LTA und von den gram-negativen Bakterien E. coli K12, B. vulgatus
Patientenstamm, B. vulgatus MPK und S. Typhimurium die Lipopolysaccharide LPS in jeweils
unterschiedlichen Konzentrationen apikal zugesetzt (vgl. Tabelle 15). Des weiteren wurden
Kostimulationen mit E. coli K12 LPS in einer Konzentration von 1 pg/ml und den LPS von B.
vulgatus Patientenstamm und B. ovulgatus MPK, wie aus Tabelle 16 zu entnehmen ist,
durchgefiihrt.

Alle Endotoxine lagen in Stocklosungen mit einer Konzentration von 2 mg/ml in 0.15 %
wassriger Triethylaminlosung bei —20 ° C vor. Die Lipoteichonsédure von E. faecalis wurde in

einer Konzentration von 10 mg/ml in sterilem H>O geldst und ebenfalls bei —20 ° C gelagert.
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Tabelle 15: Endkonzentration im apikalen Medium des Versuchsansatzes bei Einfachstimulation im
Kokulturmodell mit verschiedenen Membranbestandteilen.

Stimulans Endkonzentration im Kokulturmodell
LPSE. coli K12 1 pg/ml
LPS B. vulgatus Patientenstamm 1 pg/ml
LPS B. vulgatus Patientenstamm 10 pg/ml
LPS B. vulgatus Patientenstamm 100 pg/ml
LPS B. vulgatus MPK 1 pg/ml
LPS B. vulgatus MPK 10 pg/ml
LPS B. vulgatus MPK 100 pg/ml
Lipoteichonsédure von E. faecalis 1 pg/ml
Lipoteichonsédure von E. faecalis 10 pg/ml
Lipoteichonsadure von E. faecalis 100 pg/ml

Tabelle 16: Endkonzentration im apikalen Medium des Versuchsansatzes bei Kostimulation im
Kokulturmodell mit verschiedenen Membranbestandteilen.

Stimulans Endkonzentration im Kokulturmodell
IPSE. coli KI2mit lpg/ml
LPS B. vulgatus Patientenstamm 1 pg/ml

10 pg/ml
_______________________________________________________________________________ W00pg/ml
LPSEcoliKi2Zmit wg/ml
LPS B. vulgatus MPK 1 pg/ml

10 pg/ml

100 pg/ml

LPS-bindende Proteine

Zur Hemmung der durch LPS ausgelosten Stimulation wurden die beiden LPS-bindenden
Stoffe Polymyxin und Colistin in einer Konzentration von 10 pg/ml im Versuchsansatz
sowohl apikal als auch basolateral zugesetzt und mit LPS von E. coli K12 stimuliert
(Tabelle 17).

Polymyxin und Colistin wurden in sterilem Wasser bei einer Konzentration von 10 mg/ml

gelost und bei —20 °C gelagert.

Tabelle 17: Apikaler und basolateraler Zusatz der LPS-bindenden Proteine jeweils mit und ohne
apikale Stimulation mit 1 ug/ml E. coli K12 LPS im Kokulturmodell

Stimulans Zugabeort Endkonzentration im

Kokulturmodell
Polymyxin apikal 10 pg/ml
e bASOlteral WOpg/ml
Colistin apikal 10 pg/ml
basolateral 10 pg/ml
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3.2.4.1.2  Durchfiihrung des Kokulturmodells

Vorbereitung

CaCo-2-Zellen wurden (wie unter 3.2.3.3.2 beschrieben) 13 Tage vor dem Versuchstag
ausgesdt und angeziichtet. Nach jedem Mediumwechsel wurde in einer Referenzplatte zur
Kontrolle des Wachstums und des Differenzierungsgrades der CaCo-2-Zellen der TEER
Wert (wie unter 3.2.5.1 beschrieben) gemessen. Am Tag 12 nach Aussaat der CaCo-2-Zellen
wurde in allen Platten der TEER-Wert gemessen und Inserts mit beschddigter Monolayer

eliminiert.

Ansetzten der Zellkultur

Am Tag 13 nach der Aussaat der CaCo-2-Zellen wurden PBMCs aus Buffy Coats méannlicher
Blutspender (wie unter 3.2.3.4 beschrieben) isoliert und in einer Konzentration von 2x10¢
Zellen/ml basolateral in die 6 well Platten eingesetzt. Apikal wurde das Anzuchtmedium
durch das Versuchstagsmedium ausgetauscht. In allen Ansétzen inklusive Stimulans befand
sich am Versuchstag eine Antibiotikaendkonzentration von 50 pg/ml Gentamycin und 100
pg/ml  Tetrazyklin. Zur Kontrolle der Integritdit der Zellschicht wurde allen
Versuchsansidtzen apikal 20 pl der Fluorescein-Dextran Stammldsung zugesetzt. Zur
Stimulation =~ wurden apikal oder basolateral die verschiedenen Bakterien,
Oberflachenbestandteile von Bakterien und Hemmstoffe eingesetzt. Sie wurden in 200 pl
oder 20 pl Portionen apikal bzw. basolateral den mit den entsprechenden
Versuchstagsmedienmengen vorbereiteten Kokulturansidtzen zugesetzt. Die passende
Verdiinnung aus der jeweiligen Stocklosung, die zur Stimulation benotigt wurde, erfolgte
mit antibiotikafreiem Versuchstagsmedium. Den Zugabeort und die entsprechende
Endkonzentrationen der Stimulantien sind unter 3.2.4.1.1 beschrieben. Bei den
Kostimulationen mit E. coli K12 und verschiedenen anderen Bakterien wurde immer die
E. coli K12-Suspension zuletzt zugegeben. Als Negativkontrolle wurde ein Ansatz ohne
jegliche Stimulatien mitgefiihrt. Als Positivkontrolle diente der E. coli K12 bzw. eine
Stimulation mit dessen LPS. Anschlieflend wurden die Platten 4 h, 12 h, bzw. 72 h bei 37 °C,
HO gesittigter Atmosphére und 5 % CO,im Brutschrank inkubiert.
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Probenahme

Versuchsabbriiche erfolgten nach 4 h, 12 h und 72 h. Dabei wurde das apikale sowie das
basolaterale Medium aliquotiert und bei -80°C eingefroren. Aufierdem wurden die CaCo-2-
Zellen und PBMCs in Trizol aufgenommen und ebenfalls bei -80°C gelagert. Zusatzlich zu
den Versuchsabbriichen wurden je 3 mal 60 nl basolaterales Medium aus den nach 72 h

abgebrochenen Platten nach 12 h und 24 h steril entnommen.

3.2.4.2 Direktstimulation
3.2.4.2.1 Stimulantien der Direktstimulation

In den Direktstimulationsversuchen wurde LPS von E. coli K12, B. vulgatus Patientenstamm
und B. vulgatus MPK, LTA von E. faecalis in jeweils unterschiedlichen Konzentrationen

zugesetzt vgl. Tabelle 18.

Tabelle 18: Endkonzentrationen der verschiedenen Membranbestandteilen von Bakterien bei der
Direktstimulation

Stimulans Endkonzentration in der Direktstimulation
LPS E. coli K12 2 pg/ml
LPS E. coli K12 20 pg/ml
LPS E. coli K12 200 pg/ml
LPS E. coli K12 2000 pg/ml
LPS B. vulgatus Patientenstamm 2 pg/ml
LPS B. vulgatus Patientenstamm 20 pg/ml
LPS B. vulgatus Patientenstamm 200 pg/ml
LPS B. vulgatus Patientenstamm 2000 pg/ml
LPS B. vulgatus MPK 2 pg/ml
LPS B. vulgatus MPK 20 pg/ml
LPS B. vulgatus MPK 200 pg/ml
LPS B. vulgatus MPK 2000 pg/ml
LTA E. faecalis 2 pg/ml
LTA E. faecalis 20 pg/ml
LTA E. faecalis 200 pg/ml
LTA E. faecalis 2000 pg/ml

3.2.4.2.2  Durchfiihrung der Direktstimulation

Bei der Direktstimulation wurden PBMCs, die denen der Stimulationen im Kokulturmodell
entsprachen, ohne die Anwesenheit von CaCo-2-Zellen mit verschiedenen Stimulantien
versetzt. Dazu wurden frisch isolierte PBMCs (Isolation peripher-vendser mononukledrer
Leukozyten  aus  Buffy  Coats  mittels Dichtegradientenzentrifugation)  mit
Versuchstagsmedium mit Antibiotikum (50pg/ml Gentamycin und 100pg/ml Tetrazyklin)

auf eine Konzentration von 2 x10¢ Zellen/ml eingestellt. Hiervon wurden 2 ml in jede
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Kavitdt der 6-well-Gewebekulturplatten (ohne Inserts) pipettiert. Die Stimulation erfolgte
mit den in Tabelle 18 angegebenen Zellwandbestandteilen. Anschliefend wurden die
stimulierten Zellen 12 h lang bei 37 °C in wasserdampfgesittigter Atmosphdare bei 5% CO:
inkubiert. Nach 12 h wurde der Versuch abgebrochen, die PBMCs in Trizol aufgenommen,
sowie das Medium aliquotiert und beides bei 80 °C gelagert.

Diese Versuche wurden parallel zu den Kokulturversuchen mit gleichen Buffy Coats und
Stimulantien durchgefiihrt, wobei die Konzentrationen zur Stimulation in der
Direktstimulation, basierend auf Messungen der LPS-Konzentrationen im basolateralen
Kompartiment, erheblich niedriger gewédhlt wurden als die apikal im Kokulturmodell

eingesetzten.

3.2.5 Methoden zur Integritdtskontrolle der CaCo-2-Zellschicht

Zur Kontrolle der Integritdt der CaCo-2-Zellschicht wurden die TEER Werte vor und nach
dem Versuch bestimmt, und das vor dem Versuch apikal zugegebene Fluorescin-Dextran

nach dem Versuch im basolateralen Kompartiment gemessen.

3.2.5.1 Bestimmung des Transepithelialen Widerstands TEER

Der TEER Wert wird mit Hilfe des Widerstandsmessgerates (Volt-Ohmmeter) gemessen.
Dabei wird die langere Elektrode moglichst senkrecht in das basolaterale und die kiirzere in
das apikale Kompartiment gehalten. Nach jedem Mediumwechsel wurde in einer
Referenzplatte und am Tag vor dem Versuch sowie zum Zeitpunkt des Abbruchs in allen
Kavitdten die elektrischen Widerstiande gemessen. Mit Hilfe folgender Formel wurde aus

den einzelnen elektrischen Widerstinden der TEER-Wert ermittelt.

]XA

8
TEER [Q xcm ] ol LIS Nro—

Rprobe gemessener Widerstand in Inserts mit CaCo-2-Zellen
Rnulwert ~ gemessener Widerstand in Inserts ohne CaCo-2-Zellen (157 Q)
A Fliche der Insert-Membran (4,3 cm?)

3.2.5.2 Messung der Fluorescein-Dextran Permeabilitat

Zur Ermittlung der Dichtigkeit der CaCo-2-Zellschicht wurde der Anteil des vor dem
Versuch apikal zugegebenen Fluorescein-Dextrans im basolateralen Medium fluorometrisch

gemessen. Dazu wurden in einer Doppelbestimmung je 100 pl des unverdiinnten
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basolateralen Mediums zusammen mit einer Standardkurve gemessen. Die hdochste
Konzentration der Standardkurve enthielt 10 ul der im jeweiligen Versuch eingesetzten
Fluorescein-Dextran Losung, geldst in 1 ml Versuchstagsmedium und entsprach damit einer
Permeabilitat fiir ~Fluorescein-Dextran von 200%. Als Nullwert diente das
Versuchstagsmedium.Die Quantifizierung der Permeabilitit erfolgte anhand der aus den
Standardkurven berechneten Kalibriergerade und wird in Prozent angegeben. Eine
Permeabilitdt von 100 % entsprach der halben initialen Fluorescein-Dextran-Konzentration

im apikalen Medium.

3.2.6 Methoden zur Zytokinmessung

3.2.6.1 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Zur Bestimmung der Zytokinkonzentrationen wurden ELISA Kits von BD verwendet. Zum

Einsatz kamen Kits fiir TNF-a, IL-8, IL-6, IL-10 und IFN-y.

Tabelle 19: Zusammensetzung der Losungen fiir die Durchfiihrung eines ELISAs.

Coating-Puffer Waschpuffer
NaHCOs 42¢g 1 x PBS Puffer 900 ml
NaxCOs 1788 Tween 0,05% 450 il
ddH,0O ad 500 ml
pH auf 9,5 eingestellt frisch hergestellt
bei -20°C (aliquotiert a 10,5 ml)

Assaydiluent
40 x PBS-Puffer FCS 16,6 ml
NaCl 200 g 1 x PBS Puffer ad 100 ml
Na,HPO;, * 2H,0O 29¢g frisch hergestellt
KHzPO4 5 g
KCl 58 . Stopp-Losung
diIHZ(? - einoestell ad 1000 m 25%ige H>SO; 25 ml
pH auf 7 eingeste
bei -20°C ddH,O 50 ml

(aliquotiert & 40ml) Lagerung bei Raumtemperatur

64



MATERIAL UND METHODEN

Die Durchfithrung des ELISA erfolgte nach Anleitung des Herstellers. Dabei wurden am
Vortag des Tests, spitestens jedoch 4 h vor Beginn die Maxisorpt-96-well-Platten mit je
100 ul Coating-Reagenz /Kavitdt, bestehend aus 10,5 ml Coating-Puffer und der vom
Hersteller vorgegebenen Menge an Capture Antikorper, beschichtet und bei 4 °C inkubiert.
Nach mindestens vier Stunden wurde das Coating-Reagenz verworfen und die Platte
dreimal mit je 300 ul Waschpuffer pro Kavitit gewaschen. Anschliefend wurden zum
Blocken unspezifischer Bindungsstellen 200 pl ,, Assay diluent” in jede Kavitét pipettiert und
abgedeckt fiir eine Stunde im Platteninkubator bei Raumtemperatur und 500 rpm inkubiert.
Ein erneuter Waschschritt mit dreimal je 300 ul Waschpuffer folgte im Anschluss. Daraufhin
wurden je 100 pl der Proben und der jeweiligen Standardverdiinnungsreihen im
Doppelansatz aufgetragen und zwei Stunden auf dem Platteninkubator unter gleichen
Bedingungen wie oben inkubiert. Als Verdiinnungsmedium fiir die Proben und die binér-
logarithmische Verdiinnungreihe des Standards diente Assay Diluent. Der ndchste Schritt
war dann wieder ein Waschschritt, bei dem die Platte fiinfmal mit je 300 pl Waschpuffer pro
Kavitdt gewaschen wurde. Daraufthin wurden je Kavitat 100 ul ,,Working detector”, anteilig
bestehend aus 10,5 ml Assay diluent und der entsprechenden vom Hersteller vorgegebenen
Menge Detection Antikorper und Enzym, aufgetragen und 1 h unter oben genannten
Inkubationsbedingungen auf dem Tumbler geschiittelt, bevor die Kavititen erneut
siebenmal mit 300 pl mit Waschpuffer gewaschen wurden. Dann wurden je 100 pl
Substratreagenz/Kavitdt, das sich aus jeweils gleichen Teilen an Substrat A und B
zusammensetzt und erst kurz vor Verwendung hergestellt wurde, im 10-Sekundentakt in
jede Spalte der Mikrotiterplatte aufgetragen und fiir ca. 8-25 min., je nach Farbungsintensitat
der Standardkurven, inkubiert. Zum Stoppen der Reaktion wurden wiederum im 10 -
Sekundentakt je 50 pl Stopreagenz/Kavitit hinzupipettiert und die Farbintensititen
photometrisch bei 450 nm gegen eine Referenzwellenldnge von 690 nm gemessen.

Die Berechnung der Zytokinkonzentration erfolgte iiber die Kalibrierkurven mittels Slide
Write Plus Software. Hierbei wurde die unten aufgefiihrte Gleichung mit dem Levenberg-
Marquardt-Algorithmus an die gemessenen Extinktionen der Mittelwerte der Eichwerte tiber
Iteration angepasst. Die Zytokinkonzentrationen in den der einzelnen Kavititen wurden
dann aus dieser nach x aufgelosten Gleichung berechnet. Um die Zytokinkonzentration der
jeweiligen Probe zu erhalten, wurden die Mittelwerte der Doppelbestimmung berechnet und

die Verdiinnungsfaktoren der Proben einbezogen.
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y=ao+(a1*x)/(az+x)

y gemessene Extinktion

X Konzentration

Bei ao, a1 und a handelt es sich um Koeffizienten mit folgenden Startwerten:

ao 0,05
a1 1
a2 100

3.2.6.2 RT-Polymerase Chain Reaktion (RT-PCR)

Nachfolgend werden die Puffer und Losungen fiir die PCR und die Gelelektrophorese

zusammengefasst.

Tabelle 20: Zusammensetzung der Puffer und Losungen fiir die PCR und die Gelelektrophorese

Blaupuffer 10 x TBE-Puffer TE-Puffer
Bromphenolblau 0,25 % Tris 900 mM Tris 10 mM
Xylencyanol 0,25 % Borsaure 900 mM EDTA 1mM
Saccharose 40 % EDTA 2,5 mM

Standard

Der Positivstandard fiir die IL-8-PCR wurde aus den PBMC (2 x 107 Zellen/ml) isoliert, die
4 h lang mit 1 pg/ml E. coli K12 LPS direkt stimuliert wurden. Je 1,5 ml der stimulierten
Zellsuspension wurden in Reaktionsgefédfie pipettiert, das Medium abzentrifugiert und in
500 pl Trizol resuspendiert. Mittels RNA Isolation, photometrischer Konzentrations-
bestimmung und cDNA Synthese wurde dann der Positivstandard synthetisiert und

samtliche cDNA zu einem Stockstandard gepoolt, der in sdmtlichen PCR-Reaktionen

mitgefiihrt wurde.

Isolation der RNA

Die Isolierung der gesamt RNA erfolgte nach Anweisung der des Herstellers. Die in 500 ul
Trizol® aufgenommenen Proben wurden aufgetaut und wenn nétig, mit Hilfe einer Pistille
und Wiarmebehandlung bei 55 °C und zwei Minuten im Wasserbad, aufgelost. Unlosliche
Bestandteile wurden abzentrifugiert und der Uberstand wurde zur Isolation verwendet.

Danach wurden den gelosten Proben 100 pl Chloroform zugesetzt, von Hand geschiittelt
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und drei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss daran wurde 15 min. bei
11500xg und einer Temperatur von 2 bis 8 °C zentrifugiert. Dabei bildeten sich drei Phasen,
wobei die farblose, wassrige Phase die RNA enthielt. Diese farblose Phase wurde
abgenommen und in ein neues RNase-DNAse-freies Reaktionsgefaf3 tiberfiihrt. Dann wurde
die RNA mit 250 ul kaltem Isopropanol und 10 min. Inkubationszeit ausgefdllt und bei
11500xg fiir 10 min. bei 2 bis 8 °C zu einem gelartige RNA-Pellet zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet mit 500 pl 75%-igem Ethanol gewaschen und erneut bei
7500xg 5 min. bei 2 bis 8 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und die
Ethanolreste wurden ca. 10 Minuten bei Raumtemperatur abgedampft. Danach wurde das
getrocknete Zellpellett in 40 ul RNase-freiem Wasser aufgenommen und fiir 10 min. bei
55 °C im Wasserbad und durch vorsichtiges Schiitteln gelost. Die so aufbereiteten RNA-

Proben wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei 80 °C gelagert.

Photometrische Bestimmung der Konzentration an isolierter RNA

Die Konzentration der isolierten RNA wurden photometrisch bei 260 nm in UV-
Quarzkiivetten (Volumen 100 ul) bestimmt. Als Nullabgleich wurde das RNAse-freie Wasser
verwendet, in dem die isolierte RNA aufgenommen worden war. Zur Bestimmung der
Reinheit der RNA wurde zusétzlich noch eine Messung bei 280 nm durchgefiihrt.

Um im Eichbereich des Photometers zu bleiben, war fiir CaCo-2 Zellproben eine 1:100
Verdiinnung mit RNAse-freiem Wasser nétig und fiir PBMC Proben eine 1:60 Verdiinnung.
Die RNA-Konzentration (ug/ml) berechnet sich dann wie folgt:

c(RNA) [pg/ml] = OD260 (PROBE) x VF x 40ug/ml

OD260(PROBE) Optische Dichte bei 260 nm
VF Verdiinnungsfaktor

cDNA-Synthese

Fiir die cDNA-Synthese wurden 1 pg RNA eingesetzt, wobei die Konzentration der isolierten
RNA wie oben beschrieben bestimmt wurde. Die 1 pg wurden dann mit RNAse- DNAse-
freiem Wasser auf 11 pl aufgefiillt und 1 pl einer Random-Primer-Losung der Konzentration
150 ng/ul zugegeben, gemischt und in einem Thermocycler bei 70 °C fiir 10 Minuten
inkubiert. In der Zwischenzeit wurde der Mastermix, wie aus Tabelle 21 zu entnehmen ist,

hergestellt.
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Tabelle 21: Zusammensetzung des Mastermixes fiir die cDNA-Synthese

Reagenz Menge
(ul/Probe)
First-Strand-Buffer 4
DDT 2
dNTP 1
Reverse Transkriptase 1

Nach Ablauf der Inkubation bei 70 °C wurden die Proben auf Eis abgekiihlt. Zu jeder Probe
wurden je 8 pl Mastermix pipettiert und diese daraufhin 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Im Anschluffs daran erfolgte eine 50-miniitige Inkubation bei 42 °C und darauf
folgend 10 Minuten bei 70 °C, beides im Robocycler der Firma Stratagen. Die so
entstandenen cDNA-Proben mit einem Gesamtvolumen von 20 pul wurden bis zum weiteren

Einsatz in der PCR bei - 20 °C gelagert.

Primer

Interleukin 8 (Kriiger et al., 2003)

forward: 5-TCTTGGCAGCCTTCCTGATT -3~
reverse: 5- TCCAGACAGAGCTCTCTTCCATC -3°
18 S

Die fiir die semiquantitative Multiplex bzw. vollquantitative Real-Time PCR verwendeten Primer und
Competimer wurden bei der Firma Ambion als QuantumRNA™ Classic II 18S Internal Standard
bezogen und nach Herstellerangaben eingesetzt, wobei die Primer in einer Konzentration von 10 uM
vorlagen. Die Sequenzen der Primer sowie der eingesetzten Kompetimer wurden vom Hersteller nicht
bekanntgegeben.

Die lyophilisierten Primer wurden in einer Konzentration von 12,5 uM in TE Puffer (vgl.

Tabelle 20) gelost und bei 20 °C in 50 pl Aliquoten gelagert.

RT-PCR-Proben
Die Proben aus denen die RNA isoliert wurde, stammten aus den Versuchsabbriichen nach
4 h und 12 h im Kokulturmodell und wurden wie oben beschriecben zu cDNA

umgeschrieben. In der PCR wurden sie stets als Doppelbestimmungen gefiihrt.
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PCR
Die Zusammensetzung des Mastermixes fiir die semiquantitative Multiplex PCR ist in

Tabelle 22 dargestellt.

Tabelle 22: Zusammensetzung des Mastermixes der semiquantitativen Multiplex PCR

Reagenzien Menge (ul/Probe)
ddH20 13,77

10 x PCR Puffer 2

10 nM dNTP 04

12,5 uM IL-8-Primer forward 0,64

12,5 uM IL-8-Primer reverse 0,64
18s-Primer:Competimer: 3:7 1,6

Taq Polymerase 0,15

In die Reaktionsgefidfle wurden je 19,8 nl Mastermix vorgelegt, zu dem je 0,8 ul (40 ng cDNA)

Probe pipettiert wurden.

PCR-Programm

Der Eppendorf Gradient Cycler wurde fiir die semiquantitative IL-8 Multiplex PCR, wie in
Tabelle 23 angegeben, programmiert. Die optimale Annealingtemperatur wurde zuvor
mittels eines Temperaturgradienten von 10 °C im Bereich der erwarteten

Annealingtemperatur ermittelt.

Tabelle 23: PCR-Programm zur Durchfiihrung der semiquantitativen IL-8 Multiplex PCR

Temperatur (°C) Dauer (s) Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 94 120 1
Denaturierung 94 15
Annealing 61 15 28
Elongation 72 30
Finale Elongation 72 30 1

Gelelektrophorese

Zur Auftrennung der Amplifikate wurde ein 1.5 %-iges Agarosegel gegossen. Als Pulffer
diente 1 x TBE (vgl. Tabelle 20).

8 ul des Amplifikats wurden mit je 2 pl Blaupuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen. An
jedem rechten und linken Rand des Gels wurde je ein 100 bp-DNA Langenmarker
aufgetragen. Die Elektrophorese lief bei 145 V, 300 mA fiir eine Stunde. Anschlieffend wurde
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das Gel fiir 30 Minuten in 400 ml Farbelosung (10 pg Ethidiumbromid/100 ml TBE-Puffer)
im Dunkeln angefdarbt, dann kurz in 1xTBE-Puffer entfarbt und die mittels UV-Licht
sichtbaren Banden fotografiert.

Die Auswertung der Leuchtintensitdt der Banden auf den Gelbildern erfolgte mit Hilfe der

Sofware: TINA 2.0g.

Quantitative PCR
Die Zusammensetzung des Mastermixes fiir die IL-8 und die 185-Real-Time-PCR ist Tabelle
24 und Tabelle 25 zu entnehmen.

Tabelle 24 : Zusammensetzung eines Mastermixes fiir einen Ansatz von 25 pl zur Messung der mittels
Reverser-Transkription umgeschriebenen IL-8 cDNA in der Real-Time-PCR

Reagenzien Menge
(ul/Probe)
Mastermix iQ Supermix von biorad 12,5
Forward Primer 0,8
Reverse Primer 0,8
PCR Wasser 59

Tabelle 25: Zusammensetzung eines Mastermixes fiir einen Ansatz von 25 ul zur Messung der mittels
Reverser-Transkription umgeschriebenen 18 S cDNA in der Real-Time-PCR

Reagenzien Menge
(ul/Probe)

Mastermix iQ Supermix von biorad 12,5

Ambion QuantumRNA™ C(Classic II 185 Internal Standard 1

Primermischung

PCR Wasser 6,5

In die beiden Real-Time PCRs wurden je 5 pl cDNA mit einer Konzentration von 10 ng/ul

eingesetzt.
PCR-Programm

Der i-Cycler wurde sowohl fiir die IL-8- als auch fiir die 185-PCR, wie inTabelle 26,

angegeben programmiert.
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Tabelle 26: PCR Protokoll fiir IL-8- und 185-PCR

Tentlggatur ](Dnifrf; Zyklenzahl
Preheating 95 3:00 1
Denaturation 95 0:30
Annealing 61 0:30 40
Elongation 72 0:30
Melting curve 65 0:10 60

Die Temperatur steigt um je 0,5 °C.

Die Auswertung der Real-Time-PCR erfolgte anhand der in jeder PCR im Doppelansatz
mitgefiihrten dekadischen Verdiinnungsreihe. Die daraus berechneten Konzentrationen an
IL-8 RNA wurden auf die aus der Standardverdiinnungsreihe berechneten Konzentrationen
fir 185 RNA bezogen, so dass das Verhiltnis von IL-8 zu 18S korrigiert durch die

Konzentrationsberechnung iiber den Standard als Vergleichsgrundlage diente.

3.2.7 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte (MW) von n Stichproben mit der
Standardabweichung (SD) oder dem Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. Die
statistische Auswertung der Daten wurde mit der Software STATISTICA 6.0 (StatSoft Inc,
Tulsa, USA) durchgefiihrt. Als Signifikanzniveau wurde p< 0,05 festgelegt.

Der Vergleich unabhingiger Stichproben in Gruppen erfolgte mit Hilfe des student’s t-test.
Zur Auswertung von drei oder mehr Gruppen wurde eine ANOVA-Varianzanalyse
durchgefiihrt. Zur Uberpriifung der Voraussetzungen wurden die Daten mit Hilfe des
Kolmogoroff-Smirnoff-Tests auf Normalverteilung und mit dem Bartlett-Test auf die
Homogenitdt der Varianzen {iiberpriift. Daten die diese Voraussetzungen nicht erfiillten
wurden transformiert. Ergaben sich in der Varianzanalyse signifikante Unterschiede wurde
anschliessend ein Post hoc Test Verfahren durchgefiihrt und mit dem Tukeys Honest-

Significant-Difference-Test ein multiper Mittelwertsvergleich durchgefiihrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Adaptation der Enterozyten und Leukozyten in Kokultur

vor der Stimulation

Zur Optimierung der Methode der Kokultivierung von Enterozyten (CaCo-2-Zellen) und
Leukozyten wurde eine 24-stiindige Adaptationsphase der Leukozyten an die Gegenwart
der Enterozyten, vor der Stimulation, im Vergleich zu einer Stimulation sofort nach der

basolateralen Zugabe der PBMCs erprobt.

4.1.1 Kontrolle der Integritdt der Zellschicht im Verlauf des Versuchs

Zur Kontrolle der Integritdt der Zellschicht wurde die Differenz der TEER-Werte, sowie die

Permeabilitdt von Fluorescein-Dextran durch die CaCo-2-Zellschicht herangezogen.

Die unstimulierten Kontrollen wiesen dabei keine statistisch signifikanten Unterschiede in
den TEER-Differenzen auf, wihrend die mit E. coli K12 stimulierten Versuchsansitze
signifikant hohere TEER-Differenzen (vor und nach der Stimulation) bei 24 h verzogerter

Stimulation zeigen (vgl. Tabelle 27, Abbildung 12).

Tabelle 27: TEER-Differenzen (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD)) zwischen den
TEER-Werten vor und nach 72-stiindiger apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml E. coli K12 sowie

ohne Stimulans bei sofortiger bzw. 24 h verzdgerter Stimulation nach basolateraler Zugabe der
PBMCs.

ohne Stimulans E. coli K12
P p
MW £ SD (N) students MW £ SD (N) students
t-Test t-Test
- + _ +
sofort 72 £167 (12) 0,0997 121 £177 (18) 0,017
24h verzogert 36 £ 142 (12) -0 £115(18)
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Abbildung 12: TEER-Differenzen (Mittelwerte und Standardfehler) zwischen den TEER-Werten vor
und nach 72-stiindiger apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml E. coli K12 sowie ohne Stimulans bei
sofortiger bzw. 24 h verzdgerter Stimulation nach basolateraler Zugabe der PBMCs. Mit
unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnete Sdulen unterscheiden sich signifikant.

Die Messung der Permeabilitit des Fluorescein-markierten Dextrans im basolateralen
Medium bestehen weder bei den Kontrollen noch bei den mit E. coli K12 stimulierten
Versuchsansitzen signifikante Unterschiede zwischen sofort und verzogert stimulierten

Zellen (vgl. Tabelle 27).

Tabelle 28: Prozentuale Permeabilitit (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD)) von
Fluorescein-markiertem Dextran durch die CaCo-2 -Monolayer nach 72-stiindiger apikaler
Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml E. coli K12 sowie ohne Stimulans bei sofortiger bzw. 24 h verzogerter
Stimulation nach basolateraler Zugabe der PBMCs.

ohne Stimulans E. coli K12
P P
MW + SD (N) students t- MW £ SD (N) students t-
Test Test
fort + +
SO1or ) 1,91 x 0,35 (12) 0,507 2/97 - 0/56 (18) 0’323
24h verzogert 2,01+0,37 (12) 2,88 +0,69 (18)

4.1.2 Zytokinkonzentrationen im basolateralen Kompartiment

Zum Vergleich der durch das Stimulans ausgelosten Zytokinantwort wurden nach 12 h
TNF-a, nach 24 h IL-8 und IL-6, sowie nach 72 h IL-10 und IFN-y mittels ELISA im
basolateralen Medium gemessen. Die Zeitpunkte der Probenahme basierten auf der zuvor

im Kokultur-Modell erfassten Kinetik der Zytokinkonzentrationen (Parlesak et al., 2004)
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TNF-a
Die basolateralen TNF-a Konzentrationen sind nach 12 h Inkubation sowohl bei den

Kontrollen als auch bei den mit E. coli K12 stimulierten Versuchsansdtzen bei sofortiger
Stimulation signifikant hoher als bei verzogerter Stimulation. Die 24 h verzogert stimulierten
Versuchsansidtze (vgl. Tabelle 29, Abbildung 13) weisen damit eine signifikante

Verringerung ihrer Stimulationsfahigkeit zur Produktion von TNF-a auf.

Tabelle 29: TNF-a-Konzentrationen (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD)) nach 12-
stiindiger apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml E. coli K12 bzw. ohne Stimulans bei sofortiger bzw.
24 h verzogerter Stimulation nach basolateraler Zugabe der PBMCs; gemessen mittels ELISA im

basolateralen Komptariment des Kokulturmodell.

ohne Stimulans E. coli K12
P P
MW + SD (N) students t- MW £ SD (N) students t-
Test Test
sofort + +
) 33+20(12) 0,009 1166 + 832 (18) 0,042
24h verzogert 15+ 11 (12) 590 £503 (18)
é 60 ;:E\ 2000
51500
o | a =
< s B - 1000 |
u—— | —
= 20 : 500
E 0+ E o |
= ohne Stimulation E. coli K12
msofort  O24h verzogert W sofort @ 24h verzogert

Abbildung 13: TNF-a-Konzentrationen (Mittelwerte und Standardfehler) nach 12-stiindiger apikaler
Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml E. coli K12 bzw. ohne Stimulans bei sofortiger bzw. 24 h verzogerter
Stimulation nach basolateraler Zugabe der PBMCs; gemessen mittels ELISA im basolateralen
Komptariment des Kokulturmodell. Mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnete Siulen

unterscheiden sich signifikant.

IL-8 und IL-6
Nach 24 h Stimulation bestehen keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der IL-8-

Konzentration bei den Kontrollansdtzen. Dagegen haben die sofort mit E. coli K12
stimulierten Versuchsansitze signifikant hoherer IL-8-Konzentrationen zur Folge (vgl.
Tabelle 30, Abbildung 14), als die verzogert stimulierten Kokulturmodellansitze. Signifikant

niederere IL-6-Konzentrationen nach 24 h Inkubation waren auch bei den 24 h verzogert mit
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E. coli K12 (vgl. Tabelle 30, Abbildung 14) stimulierten Versuchsbedingungen zu messen. Die
Kontrollansédtze unterscheiden sich jedoch im Bezug auf die IL-6-Konzentrationen nach 24 h

Inkubation nicht.

Tabelle 30: IL-8- und IL-6-Konzentrationen (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD))
nach 24-stiindiger apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml E. coli K12 bzw. ohne Stimulans bei
sofortiger bzw. 24 h verzogerter Stimulation nach basolateraler Zugabe der PBMCs; gemessen mittels
ELISA im basolateralen Komptariment des Kokulturmodell.

ohne Stimulans E. coli K12
p P
MW £ SD (N) students MW £ SD (N) students
t-test t-test
Sofort 28 +29 (12 +
IL-8inng/ml o +29(12) 0,676 100£75(18) 0,050
24h verzogert 331+34(12) 47 +43 (18)
Sofort 63 +56 (12 15055 + 7288 (18
IL-6inpg/ml o (12) 0,896 (18) 0,005
24h verzigert 66 + 42 (12) 4035 + 3476 (18)
150000 20000
= a Z 15000 |
Z 100000 - =
& b ;c‘: 10000 |
50000 -
; § 5000 -
0 0
E. coli K12 E. coli K12

m sofort O 24h verzogert W sofort [0 24h verzogert

Abbildung 14: IL-8- und IL-6-Konzentrationen (Mittelwerte und Standardfehler) nach 24-stiindiger
apikaler Stimulation mit 1 x 10”7 KBE/ml E. coli K12 bei sofortiger bzw. 24 h verzogerter Stimulation
nach basolateraler Zugabe der PBMCs; gemessen mittels ELISA im basolateralen Komptariment des
Kokulturmodell. Mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnete Sdulen unterscheiden sich
signifikant.

IL-10 und IFN-y

IL-10 und IFN-y wurden nach einer Inkubationszeit von 72 h gemessen. Dabei war zwar fiir
IL-10 wie bei den anderen Zytokinen ein Trend bei den mit E. coli K12 stimulierten
Kokulturmodellansdtzen zu einer geringeren Zytokinsekretion bei verzogerter Stimulation
erkennbar, jedoch waren die gemessenen Unterschiede im student’s t-test nicht signifikant
(vgl. Tabelle 31). Ohne Stimulation war kein Unterschied sowohl in den IL-10-, als auch den
IFN-y-Konzentration zu messen. Auch die mit E. coli K12 stimulierten Ansétze unterschieden

sich nicht signifikant in ihren basolateralen IFN-y-Konzentrationen.
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Tabelle 31: IL-10- und IFN-y-Konzentrationen (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD))
nach 72-stiindiger apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml E. coli K12 bzw. ohne Stimulans bei
sofortiger bzw. 24 h verzdgerter Stimulation nach basolateraler Zugabe der PBMCs; gemessen mittels
ELISA im basolateralen Komptariment des Kokulturmodell.

ohne Stimulans E. coli K12
p p
MW £ SD (N) students MW £ SD (N) students
t-test t-test
+ +
IL 10 in pg/ml Sofort 4+2(12) 0735 176 + 159 (18) 0,058
24h verzogert 4+2(12) 72492 (18)
) sofort 5+2(12) 594 + 857 (18)
IF 1 0,995 0,589
Nyinpg/ml 1 verzogert 5+3(12) 337 + 434 (18)
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4.2 Stimulationspotentiale probiotischer und kommensaler

Bakterien in Enterozyten-Leukozyten-Kokulturen

421 Integritat der CaCo-2-Zellmonolayer

Zur Kontrolle der Integritit der CaCo-2 Zellmonolayer wurden die TEER-Werte bei
Inkubationsbeginn und —ende gemessen und daraus die TEER-Differenz errechet. Des
weiteren wurde die Konzentration des apikal zugesetzten Fluorescein-markierten Dextrans

im basolateralen Medium gemessen.

Die TEER-Differenzen nach 4 h Versuchsdauer unterscheiden sich nicht signifikant. Nach
12 h sowie 72 h Versuchsdauer sind Unterschiede messbar (vgl. Tabelle 32). Jedoch sind die
mittels Tukey’s Post hoc Test ermittelten Signifikanzniveaus statistisch inhomogen (vgl.

Tabelle 33).

Tabelle 32: TEER-Differenzen (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD)) zwischen den
TEER-Werten vor und nach 4-, 12- und 72-stlindiger apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml
verschiedener probiotischer, kommensaler oder lebensmittelorigindrer Bakterien sowie der Kontrolle

(ohne Stimulation).

4h 12h 72h
mwespny PO | Mwesom PO Mwespeo PO
Kontrolle 15+ 27 (42) 27 +29 (42) 37 +32 (42)
Lb. c. shirota 14+ 17 (18) 16+21 (18) 39 +41 (18)
ébc rhamnosus |15 4 40 (18) 26 + 36 (18) 48437 (18)
Lb. johnsonii 30+ 36 (18) 28 + 25 (18) 59 + 31 (18)
Lb. acidophilus 21+32(18) 44+ 40 (18) 44 +39 (18)
Lb. sakei 5+14(12) 0008 g+15(12) <0001 | 5544510 0001
B. bifidum 3411 (12) 846(12) 4+16 (12)
E. coli K12 22 +47 (42) 1430 (42) 11437 (42)
B. vulgatus 20+ 16 (12) 24+20 (12) 65 +27 (12)
B. 0. MPK 34+19 (12) 17+ 15 (12) 58 + 53 (12)
E. faecalis 0422 (12) 10411 (12) 13413 (12)
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Tabelle 33: Signifikanzniveaus (Tukey’s Honest-Significant-Difference-Test (HSD-post-hoc-Test)) der
TEER-Differenzen zwischen den TEER-Werten vor und nach 12- und 72-stiindiger apikaler

Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml verschiedener probiotischer, kommensaler oder
lebensmittelorigindrer Bakterien sowie der Kontrolle (ohne Stimulation).
p Tukey’s (12 h) p Tukey’s (72 h)
Q

S N Q ‘g ! é =

o g S = o 3 s = =

Y% 0§ S| ¥ & i 3 &g F 3

3 3 £, g = S S 3 = £ g

S < = = 8 § 2 ISy So = =

& = e H u B = o S e &

S o

Kontrolle 0.001 0.563 0.006 0.002 | 0.032 0989 0501 0367 0751 0.133 0.664
Lb. c. shirota 0.696 1.000 0.439 0305 | 0.158 0999 0.837 0.677 0928 0215 0.727
Lb. rhamnosus GG | 0.035 0.763  0.033  0.016 | 0.009 - 0998 0977 1.000 0.030 0.251
Lb. johnsonii 0.017 0.654 0.019  0.009 | <0,001 0.998 1.000 1.000 0.001 0.028
Lb. acidophilus <0,001 0.015 <0,001 <0,001 | 0.044 1.000 0.968 0.878 0.989 0.090 0.480
Lb. sakei 0.999 0951 0.892 | 0.778 0978 0.612 0451 0.761 0.685 0.979
B. bifidum 0.997 0951 1.000 | 1.000 0.030 0.001 0.001 0.007 - 1.000
E. coli K12 0999 0.997 0.985 - 0.009 <0,001 <0,001 0.002 1.000 1.000
B. vulgatus 0255 0937 0145 0.089 |<0,000 0.977 1.000 1.000  0.001  0.019
B. vulgatus MPK 0769 0999 0492 0363 | 0.002 1.000 1.000 1.000 - 0.007  0.078
E. faecalis 0985 0.892 1.000 1.000 0251 0.028 0.019 0.078 1.000 -

Fluorescein-markiertes Dextran permeierte nach 4 h in kaum messbaren Mengen durch die
Zellmonolayer (Tabelle 34). Nach einer Inkubationszeit von 12 h waren die Permeabilitdten
bei beiden Bacteroides spp. und Lb. sakei im Tukey’s Posthoc Test im Vergleich zu allen
anderen Bakterien und der Kontrolle signifikant erhoht. Ebenfalls signifikant erhoht waren
nach 72 h die beiden Bacteroides spp. und Lb. sakei gegeniiber den Stimulationen mit allen

andern verwendeten Bakterien mit Ausnahme des E. coli K12 (vgl. Tabelle 35, Abbildung 15).

Tabelle 34: Prozentuale Permeabilitit (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD)) von
Fluorescein-markiertem Dextran durch die CaCo-2 -Monolayer nach 4-, 12- und 72-stiindiger
Inkubation bei apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml verschiedener probiotischer, kommensaler
oder lebensmitteloriginédrer Bakterien sowie der Kontrolle (ohne Stimulation).

4h 12h 72h
mw+spony PO | Mwespew (PO o mwespeo (PO
Kontrolle 0,03 +0,12 (42) 0,07 +0,33 (54) 3,70 + 7,42 (42)
Lb. . shirota 0,00 +0,00 (18) 0,00 +0,00 (26) 0,77 £0,75 (18)
Lb. thamnosus GG | 0,00 40,00 (18) 0,00 +0,00 (29) 0,85 + 0,74 (18)
Lb. johnsonii 0,00 +0,00 (18) 0,00 +0,00 (29) 0,92+ 0,79 (18)
Lb. acidophilus 0,00 +0,00 (18) 0,00 +0,00 (27) 0,60 £0,62 (18)
Lb. sakei 0004001 (12) 0375 | 1,03+1,00(12)  <0,001 | 7,75+1,90(12)  <0,001
B. bifidum 0,00 +0,00 (12) 0,00 +0,00 (12) 2,35 46,22 (12)
E. coli K12 0,01 +0,05 (42) 0,05 +0,28 (55) 424 +4,13 (42)
B. vulgatus 0,00 +0,00 (12) 0,97 +0,83 (12) 8,45 +3,50 (12)
B. 0. MPK 0,00 +0,00 (12) 0,99 +0,83 (12) 713 +1,35 (12)
E. faecalis 0,00 +0,00 (12) 0,00 +0,00 (12) 0,49 +1,34 (12)
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Tabelle 35: Signifikanzniveaus (Tukey’s Honest-Significant-Difference-Test (HSD-post-hoc-Test) der
prozentualen Permeabilitidt von Fluorescein-markiertem Dextran durch die CaCo-2 -Monolayer nach
4-, 12- und 72-stiindiger Inkubation bei apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml verschiedener
probiotischer, kommensaler oder lebensmittelorigindrer Bakterien sowie die Kontrolle (ohne
Stimulation).

p Tukey (12 h) p Tukey (72 h)
B.vulgatus  B.vulgatus MPK  Lb. sakei | B.vulgatus  B.vulgatus MPK  Lb. sakei
Kontrolle <0,001 <0,001 <0,001 0,024 0,311 0,111
Lb. acidophilus <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,002 <0,001
Lb. c. shirota <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,003 <0,001
Lb. rhamnosus. GG <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,003 0,001
Lb. johnsonii <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,004 0,001
Lb. sakei 1,000 1,000 - 1,000 1,000 -
B. bifidum <0,001 <0,001 <0,001 0,017 0,164 0,062
E. coli K12 <0,001 <0,001 <0,001 0,081 0,581 0,277
B. vulgatus - 1,000 1,000 - 1,000 1,000
B. v. MPK 1,000 - 1,000 1,000 - 1,000
E. faecalis <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,005 0,001
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Abbildung 15: Prozentuale Permeabilitit (Mittelwerte und Standardfehler) von Fluorescein-
markiertem Dextran durch die CaCo-2 -Monolayer nach 12- und 72-stiindiger Inkubation bei apikaler
Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml verschiedener probiotischer, kommensaler oder
lebensmittelorigindrer Bakterien sowie der Kontrolle (ohne Stimulation). Mit unterschiedlichen
Buchstaben gekennzeichnete Saulen unterscheiden sich signifikant.
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Trotz der erhohten Permeabilitdt von Fluorescein-Dextran bei Stimulation mit Lb. sakei, B.
vulgatus und B. vulgatus MPK waren die Unterschiede in den TEER-Differenzen bei diesen

Versuchsbedingungen nicht signifikant erhoht.

4.2.2 Zytokinkonzentrationen im basolateralen Kompartiment

Zur Beurteilung des probiotischen Potentials der verschiedenen eingesetzten Bakterien

werden die Zytokine TNF-a, IL-8, IL-6, IL-10 sowie IFN-y mittels ELISA gemessen.

TNF-a

Die Konzentration von TNF-a war nach einem Stimulationszeitraum von 4 h, genauso wie
12 h, nach Zusatz von 1x107 KBE E. coli K12 (p<0,001) hoch signifikant zu allen anderen
Versuchsbedingungen erhoht. Nach einer Inkubationszeit von 12 h waren die TNF-a -
Konzentrationen der mit Lb. johnsonii stimulierten Versuchsansétze im Vergleich zu den mit
Lb. acidophilus und B. vulgatus MPK stimulierten Versuchsbedingungen hoch signifikant
geringer. Im Vergleich zur Kontrolle und dem mit B. vulgatus stimulierten Versuchsansétzen
wurde eine signifikant geringere TNF-a Konzentration im basolateralen Kompartiment als
bei den mit Lb. johnsonii stimulierten Versuchsansdtzen gemessen. Aufierdem war die TNF-
a-Konzentration im basolateralen Kompartiment bei Stimulation mit Lb. johnsonii signifikant
geringer als bei der Kontrolle. Ebenfalls niedrigere TNF-a-Konzentrationen hat eine
Stimulation mit B. bifidum im Vergleich zu einer Stimulation mit B. vulgatus MPK zur Folge.
Dartiber hinaus fiihrt die Stimulation mit E. faecalis zu hoch signifikant geringeren TNF-a-
Konzentrationen gegeniiber Lb. acidophilus, sowie B. wvulgatus MPK und signifikant
geringeren Konzentrationen durch Stimulation mit B. vulgatus (vgl. Tabelle 36 und Tabelle

37, Abbildung 16).
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Tabelle 36: TNF-a-Konzentrationen (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD)) nach 4- und
12-stiindiger Inkubation bei apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml verschiedener probiotischer,
kommensaler oder lebensmittelorigindrer Bakterien gemessen mittels ELISA im basolateralen
Komptariment des Kokulturmodell.

TNF-a (4 h) TNF-a (12 h)
MW £ SD (N) p MW £ SD (N) p
in pg/ml ANOVA in pg/ml ANOVA
Kontrolle 11£8 (42) 20+17 (84)
Lb. c. shirota 12+9(18) 21 £20 (36)
Lb. rhamnosus GG 23 +42 (18) 22 +22 (36)
Lb. johnsonii 10+ 8 (18) 11 +11 (36)
Lb. acidophilus 11+6 (18) 59 +208 (36)
Lb. sakei 715(12) <0,001 20 £26 (24) <0,001
B. bifidum 9+5(12) 19 +39 (24)
E. coli K12 186 + 285 (42) 3491 + 3445 (84)
B. vulgatus 9+5(12) 27 £17 (24)
B. v. MPK 9+5(12) 28 £13 (24)
E. faecalis 12+7(12) 1019 (24)

Tabelle 37: Signifikanzniveaus (Tukey’s Honest-Significant-Difference-Test (HSD-post-hoc-Test) der
TNF-a-Konzentrationen im basolateralen Medium nach 12-stiindiger Inkubation bei apikaler
Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml verschiedener probiotischer, kommensaler oder
lebensmittelorigindrer Bakterien sowie die Kontrolle (ohne Stimulation).

Tukey) 12 h Lb. Lb. c. Lb. rthamnosus E. coli E.
Pl Y acidophilus shirota GG K12 B. vulgatus B.o. MPK faecalis
Kontrolle 0,002 0,416 0,554 <0,001 0,643 0,722 0,111
Lb. c. shirota 0,931 1,000 <0,001 0,019 0,026 0,001
Lb. rhamnosus GG 0,871 1,000 <0,001 0,030 0,042 0,001
Lb. johnsonii 0,002 0,197 0,280 <0,001 0,991 0,996 0,705
Lb. acidophilus 0,931 0,871 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Lb. sakei <0,001 0,001 0,001 <0,001 1,000 0,999
B. bifidum 0,001 0,068 0,102 <0,001 1,000 1,000 0,990
E. coli K12 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
B. vulgatus <0,001 0,019 0,030 <0,001 1,000 1,000
B. v. MPK <0,001 0,026 0,042 <0,001 1,000 0,999
E. faecalis <0,001 0,009 0,015 <0,001 1,000 1,000 1,000
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Abbildung 16: TNF-a-Konzentrationen (Mittelwerte und Standardfehler) nach 12-stiindiger
Inkubation bei apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml verschiedener probiotischer, kommensaler
oder lebensmittelorigindrer Bakterien, gemessen mittels ELISA im basolateralen Komptariment des
Kokulturmodell

IL-8

Die Messung von IL-8 in basolateralen Medienproben aus dem, mit verschiedenen Bakterien
stimulierten Kokulturmodell, ergab nach einer 4-stiindigen Inkubationszeit einen
Unterschied in der ANOVA Varianzanalyse. Beim multiplen Mittelwertvergleich konnten
jedoch keine Unterschiede zwischen den verschiedenen mit kommensalen und probiotischen
Bakterien stimulierten Kokulturansidtzen ermittelt werden. Einzig zu den mit E. coli K12
stimulierten Versuchsansdtzen unterscheiden sich die mit allen anderen Bakterien
stimulierten Versuchsansitze bzw. die Negativkontrolle sowohl nach 12 h, wie auch nach
24 h Inkubation hoch signifikant (p<0,001). Dabei sind die Versuchsansitze, die mit
E. coli K12 stimuliert wurden gegeniiber den anderen Versuchsbedingungen deutlich erhoht
(vgl.Tabelle 38, Abbildung 17). Des weiteren waren nach 12 h im Einzelgruppenvergleich mit
Tukey’s die IL-8-Konzentrationen der mit Lb. acidophilus stimulierten Versuchsansitze
gegeniiber den mit B. woulgatus MPK, B. bifidum, sowie E. faecalis stimulierten
Versuchsansitzen hoch signifikant (p<0,001) erhoht. Signifikant niederer als bei Stimulation
mit Lb. acidophilus sind die mit B. vulgatus (p=0.003) stimulierten Kokulturmodellansitzen
bzw. die Kontrolle (p=0,010). Des weiteren ist die IL-8-Konzentration im basolateralen
Medium bei Stimulation mit Lb. c. shirota signifikant bzw. hoch signifikant hoher als bei
Stimulation mit B. vulgatus MPK (p=0.030), E. faecalis (p=0.026) bzw. B. bifidum (p=0.001).
Ebenfalls signifikant hoher ist die IL-8-Konzentration bei Stimulation mit Lb. rhamnosus GG

als mit B. bifidum (p=0.003).
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Tabelle 38: IL-8-Konzentrationen (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD)) nach 4-, 12-
und 24-stiindiger Inkubation bei apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml verschiedener probiotischer,
kommensaler oder lebensmittelorigindrer Bakterien gemessen mittels ELISA im basolateralen

Komptariment des Kokulturmodell.

4h 12h 24 h
MW £ SD (N) p MW £ SD (N) p MW £ SD (N) p
inng/ml ANOVA inng/ml ANOVA inng/ml ANOVA
Kontrolle 6+ 5 (42) 31 + 27 (76) 30 +34 (42)
Lb. c. shirota 8+7(18) 42 +33 (30) 31+32 (18)
Lb. rhamnosus GG 9+7(18) 38 27 (30) 34 +35 (18)
Lb. johnsonii 7+6(18) 32 +24 (30) 30 +34 (18)
Lb. acidophilus 7+5(18) 55 + 40 (29) 46 +51 (18)
Lb. sakei 4+3(12) 0,046 24 +16 (24) <0,001 26 +21 (12) <0,001
B. bifidum 4+3(12) 14+9 (24) 16+6(12)
E. coli K12 10+ 11 (42) 225 + 249 (78) 259 + 158 (42)
B. vulgatus 4+3(12) 22 +16 (24) 24 +14 (12)
B. v. MPK 4+2(12) 19 + 16 (24) 21+8(12)
E. faecalis 5+4(12) 18417 (24) 16+8(12)
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Abbildung 17: IL-8-Konzentrationen (Mittelwerte und Standardfehler) nach 12-sttindiger Inkubation
bei apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml verschiedener probiotischer, kommensaler oder
lebensmittelorigindrer Bakterien gemessen mittels ELISA im basolateralen Komptariment des
Kokulturmodell.

IL-6, IL-10 und IFN-y

Auch bei der Messung von IL-6, IL-10 und IFN-y sind die jeweiligen Zytokinkonzentrationen
der mit E. coli K12 stimulierten Versuchsansdtze im Vergleich zu allen anderen
Versuchsbedingungen hoch signifikant erhcht (p<0,001) (vgl. Tabelle 39, Abbildung 18).
Signifikant erhcht war die basolaterale IL-6-Konzentration ausserdem bei Stimulation mit Lb.
acidophilus (p=0,018) bzw. Lb. rhamnosus GG (p=0,021) im Vergleich zu E. faecalis. Ebenfalls
signifikant hoher als bei Stimulation mit B. bifidum war die basolaterale IFN-y-Konzentration

bei Stimulation mit Lb. rhamnosus GG (p=0,032) im Kokulturmodell.
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Tabelle 39: IL-6-, IL-10-und IFN-y-Konzentrationen (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen
(SD)) nach 12- (IL-6) und 24-stiindiger (IL-10, IFN-y) Inkubation bei apikaler Stimulation mit 1 x 107
KBE/ml verschiedener probiotischer, kommensaler oder lebensmittelorigindrer Bakterien gemessen
mittels ELISA im basolateralen Komptariment des Kokulturmodell.

IL-6 (24 h) IL-10 (72 h) IFN-y (72 h)
MW £ SD (N) p |MWSDN) p |MW#SD(N) p
in pg/ml ANOVA in pg/ml ANOVA in pg/ml ANOVA
Kontrolle 119 + 143 (40) 4+ 3 (42) 514 (42)
Lb. c. shirota 147 + 128 (18) 4+3(18) 7+3(18)
Lb. thamn. GG 178 + 140 (18) 6+3(18) 8+4(18)
Lb. johnsonii 173 + 260 (18) 66 (18) 4+2(18)
Lb. acidophilus 205 + 247 (18) 4+3(18) 6+2(18)
Lb. sakei 978 + 106 (12) <0,001 5+3(12) <0,001 62 (12) <0,001
B. bifidum 31 £8(10) 6+3(12) 2+1(12)
E. coli K12 41109 + 26350 (42) 414 + 235 (42) 228 + 8 (41)
B. vulgatus 74 + 94 (12) 5+4(12) 4+3(12)
B.vulgatus MPK 59 + 62 (12) 7+13(12) 4+2(12)
E. faecalis 27118 (12) 6+3(12) 3+1(12)
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Abbildung 18: IL-6-, IL-10-und IFN-y-Konzentrationen (Mittelwerte und Standardfehler) nach 12- (IL-
6) und 24-stiindiger (IL-10, IFN-y) Inkubation bei apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml
verschiedener probiotischer, kommensaler oder lebensmittelorigindrer Bakterien gemessen mittels
ELISA im basolateralen Komptariment des Kokulturmodell. Mit unterschiedlichen Buchstaben
gekennzeichnete Saulen unterscheiden sich signifikant.

IL-8-mRNA Expression

Um festzustellen, ob die von den Bakterien ausgehende Aktivierung primdr von den
Enterozyten oder den Leukozyten ausgeht, wurde eine quantitative RT real-time-PCR fiir die
Expression von IL-8 RNA durchgefiihrt. Als Housekeeping Gen diente 185-RNA.

In der RNA von CaCo-2-Zellen konnten nach 4 h Inkubationszeit keine Verdnderungen in
der Expression von IL-8/18S in den mit verschiedenen Bakterien stimulierten
Kokulturversuchsansidtzen gemessen werden. Jedoch war in der RNA der PBMCs bereits
eine verstiarkte Expression von IL-8/18S in den mit E. coli K12 und Lb. acidophilus
stimulierten Kokulturmodellansidtzen zu messen. Im multiplen Mittelwertsvergleich mittels
Tukey’s Honest-Significant-Difference-Test konnte die hoch signifikant verstarkte IL-8/18S
mRNA Exression durch Stimulation mit E. coli K12 (p=0,002) und Lb. acidophilus (p=0,001
gegeniiber den mit B. woulgatus stimulierten Versuchsansdtzen bestdtigt werden.
Bemerkenswert ist jedoch, dass die IL-8/185 mRNA Expression in PBMC’ im Vergleich zu
CaCo-2-Zellen im unstimulierten Kokulturmodell um das ca. 5-fache erhoht ist. Je nach
Versuchsbedingung ist die IL-8/185 mRNA Expression dann um das bis zu 2000-fache in
PBMC’ hoher als in CaCo-2-Zellen.
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Tabelle 40: Quotient der IL-8/185-mRNA in CaCo-2-Zellen und PBMC’ (Mittelwerte (MW) und
Standardabweichungen (SD)) nach 4-stiindiger Inkubation bei apikaler Stimulation mit 1 x 107
KBE/ml verschiedener probiotischer, kommensaler oder lebensmittelorigindrer Bakterien im
Kokulturmodell. Die Messung erfolgte mittels RT-real-time-PCR.

CaCo-2 PBMC
IL-8/18S mRNA TL-8/185 mRNA
MW = SD (N) ANDVA MW = SD (N) ANDVA
Kontrolle 1,631 + 6,085 (14) 8,601 + 9,149 (14)
Lb. rhamnosus GG 0,011 + 0,011 (6) 10,043 + 5,076 (6)
Lb. acidophilus 0,007 + 0,006 (6) 18,947 + 6,965 (5)
Lb. sakei 0,005 + 0,008 (8) 5,993 + 2,509 (8)
B. bifidum 0,002 + 0,002 (8) 0,123 7,943 + 3,793 (7) 0,001
E. coli K12 0,021 + 0,019 (14) 17,587 + 17,220 (14)
B. vulgatus 0,006 + 0,006 (8) 2,874+ 1,996 (8)
E. faecalis 0,011 + 0,030 (8) 8,851 + 8,014 (8)
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Abbildung 19: Quotient der IL-8/185-mRNA in (A) CaCo-2-Zellen und (B) PBMC’" (Mittelwerte und
Standardfehler) nach 4-stiindiger Inkubation bei apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml
verschiedener probiotischer, kommensaler oder lebensmittelorigindrer Bakterien im Kokulturmodell.
Die Messung erfolgte mittels RT-real-time-PCR. Der Einzelgruppenvergleich erfolgte mittels Tukey’s
Significant-Difference-Test an den logarithmierten Werten. Mit unterschiedlichen Buchstaben
gekennzeichnete Saulen unterscheiden sich signifikant.

Nach einer Inkubationszeit von 12 h war die Expression der IL-8/185 mRNA in den mit
E. coli K12 stimulierten Versuchsbedingungen sowohl in der RNA der CaCo-2-Zellen, als
auch in der RNA der PBMC erhoht. Im multiplen Mittelwertvergleich zeigen sich in der
mRNA aus CaCo-2-Zellen, eine hoch signifikante Erthohung der IL-8/185 mRNA Expression
in den mit E. coli K12 (p<0,001) stimulierten Versuchsansitzen im Vergleich zu samtlichen
anderen Versuchsbedingungen. Dagegen ist IL-8/185 mRNA aus den PBMC’ in den mit E.
coli K12 im Vergleich zu den mit Lb. sakei (p=0,021) stimulierten Versuchsansdtzen nur
signifikant erhoht und im Vergleich zu den mit B. vulgatus (p=0,007), B. bifidum (p<0,001)

und E. faecalis (p<0,001) stimulierten Versuchsansétzen hoch signifikant erhoht. Des weiteren

87



ERGEBNISSE

fithrt die Stimulation mit B. bifidum im Vergleich zu einer Stimulation mit Lb. acidophilus
(p=0,026) aber auch Lb. rhamnosus GG (p=0,008) zu einer geringeren IL-8/185 mRNA
Expression. Auch die IL-8/185 mRNA Expression induziert durch E. faecalis ist signifikant
niedrerer als die durch Stimulation mit Lb. rhamnosus GG (p=0,024) induzierte Expression.
Auch nach 12 h Inkubation fallt auf, dass die IL-8/185 mRINA Expression der Kontrolle in
PBMCs um das 700-fache hoher ist, als in den CaCo-2-Zellen. In den verschieden
Versuchsbedingungen ist die IL-8/18S mRNA Expression in PBMCs im Vergleich zu der
Expression in CaCo-2-Zellen ebenfalls wesentlich hoher.

Tabelle 41: Quotient der IL-8/185-mRNA in CaCo-2-Zellen und PBMC’" (Mittelwerte (MW) und
Standardabweichungen (SD)) nach 12-stiindiger Inkubation bei apikaler Stimulation mit 1 x 107

KBE/ml verschiedener probiotischer, kommensaler oder lebensmittelorigindrer Bakterien im
Kokulturmodell. Die Messung erfolgte mittels RT-real-time-PCR.

CaCo-2 PBMC
IL-8/18S mRNA IL-8/18S mRNA
p p
MW £ SD (N) ANOVA MW + SD (N) ANOVA
Kontrolle 0,038 £0,102 (18) 21,401 26,422 (18)
Lb. rhamnosus GG 0,011 £ 0,007 (9) 18,738 £ 10,193 (9)
Lb. acidophilus 0,010 £ 0,006 (9) 15,196 + 4,488 (8)
Lb. sakei 0,004 £ 0,003 (12) 30,379 + 56,786 (12)
B. bifidum 0,002 £ 0,005 (12) <0,001 3,660 £ 3,299 (12) <0,001
E. coli K12 1,496 + 3,174 (17) 113,097 £ 285,478 (16)
B. vulgatus 0,005 + 0,004 (12) 20,198 + 39,049 (12)
E. faecalis 0,002 £ 0,002 (12) 4,362 + 4,069 (12)
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Abbildung 20: Quotient der IL-8/185-mRNA in (A) CaCo-2-Zellen und (B) PBMC’ (Mittelwerte und
Standardfehler) nach 12-stiindiger Inkubation bei apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml
verschiedener probiotischer, kommensaler oder lebensmittelorigindrer Bakterien im Kokulturmodell.
Die Messung erfolgte mittels RT-real-time-PCR. Der Einzelgruppenvergleich erfolgte mittels Tukey’s
Significant-Difference-Test an den logarithmierten Werten. Mit unterschiedlichen Buchstaben
gekennzeichnete Sdulen unterscheiden sich signifikant.
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4.3 Der Einfluss des gram-negativen probiotischen E. coli
Nissle im Kokulturmodell im Vergleich zum nichtpatho-

genen E. coli K12 und dem enteropathogenen E. coli EPEC

43.1 Integritat der CaCo-2-Zellschicht

Zur Kontrolle der Integritit der CaCo-2-Zellschicht wurden auch hier Messungen der
Verdanderung des TEER im Verlauf des Versuchs, sowie Messungen der Permeabilitdt von

fluorescein-markiertem Dextran im basolateralen Kompartiment durchgefiihrt.

Nach 6 h Inkubationszeit konnten signifikant erhohte TEER-Differenzen aufgrund der
Stimulation mit E. coli Nissle im Vergleich zur Kontrolle und den mit E. coli K12 stimulierten
Versuchsansidtzen gemessen werden. Bei einer Inkubationszeit von 12 h waren die TEER-
Differenzen des Kontrollansatzes und des mit E. coli K12 versetzten Versuchsansitze
signifikant niederer als bei Stimulation mit EPEC. 72 h nach Versuchsbeginn waren die
TEER-Differenzen der mit E. coli Nissle (p=0,032) bzw. E. coli K12 (p=0,029) stimulierten
Versuchsansitze signifikant niederer als die der mit EPEC stimulierten Versuchsansitze
bzw. hochsignifikant niederer als die Kontrollansdtze (p=0,004).

Tabelle 42: TEER-Differenzen (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD)) zwischen den

TEER-Werten vor und nach 6-, 12-, 24- und 72-stiindiger apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml
verschiedener E. coli spp.sowie der Kontrolle (ohne Stimulation).

. . p
Zeitpunkt Stimulans MW SD N ANOVA
Kontrolle 4 104 16
E. coli Nissle 205 243 16
6h E. coli K12 13 231 16 0,014

EPEC 1206 172 16
Kontrolle -27 160 16
12h E. coli lesle 551 112 16 0,007
E. coli K12 -242 142 16
EPEC 136 165 16
Kontrolle 77 140 16
E. coli Nissl 2 14 1
ik cozN1sse 6 0 6 0,142
E. coli K12 -8 208 16
EPEC 131 173 16
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. . p
Zeitpunkt Stimulans MW SD N ANOVA
Kontrolle 189 142 16
7 h E. coli lesle 22 105 16 <0,001
E. coli K12 42 144 37
EPEC 155 129 16

Die Permeabilitdt von fluorescein-markiertem Dextran durch die CaCo-2-Zellmonolayer
schwankte je nach Zeitpunkt und Stimulationsbedingungen zwischen 0,9 und knapp 6 %.
Die mittels ANOVA errechneten Unterschiede beruhten beim Einzelgruppenvergleich der
Versuchsbedingungen mit Tukey’s Post hoc Test bei 6 h, 12 h und 24 h auf Unterschieden
zwischen den verschiedenen Stimulationsansdtzen und dem Kontrollansatz. Nach 72 h
Inkubation war die Permeabilitdt des Fluorescein markierten Dextrans bei Stimulation mit
E. coli K12 hoch signifikant hoher als bei den mit EPEC (p=0,008) stimulierten
Versuchsansatz bzw. den Negativkontrollen (p<0,001).

Tabelle 43: Prozentuale Permeabilitit (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD)) von
Fluorescein-markiertem Dextran durch die CaCo-2 -Monolayer nach 6-, 12-, 24- und 72-stiindiger
Inkubation bei apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml verschiedener E. coli spp. sowie der Kontrolle
(ohne Stimulation).

] . P
Zeitpunkt Stimulans MW SD N ANOVA
Kontrolle 1,94 1,05 8
6h E. coli lesle 0,9 0,43 8 <0,001
E. coli K12 0,9 0,2 8
EPEC 0,9 0,15 8
Kontrolle 1,93 0,18 8
2h E. coli N1ssle 1,2 0,35 8 <0,001
E. coli K12 1,0 0,3 8
EPEC 1,2 0,46 8
Kontrolle 2,71 0,81 8
i h E. coli N1ssle 1,6 0,91 8 0,024
E. coli K12 1,4 0,9 8
EPEC 1,4 0,95 8
Kontrolle 2,53 1,11 8
7 h E. coli lesle 43 1,08 8 <0,001
E. coli K12 5,9 1,9 24
EPEC 3,6 1,57 8
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4.3.2 Zytokinkonzentrationen im basolateralen Kompartiment

An Zytokinen wurden zum Vergleich der drei E. coli spp. TNF-a, nach 6 h, 12 h und 24 h
sowie IL-6, IL-8 und IL-10 nach 12 h, 24 h und 72 h basolateral mittels ELISA gemessen,
Dartiber hinaus wurde die Konzentration von IFN-y nach 72 h im basolateralen Medium

ebenfalls mittels ELISA bestimmt.

TNF-a

Im Einzelgruppenvergleich der E. coli mit Hilfe des Tukey’s Honest-Significant-Difference-
Test waren bei Stimulation mit EPEC hoch signifikant niederere TNF-a-Konzentrationen
gegeniiber den beiden anderen E. coli spp. (E. coli K12 (p(6h, 12h)<0,001) und dem
probiotischen E. coli Nissle (p(6h)=0,007, p(12h)<0,001)) zu messen.

Tabelle 44: TNF-a-Konzentrationen (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD)) nach 4- und
6-, 12- und 24-sttindiger Inkubation bei apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml verschiedener E. coli
spp. gemessen mittels ELISA im basolateralen Komptariment des Kokulturmodell.

Zeitpunkt Stimulans MW SD N AN(%V A
Kontrolle 16 12 19
6h E. coli Nissle 131 185 20
E. coli K12 156 311 42 0,001
EPEC 88 227 20
Kontrolle 22 18 20
Lh E. coli Nissle 447 208 20
E. coli K12 507 515 42 <0,001
EPEC 161 247 20
Kontrolle 12 9 20
ik E. coli Nissle 157 176 20
E. coli K12 293 406 42 <0,001
EPEC 72 105 20
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Abbildung 21: TNF-a-Konzentrationen (Mittelwerte und Standardfehler) nach 6-, 12- und 24-
stiindiger Inkubation bei apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml verschiedener E. coli spp., gemessen
mittels ELISA im basolateralen Komptariment des Kokulturmodell Mit unterschiedlichen Buchstaben
gekennzeichnete Saulen unterscheiden sich signifikant.

IL-8

Nach 12 h Inkubationszeit konnten in den mit E. coli Nissle stimulierten Versuchsansitzen
hoch signifikant hohere IL-8-Konzentrationen gemessen werden als bei Stimulation mit
EPEC (p=0,002). Dagegen war die IL-8-Konzentration im basolateralen Medium bei
Stimulation mit E. coli K12 nur signifikant hoher als bei Stimulation mit EPEC (p=0,047). 24 h
und 72 h nach Stimulation waren die durch EPEC Zugabe induzierten basolateralen IL-8-
Konzentrationen ebenfalls geringer als die durch die beiden anderen E. coli spp. (E. coli K12
(p(6h, 12h)<0,001) und dem probiotischen E. coli Nissle (p(24h)=0,004, p(72h)<0,001))

induzierte IL-8 Ausschiittung.

Tabelle 45: IL-8-Konzentrationen (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD)) nach 12-, 24-
und 72-sttindiger Inkubation bei apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml verschiedener E. coli spp.,
gemessen mittels ELISA im basolateralen Komptariment des Kokulturmodell.

Zeitpunkt Stimulans MW SD N AN(%V A
Kontrolle 23,9 24,4 20
12h E. coli Nissle 100,0 40,1 20
E. coli K12 80,3 42,6 42 0,002
EPEC 53,4 38,2 20
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Zeitpunkt Stimulans MW SD N ANDVA
Kontrolle 46,5 57,7 20
o4h E. coli Nissle 248,1 85,4 20
E. coli K12 272,0 122,9 42 <0,001
EPEC 133,9 93,7 20
Kontrolle 38,8 49 82 20
7 h E. coli Nissle 318,1 70,5 20
E. coli K12 325,3 140,3 41 <0,001
EPEC 131,2 79,5 20

IL 8 (ng/ml)

12h 24 h 72h

B E coliNissle BE. coliK12 0OFEPEC

Abbildung 22: IL-8-Konzentrationen (Mittelwerte und Standardfehler) nach 12-, 24- und 72-sttindiger
Inkubation bei apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml E. coli spp. gemessen mittels ELISA im
basolateralen Komptariment des Kokulturmodell. Mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnete
Sédulen unterscheiden sich signifikant.

IL-6

Nach 12 h Inkubationszeit waren keine signifikanten Unterschiede in den induzieren
basolateralen IL-6-Konzentrationen messbar. Erst nach 24 h konnte ein signifikanter
Unterschied in den gemessenen IL-6-Konzentrationen werden. Dabei betrdgt die basolaterale
IL-6-Konzentration der mit E. coli Nissle stimulierten Versuchsansitze das dreifache der
durch EPEC (p=0,031) induzierten IL-6-Konzentration. Nach 72 h ist dann wie bei den
Messungen von IL-8 und TNF-a die durch EPEC induzierte Zytokinsekretion hoch
signifikant niederer als die durch die Stimulation mit den beiden anderen E. coli spp.
(E. coli K12 (p<0,001) und dem probiotischen E. coli Nissle (p<0,001)) im Kokulturmodell

ausgeloste IL-6-Konzentration im basolateralen Medium.
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Tabelle 46: IL-6-Konzentrationen (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD)) nach 12-, 24-
und 72-stiindiger Inkubation bei apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml verschiedener E. coli spp.,
gemessen mittels ELISA im basolateralen Komptariment des Kokulturmodell.

Zeitpunkt Stimulans MW SD N ANOVA
Kontrolle 297 399 20
2h E. coli Nissle 22589 30672 20
E. coli K12 15885 25820 42 0,605
EPEC 13733 35751 20
Kontrolle 1056 2082 20
i h E. coli Nissle 39102 35139 20
E. coli K12 31391 31472 42 0,033
EPEC 13839 24967 20
Kontrolle 454 1110 20
7 h E. coli Nissle 26038 13916 20
E. coli K12 26175 16494 41 <0,001
EPEC 8050 9016 20

IL6 (ng/ml)

12h 24 h 72h

B E coliNissle ®BE coliKi2 DOEPEC

Abbildung 23: IL-6-Konzentrationen (Mittelwerte und Standardfehler) nach 12-, 24- und 72-stiindiger
Inkubation bei apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml E. coli spp. gemessen mittels ELISA im
basolateralen Komptariment des Kokulturmodell. Mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnete
Séaulen unterscheiden sich signifikant.
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Auch bei IL-10 kénnen nach 12 h signifikante (p=0,002) und nach 24 h und 72 h hoch
signifikante Unterschiede (p(24h)<0,001; p(72h)=0,001) zwischen den einzelnen Versuchs-

bedingungen gemessen werden. Mit Hilfe von Tukey’s kommt man zu dem Ergebnis, dass

die Unterschiede der ANOVA auf den Differenzen zwischen den mit EPEC stimulierten und
den mit E. coli Nissle (p(12h)=0,022; p(24h)=0,002; p(72h)<0,001) bzw. E. coli K12
(p(12h)=0,001; p(24h) <0,001; p(72h)=0,016) stimulierten Versuchsansédtzen beruhen.

Tabelle 47: IL-10-Konzentrationen (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD)) nach 12-, 24-
und 72-stiindiger Inkubation bei apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml verschiedener E. coli spp.,
gemessen mittels ELISA im basolateralen Komptariment des Kokulturmodell.

Zeitpunkt Stimulans MW SD N AN(%V A
Kontrolle 27 20 20
12h E. coli Nissle 65 39 20
E. coli K12 84 66 42 0,002
EPEC 55 117 20
Kontrolle 18 13 20
o4 h E. coli Nissle 212 125 20
E. coli K12 216 109 42 <0,001
EPEC 92 85 20
Kontrolle 18 9 20
7 h E. coli Nissle 142 80 20
E. coli K12 106 68 41 0,001
EPEC 48 80 20
300
250 ¢ ¢
5E“ 200
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mE coliNissle ®E. coliKi2 DEPEC

Abbildung 24: IL-10-Konzentrationen (Mittelwerte und Standardfehler) nach 12-, 24- und 72-sttindiger
Inkubation bei apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml E. coli spp. gemessen mittels ELISA im
basolateralen Komptariment des Kokulturmodell. Mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnete

Sédulen unterscheiden sich signifikant.
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IFN-y

Genauso wie bei den anderen Zytokinen ergab die Messung von IFN-y bei den verschieden
stimulierten Versuchsansitzen einen signifikanten Unterschied in der ANOVA. Auch hier
waren im Post hoc Test nach Tukey die IFN-y-Konzentrationen im basolateralen Medium bei
Stimulation mit EPEC deutlich geringer als bei Stimulation mit E. coli K12 (p=0,012) bzw.
E. coli Nissle (p=0,029).

Tabelle 48: IFN-y-Konzentrationen (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD)) nach 72-
stiindiger Inkubation bei apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml verschiedener E. coli spp.,
gemessen mittels ELISA im basolateralen Komptariment des Kokulturmodell.

. . P
Zeitpunkt Stimulans MW SD N ANOVA
Kontrolle 11 5 20
7 h E. coli Nissle 96 99 20
E. coli K12 108 124 41 0,010
EPEC 34 53 20
160
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— 120
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Abbildung 25: IFN-y-Konzentrationen (Mittelwerte und Standardfehler) nach 72-stiindiger Inkubation
bei apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml E. coli spp. gemessen mittels ELISA im basolateralen
Komptariment des Kokulturmodell. Mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnete S&dulen
unterscheiden sich signifikant.
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4.4 Sind die immunstimulierenden Eigenschaften von
Bakterien im Kokulturmodell auf definierte

Membranbestandteile zuriickzufiithren?

441 Vergleich der immunstimulierenden Eigenschaften von Bakterien und

deren Membranbestandteilen

Um die Frage zu beantworten, ob die Membranbestandteile der jeweiligen Bakterien fiir die
Zytokinantwort im Kokulturmodell verantwortlich sind, wurden parallele Stimulations-
versuche mit je 1 x 107 KBE/ml Bakterien und 1 pg/ml E. coli K12 LPS durchgefiihrt; fiir die
Bacteroides sp. und E. faecalis wurden zusitzlich 10 pg/ml sowie 100 pg/ml B. vulgatus und
B. vulgatus MPK LPS sowie E. faecalis LTA eingesetzt. 1 pg/ml E. coli K12 LPS wurde
gewdhlt, da in Vorversuchen ermittelt wurde, dass 1 x 107 KBE/ml E. coli K12 unter den

angewendeten Versuchsbedingungen im Mittel 1 pg/ml entspricht.

4411 Vergleich der immunstimulierenden Eigenschaften von E. coli K12 und dessen

LPS

Durchlédssigkeit der CaCo-2 Zellmonolayer

Zur Messung der Integritdt der CaCo-2 Monolayer wurden die TEER-Differenzen und die
Permeabilititen gemessen. Dabei ergaben sich mit Ausnahme der Permeabilitdt nach 12 h,
die bei Stimulation mit E. coli K12 etwas geringer war, als bei Stimulation mit dessen LPS,
keine signifikanten Unterschiede (vgl. Tabelle 49). Die Permeabilitit des fluorescein-
markierten Dextrans ist in beiden Gruppen sowohl bei den mit E. coli K12 stimulierten als
auch den mit 1 pg/ml LPS stimulierten Versuchsansédtzen so gering, dass von einer dichten

CaCo-2-Zellschicht ausgegangen werden kann.
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Tabelle 49: TEER-Differenzen zwischen den TEER-Werten vor und nach 4-, 12- und 72-stiindiger
Stimulation sowie der prozentualen Permeabilitdt nach 4-, 12- und 72- Stunden apikaler Stimulation
mit 1 x 107 KBE/ml E. coli K12 bzw. 1 pg/ml dessen LPS (Mittelwerte (MW), Standardabweichungen
(SD), Anzahl der Versuche (N)).

MW + SD (N) p
Zeitpunkt E. coli K12 LPS von E. coli K12 | Student’s

1x107/ml 1 pg/ml t-Test

4h 1319 (12) 24 +25 (12) 0,245

TEER-Differenz in Ohm/cm? 12h 0424 (12) 6+30 (12) 0,623
72h 20+20 (12) 13 +110 (31) 0,311

4h 0,02 +0,05 (12) 0,00 + 0,00 (12) 0,177

Permeabilitit in % 12h 0,18 +0,56 (14) 0,71 +0,66 (32) 0,013
72h 10,32 £ 1,05 (12) 9,85 +2,38 (12) 0,398

Auch die Durchlassigkeit der CaCo-2-Zellschicht fiir LPS war in beiden Versuchsansitzen
nach siamtlichen Zeitpunkten vergleichbar (vgl. Tabelle 49). Damit war gewihrleistet, dass
Unterschiede in den immunstimulierenden Eigenschaften nicht auf unterschiedliche

basolaterale Endotoxinkonzentrationen zuriickzufiihren waren.

Tabelle 50: Basolaterale LPS Konzentrationen (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD))
nach 4-, 12- und 72-stiindiger apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml E. coli K12 bzw. 1 pg/ml E.coli
K12 LPS.

MW 1SD (N) P
Zeitpunkt E. coli K12 LPS von E. coli K12 | Student’s
1x107/ml 1 pug/ml t Test
LPS im 4h 23 £ 25 (6) 82 + 160 (6) 0,977
basolateralen 12h 155 £ 134 (6) 118 £ 134 (25) 0,546
Medium in pg/ml 72h 255 + 146 (6) 170 + 47 (6) 0,358

Zytokinmuster im basolateralen Kompartiment

Als Parameter fiir die immunstimulierenden Eigenschaften werden TNF-a, IL-6, IL-8 und
IL-10 sowie IFN-y nach verschiedenen Zeitpunkten herangezogen (vgl. Tabelle 51). Dabei
zeigen sich mit Ausnahme von IL-8 nach 12-stiindiger Inkubation keine signifikanten
Unterschiede zwischen den mit Bakterien und den mit deren LPS stimulierten

Versuchsansitzen (vgl. Abbildung 26).
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Tabelle 51: TNF-a-, IL-8-, IL-6-, IL-10- und IFN-y-Konzentrationen (Mittelwerte (MW) und
Standardabweichungen (SD)) nach 4-, 12- und 72-stiindiger Inkubation und apikaler Stimulation mit
1 x 107 KBE/ml E. coli K12 bzw. 1 ug/ml E. coli K12 LPS gemessen mittels ELISA im basolateralen
Komptariment des Kokulturmodell.

MW + SD (N) MW + SD (N) p
Zeitpunkt Kontrolle E. coli K12 LPS von E. coli K12 | student’s
1x107/ml 1 pg/ml t Test
+ + +
INF pg/ml 4h 11+9 (24) 339 + 427 (12) 162 + 140 (12) 0,673
12h 15414 (65) | 6632+ 4546 (24) 6237 + 4112 (43) 0,718
4h 5+3(24) 17 +16 (12) 15 +9 (12) 0,829
IL-8 ng/ml 12h 19 +16 (65) 468 + 321 (24) 325 + 259 (43) 0,050
24h 18 +9 (24) 332+ 188 (12) 428 +179 (12) 0,214
IL-6 ng/ml 24h | 0,06 +0,08 (24) 50 £ 25 (12) 65 + 48 (12) 0,479
IL-10 pg/ml 72h 542 (24) 412222 (12) 534 +322 (12) 0,294
IFN-y pg/ml 72 h 445 (24) 130 + 87 (12) 129,61 + 103 (12) 0,996
600
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Abbildung 26: IL-8-Konzentrationen (Mittelwerte und Standardfehler) nach 12-, 24- und 72-sttindiger
Inkubation und apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml E. coli K12 bzw. 1 pg/ml E. coli K12 LPS
gemessen mittels ELISA im basolateralen Komptariment des Kokulturmodell. Mit unterschiedlichen
Buchstaben gekennzeichnete Sdulen unterscheiden sich signifikant.

44.1.2 Vergleich der immunstimulierenden Eigenschaften von B. vulgatus und dessen

LPS

Um die Vergleichbarkeit aller Versuchsblocke zu gewéhrleisten wurden student’s t-tests fiir

samtliche Parameter der Positivkontrollen durchgefiihrt. Es wurden keine signifikanten

99



ERGEBNISSE

Unterschiede zwischen den Positivkontrollen der beiden Versuchsblocke festgestellt. Aus
diesem Grund wurde im folgenden davon ausgegangen, dass die vorhandenen Unterschiede
auf die immunstimulierende Wirkung des Bakteriums bzw. dessen LPS zuriickzufiihren

waren.

Durchlédssigkeit der CaCo-2 Zellmonolayer

Zur Kontrolle der Integritdt der Zellmonolayer wurden auch hier die TEER-Differenzen,
sowie die prozentuale Permeabilitit ermittelt. Dabei konnten mit Ausnahme der TEER-
Differenz nach 4 h, die bei Stimulation mit 1 pg/ml B. vulgatus LPS hoher war als bei
Stimulation mit 1x107 KBE/ml B. wvulgatus, keine signifikanten Unterschiede gemessen
werden (vgl. Tabelle 52), so dass von vergleichbaren Bedingungen im Verlauf des Versuchs

ausgegangen wurde.

Tabelle 52: TEER-Differenzen zwischen den TEER-Werten vor und nach 4-, 12- und 72-stiindiger
Stimulation sowie der prozentualen Permeabilitdt nach 4-, 12- und 72- Stunden apikaler Stimulation
mit 1 x 107 KBE/ml B. vulgatus bzw. 1, 10 und 100 pg/ml dessen LPS (Mittelwerte (MW),
Standardabweichungen (SD), Anzahl der Versuche (N)).

MW + SD (N) p
Zeit-

punkt 1)1(31 ()z;ull(g];z;t; | LPS fu v/t:rlgatus LPSlg .vulglutus vft{gsaﬁ;s I:tljizﬁs/
g pg/m 100pg/ml t -test
TEER 4h 20+ 16 (12) 45+18 (12) - - 0,002
Differenz in| 12h | 24+20(12) 31498 (22)  -61+130(10) 9+103(10) | 0,085
Ohm/cm? 72h 65 +27 (12) 52 +16 (12) - - 0,191
| an T000%0,0012) 0,18£041(12) - - 0,154
};eﬁ/r:‘eab‘htat 12h | 097+0,83(12) 0,83+083(22) 0,72+043(10) 1,11+053(9) | 0,655
72h | 845+350(12) 7,45+1,67 (12) - - 0,981

Im Bezug auf die Durchléssigkeit der CaCo-2-Zellschicht fiir LPS waren nach 4 h Inkubation
noch keinerlei Unterschiede zwischen den Versuchsbedingungen. Nach 12 h ist die
basolaterale Endotoxinkonzentration bei Stimulation mit 1x107 KBE/ml B. vulgatus hoch
signifikant niederer als bei Stimulation mit 100 pg/ml LPS (p<0,001). Bei Stimulation mit den
beiden anderern Endotoxinkonzentrationen besteht kein statistischer Unterschied in der
basolateralen LPS-Konzentration zu den mit Bakterien stimulierten Versuchsansitzen. Die
einzelnen Endotoxinkonzentrationen untereinander unterscheiden sich signifikant (1 pug/ml
vs. 10 pg/ml (p=0,014) bzw. hochsignifikant (1 pg/ml vs. 100 pg/ml (p<0,001), 10 pg/ml vs.
100 pg/ml (p<0,001)). Nach 72 h ist die Durchléssigkeit dagegen bei den mit 1 pg/ml LPS

stimulierten Versuchsansitzen hoher als bei Stimulation mit Bakterien (vgl.

Tabelle 53, Abbildung 27).
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Tabelle 53: Basolaterale LPS Konzentrationen (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD))
nach 4-, 12- und 72-stiindiger apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml B. vulgatus bzw. 1, 10, und 100
pg/ml B. vulgatus LPS.

MW # SD (N) p
Zeit- LPS B. LPS B. ANOVA/
punkt B. vulgatus LPS B. vulgatus oulgatus oulgatus student’s
7 -
1x107 KBE/ml Tpg/ml 10pg/ml 100pg/ml t-test
LPS 4h 1+1(9) 20 +34 (8) - - 0,110
1 +
basolater | 51| 203+ 616 (8) 10420(18) 1404198 (9) 2038E2099 1 4001
al in (10)
pg/ml 72h 18 +30 (9) 151 +231 (8) . - 0,015
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Abbildung 27: Basolaterale LPS Konzentrationen (Mittelwerte und Standardfehler) nach 12-stiindiger
apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml B. vulgatus bzw. 1, 10, und 100 pg/ml B. vulgatus LPS. Mit
unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnete Sdulen unterscheiden sich signifikant.

Zytokinmuster im basolateralen Kompartiment

Die zur Beurteilung der immunstimulierenden Eigenschaften gemessenen Zytokine
unterschieden sich mit Ausnahme von TNF-a nach 12 h nicht. Beim direkten Vergleich in
Tukey’s Honest-Significant-Difference Test war die TNF-a-Konzentration im basolateralen
Kompartiment nach 12 h Versuchsdauer und Stimulation mit 100 pg/ml B. vulgatus
Endtoxin im Vergleich zu sdmtlichen anderen Versuchsbedingungen (p<0,001) hoch

signifikant erhoht (vgl. Tabelle 54, Abbildung 28).
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Tabelle 54: TNF-a-, IL-8-, IL-6-, IL-10- und IFN-y-Konzentrationen (Mittelwerte (MW) und
Standardabweichungen (SD)) nach 4-, 12- und 72-sttindiger Inkubation und apikaler Stimulation mit 1
x 107 KBE/ml B. wvulgatus bzw. 1, 10, 100 pg/ml B. vulgatus LPS gemessen mittels ELISA im
basolateralen Komptariment des Kokulturmodell.

MW + SD (N) MW + SD (N) p
Zeit- B. vulgatus  LPS B. LPS B. LPSB. | ANOVA/
punkt|  Kontrolle 1x107 vulgatus  vulgatus  vulgatus | student’s
KBE/ml  1pg/ml  10pg/ml 100 pg/ml |
TNF o 4h | 11£904) [ 9+6(1) 11:7(12) - - 0,551
pg/ml 12h | 15+14(65) |27+17 (24) 23+18(33) 48+102 (9) 2552;—5)370 <0.001
4h 5+3(24) | 4+3(12) 3+2(12) - - 0,351
IL-8inng/ml | 12h | 19+16(65) |22+16(24) 23+18(33) 22+15(9) 36+14(10)| 0,126
24h | 18+9(24) [24+14(12) 31+19(12) - - 0,303
IL-6inpg/ml | 24h |0,06+0,08(24) |74 +94 (12) 84+82(12) - - 0,783
IL-10inpg/ml | 72h | 5+2(24) | 5+4(12) 7+5(12) - - 0,323
IFN-yinpg/ml | 72h | 4+5(4) | 4+3(12) 3+2(8) - - 0,703
400 a
350 T
T 300
2 250
S 200
L 150
£ 100
50 L
o
12h

@ B. vulgatus 1x10E7 KBE/ml @ LPS B.v. 1ug/mi
oLPS B.v. 10ug/m OLPS B.v. 100pg/ml

Abbildung 28: TNF-a-Konzentrationen (Mittelwerte und Standardfehler) nach 12-, 24- und 72-
stiindiger Inkubation und apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml B. vulgatus bzw. 1, 10, 100 ng/ml
B. vulgatus LPS gemessen mittels ELISA im basolateralen Komptariment des Kokulturmodell. Mit
unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnete Sdulen unterscheiden sich signifikant.
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44.1.3 Vergleich der immunstimulierenden Eigenschaften von B. vulgatus MPK und

dessen LPS

Durchlédssigkeit der CaCo-2-Zellmonolayer
Bei der Messung der TEER-Differenzen ergaben sich nach 12 h Unterschiede zwischen den
mit Bakterien und den mit LPS stimulierten Versuchsbedingungen. Bei der Permeabilitdt von

Fluorescein-markiertem Dextran waren keine Differenzen messbar (vgl. Tabelle 55).

Tabelle 55: TEER-Differenzen zwischen den TEER-Werten vor und nach 12-stiindiger Stimulation
sowie der prozentualen Permeabilitidt nach 12-Stunden apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml B.
vulgatus MPK bzw. 1, 10 und 100 ng/ml dessen LPS (Mittelwerte (MW), Standardabweichungen (SD),
Anzahl der Versuche (N)).

TEER-Differenz in Ohm/cm? Permeabilitit nach 12 h in %
4 P
MW £ SD (N) ANOVA MW + SD (N) ANOVA
B. vulgatus MPK
* +
1x10” KBE /ml 17+15(12) 0,99 +0,83 (12)
LPS B. vulgatus MPK 84499 (10) 0,69+ 038 (10)
7 e/l 0.016 0,427
LPS B. vulgatus MPK : ,
81+ 4
10 pug/ml 81 +105 (10) 0,69 + 0,46 (9)
LPS B. vulgatus MPK
12+ +
100 g /ml 12495 (10) 1,02 £ 0,60 (10)

Des weiteren war die Menge des durch die CaCo-2-Zellschicht permeierten, basolateral
gemessenen LPS signifikant hoher in der hochsten LPS Stimulationskonzentration (100
pg/ml) im Vergleich zu allen anderen Versuchsbedingungen (1 x 107 KBE/ml B. vulgatus
(p=0,006), 1 pg/ml B. vulgatus MPK LPS (p=0,013), 10 pg/ml B. vulgatus MPK LPS (p=0,009))
(vgl. Tabelle 56, Abbildung 29).

Tabelle 56: Basolaterale LPS Konzentrationen (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD))

nach 4-, 12- und 72-stiindiger apikaler Stimulation mit 1 x 10”7 KBE/ml B. vulgatus MPK bzw. 1, 10,
und 100 pg/ml B. vulgatus MPK LPS.

LPS basolateral nach 12 h in pg/ml p
MW + SD (N) ANOVA

B. vulgatus MPK
1x107 KBE /ml 10,33+ 15,12 (12)
LPS B. vulgatus MPK 0494133 (8)
1uSg/m1 l <0,001
LPS B. vulgatus MPK E
10pg/ml 13,83 £ 33,43 (10)
LPS B. vulgatus MPK
100pg /ml 554,75 + 717,05 (10)
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Abbildung 29: Basolaterale LPS Konzentrationen (Mittelwerte und Standardfehler) nach 12-stiindiger
apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml B. vulgatus MPK bzw. 1, 10, und 100 pg/ml B. vulgatus MPK
LPS. Mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnete Sdulen unterscheiden sich signifikant.

Zytokinmuster im basolateralen Kompartiment

Bei der Messung der Zytokine IL-8 und TNF-a im basolateralen Kompartiment war die
basolaterale TNF-a-Konzentration bei Stimulation mit 10 pg/ml B. vulgatus MPK LPS
signifikant verringert gegentiber der basolateralen TNF-a-Konzentration in den mit 1 x 107
KBE/ml B. vulgatus MPK versetzen Versuchsansdtzen (p=0,028) (vgl.Tabelle 57, Abbildung
30).

Tabelle 57: TNF-a- und IL-8-Konzentrationen (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD))
nach 4-, 12- und 72-stiindiger Inkubation und apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml B. vulgatus
MPK bzw. 1, 10, 100 pg/ml B. vulgatus MPK LPS gemessen mittels ELISA im basolateralen
Komptariment des Kokulturmodell.

TNF-a nach 12 h in pg/ml IL-8 nach 12 h in ng/ml
MwisD(N) PO | MWSD () ANOVA
Kontrolle 15 £ 14 (65) 19 £16 (65)
B. vulgatus MPK 1x107 KBE /ml 28 £13 (24) 19+ 16 (24)
LPS B. vulgatus MPK 1ng/ml 18 £16 (8) 0.025 20+£13 (8) 0,824
LPS B. vulgatus MPK 10ug/ml 11+£6 (10) 1519 (10)
LPS B. vulgatus MPK 100pg/ml 27 £37 (10) 21 +16 (10)
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W)

TNF alfa (pg/ml)

@ B. v. MPK 1x107 KBE‘'ml @ LPS B. v. MPK 1ug/ml
OLPSB.v. MPK 10ug/ml O LPS B. v. MPK 100pug/ml

Abbildung 30: TNF-a-Konzentrationen (Mittelwerte und Standardfehler) nach 12-, 24- und 72-
stiindiger Inkubation und apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml B. vulgatus MPK bzw. 1, 10, 100
pg/ml B. ovulgatus MPK LPS gemessen mittels ELISA im basolateralen Komptariment des
Kokulturmodell. Mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnete Sdulen unterscheiden sich
signifikant.

4414 Vergleich der immunstimulierenden Eigenschaften von E. faecalis und dessen

LTA

Durchlédssigkeit der CaCo-2 Zellmonolayer

Die TEER-Differenzen der mit Bakterien und den LTA stimulierten Versuchsansitze
unterschieden sich nicht voneinander. Dagegen war die Durchldssigkeit der CaCo-2 -
Zellschicht fiir Fluorescein-markiertes Dextran bei den mit Bakterien stimulierten Ansdtzen
(Tukey’s Post hoc Test) im Vergleich zu den mit LTA stimulierten Ansédtzen niedriger
(p<0,001). Dennoch lagen auch bei den mit LTA stimulierten Versuchsbedingungen die
Permeabilitdit unter 2 % (vgl. Tabelle 58), so dass von einer dichten Zellmonolayer

ausgegangen werden konnte.
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Tabelle 58: TEER-Differenzen zwischen den TEER-Werten vor und nach 12-stiindiger Stimulation
sowie der prozentualen Permeabilitidt nach 12-Stunden apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml E.
faecalis bzw. 1, 10 und 100 pg/ml dessen LTA (Mittelwerte (MW), Standardabweichungen (SD),

Anzahl der Versuche (N)).

TEER-Differenz Permeabilitit nach 12 h
in Ohm/cm? in %
P p
MW % SD (N) ANOVA MW + SD (N) ANOVA
E. faecalis 1x107 KBE/ml -10+£11 (12) 0,00+ 0,00 (12)
1 + +

LTA E.faecalz‘s lpg/ml 59 + 146 (9) 0.162 1,69 +£0,92 (9) <0,001
LTA E. faecalis 10pg/ml -24 + 66 (10) 1,54 £1,03 (10)
LTA E. faecalis 100ng/ml 12 £68 (10) 1,66 +1,14 (9)

Zytokinmuster im basolateralen Kompartiment

Auf Zytokinebene waren ebenfalls keine Unterschiede zwischen den mit intakten Bakterien
stimulierten Versuchsansidtzen und den mit LTA stimulierten Versuchsansédtzen zu messen.
Festzuhalten ware jedoch, dass v. a. die Konzentrationen von TNF-a sowohl bei E. faecalis als
auch bei dessen LTA sehr niedrig sind und im Bereich der unteren Nachweisgrenze des

ELISA Tests liegen.
Tabelle 59: TNF-a- und IL-8-Konzentrationen (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD))

nach 12-stiindiger Inkubation und apikaler Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml E. faecalis bzw. 1, 10, 100
png/ml E. faecalis LTA gemessen mittels ELISA im basolateralen Komptariment des Kokulturmodell.

TNF-a nach12 h IL-8 nach 12 h
in pg/ml in ng/ml
p p
MW £ SD (N) ANOVA MW £ SD (N) ANOVA
Kontrolle 15 + 14 (65) 19 +16 (65)
E. faecalis 1x107 KBE/ml 1019 (24) 18 +17 (24)
‘ + +
LTA E.faecalz's 1pg/ml 10£7(9) 0,097 14+11(9) 0,280
LTA E. faecalis 10pg/ml 10 £ 8 (10) 12 £ 10 (10)
LTA E. faecalis 100pg/ml 31£37(10) 24 - 15 (10)

Verleich der durch LTA von E. faecalis induzierten Zytokinausschiittung
bei direkter PBMC und
Kokulturmodell

Stimulation von einer Stimulation im
Die TNF-a-Konzentrationen aufgrund einer direkter Stimulation von PBMCs mit 2 pg/ml
LTA von E. faecalis war signifikant geringer als die durch Stimulation mit 100 pg/ml
E. faecalis LTA im Kokulturmodell induzierte TNF-a-Konzentration (p=0,014). Bei IL-8 waren

keine Unterschiede zwischen den direkt stimulierten PBMCs und einer Stimulation im
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Kokulturmodell zu messen. Allgemein war die durch LTA von E. faecalis induzierte
Zytokinausschiittung im Bereich der Basisproduktion der PBMCs (vgl. Tabelle 60). So
unterscheiden sich sdmtliche Versuchsbedingungen nicht von der Zytokinproduktion

unstimulierter PBMCs (TNF-a = 13 £ 10 pg/ml; IL-8 = 19 + 12 ng/ml) (vgl. Tabelle 60).

Tabelle 60: TNF-a- und IL-8-Konzentrationen (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD))
nach 12 h Inkubation bei direkter Stimulation von PBMC mit 2, 20,200 und 2000 pg/ml bzw.apikaler
Stimulation mit 1, 10 und 100 pg/ml im Kokulturmodell

TNF-anach 12 h IL-8 nach12 h
in pg/ml in ng/ml
P p
MW £ SD (N) ANOVA MW £ SD (N) ANOVA

= Kontrolle 13+ 10 (6) 19112 (6)
4 % 2pg/ml LTA 5+2 (4) 6+1(4)
£33 20pg/mlLTA 743 (4) 8+4(4)
A & 200pg/mlLTA 8+2(4) 1+ 3(4)

% 2000pg/ml LTA 5+ 3 (6) 0,027 9+ 2 (6) 0,137
& _  Kontrolle 8+5(9) 14+ 11 (9)
£3 lpg/mlLTA 10£7 (10) 12 £10 (10)
< 2 10pg/mlLTA 10 £8 (10) 24 %15 (10)
X 100pg/ml LTA 31437 (17) 17 £17 (17)

4.4.2 Inhibierung der durch E. coli K12 LPS verursachten Zytokin-

ausschiittung durch LPS bindende Peptide

In weiteren Versuchen sollte nun bekréftigt werden, dass der immunstimulierende Effekt
von E. coli K12 auf dessen LPS zurtickzufiihren ist. Dabei wurde das apikal zur Stimulation
eingesetzte LPS durch einen ebenfalls apikal zugesetzten Hemmstoff gebunden. Dadurch

sollte die vermehrte Zytokinausschiittung ausbleiben.

4.4.2.1 Inhibierung der Zytokinausschiittung mittels Polymyxin

Durchlédssigkeit der CaCo-2 Zellmonolayer

Wie Tabelle 61 zu entnehmen ist, unterschieden sich die drei Versuchsbedingungen

hinsichtlich den TEER-Differenzen sowie der Permeabilitit nicht.
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Tabelle 61: TEER-Differenzen (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD)) zwischen den
TEER-Werten vor und nach 12-stiindiger Stimulation sowie der prozentualen Permeabilitdt nach 12 h
apikaler Stimulation mit 1 pg/ml E. coli K12 LPS, 10 pg/ml Polymyxin und der Kombination aus 1

pg/ml LPS und 10 pg/ml Polymyxin.

TEER-Differenz in Ohm/cm? Permeabilitit nach 12 h in %
MWD PO | MWEsD (YD) ANDVA
Kontrolle 16 + 112 (18) 0,72+ 043 (16)
E. coli K12 LPS -28 £139 (19) 0,87+ 0,52 (18)
Polymyxin -29 56 (5) 0,819 1,28 £0,80 (5) 0,296
Polymyxin + E. coli K12 LPS 9+75(5) 1,21£0,69 (5)

Zytokinmuster im basolateralen Kompartiment

Polymyxin fiithrte zu einer hoch signifikanten Verringerung der TNF-a- und IL-8-

Konzentrationen im basolateralen Kompartiment.

Tabelle 62: TNF-a- und IL-8-Konzentrationen (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD))
nach 12-stiindiger Inkubation und apikaler Stimulation mit 1 pg/ml E. coli K12 LPS, 10 pg/ml
Polymyxin sowie der Kombination aus 1 pg/ml LPS und 10 pg/ml Polymyxin.

TNF-a nach 12 h in pg/ml IL-8 nach 12h in ng/ml
p p
MW £ SD (N) ANOVA MW £ SD (N) ANOVA
Kontrolle 8+£5(17) 17£17 (17)
E. coli K12 LPS 6109 + 2251 (19) 223+ 143 (19)
Polymyxin 4£3(5) <0,001 10+10 (5) <0,001
Polymyxin + E. coli K12 LPS 4+3(5) 14+9 (5)
100000 350
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= - 250 T
2 1000 £ 200
= = 150 |
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EcoliK12LPS  Polymyxin Eli‘:oiljy‘n"glgnl-;s E.coll K12 LPS

Abbildung 31: TNF-a- und IL-8-Konzentrationen (Mittelwerte und Standardfehler) nach 12 h
Inkubation und apikaler Stimulation mit 1 pug/ml E. coli K12 LPS, 10 pg/ml Polymyxin und der
Kombination aus 1 pug/ml LPS und 10 pg/ml Polymyxin gemessen mittels ELISA im basolateralen
Kompartiment des Kokulturmodells. Mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnete Sadulen

unterscheiden sich signifikant.
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4422 Inhibierung der Zytokinausschiittung mittels Colistin

Durchlédssigkeit der CaCo-2 Zellmonolayer
Bei den gemessenen TEER-Differenzen sowie der Permeabilitdt des Fluorescein-markierten
Dextrans durch die CaCo-2 Zellmonolayer liessen sich keine Unterschiede zwischen den

einzelnen Stimulantien messen.

Tabelle 63: TEER-Differenzen (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD)) zwischen den
TEER-Werten vor und nach 12-stiindiger Stimulation sowie der prozentualen Permeabilitdt nach 12 h
apikaler Stimulation mit 1 png/ml E. coli K12 LPS, 10 pg/ml Colistin und der Kombination aus 1 pg/ml
LPS und 10 pg/ml Colistin.

TEER-Differenz Permeabilitit nach 12 h
in Ohm/cm? in %
MW £ SD (N) Anpya | MWEsD®N P
Kontrolle 16 £112(18) 0,72+ 0,43 (16)
E. coli K12 LPS -28 £139 (19) 0,87+ 0,52 (18)
Colistin 63 + 105 (3) 0,465 1,07 £0,28 (3) 0,534
Colistin + E. coli K12 LPS 43 + 166 (3) 1,17+ 0,21 (3)

Zytokinmuster im basolateralen Kompartiment
Auch Colistin war in der Lage, die durch E. coli K12 LPS verursachte Zytokinausschiittung
hoch signifikant zu verringern bzw. vollig abzuschalten.
Tabelle 64: TNF-a- und IL-8-Konzentrationen (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD))

nach 12-stiindiger Inkubation und apikaler Stimulation mit 1 pg/ml E. coli K12 LPS, 10 pg/ml
Polymyxin sowie der Kombination aus 1 pg/ml LPS und 10 pg/ml Colistin.

TNF-a IL-8
in pg/ml in ng/ml
mwisony P mweson Po)
Kontrolle 8+5(17) 17 £17 (17)
E. coli K12 LPS 6109 £ 2251 (19) 223 +£143 (19)
Colistin 6+9(3) <0.001 1249 (3) <0.001
Colistin + E. coli K12 LPS 5+5(3) 19+£11 (3)
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Abbildung 32: TNF-a- und IL-8-Konzentrationen (Mittelwerte und Standardfehler) nach 12 h
Inkubation und apikaler Stimulation mit 1 pug/ml E. coli K12 LPS, 10 pg/ml Polymyxin und der
Kombination aus 1 pg/ml LPS und 10 pg/ml Colistin gemessen mittels ELISA im basolateralen
Kompartiment des Kokulturmodells. Mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnete Siulen

unterscheiden sich signifikant.
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4.5 Untersuchungen zur Abhédngigkeit der Stimulations-
tahigkeit verschiedener Endotoxine von der Struktur des

Lipid A und der mittleren Molmasse

Da das Lipid A das ,endotoxic principle” (Rietschel et al. 1987; Seydel et al. 2003; Zihringer
et al 1994) des LPS darstellt, wurden die Endotoxine der verschiedenen verwendeten
Bakterien zunédchst in jeweils gleichen Konzentrationen im Kokulturmodell sowie direkt zur
Stimulation von PBMC eingesetzt, des weiteren wurden sie in einem vergleichenden SDS-
PAGE Gel aufgetragen und anschliessend der Anteil des Lipid A am jeweiligen Endotoxin
mittels HPLC ermittelt.

4.5.1 Bioaktivitiat verschiedener Endotoxine

Die Stimulation mit Endotoxinen verschiedener Bakterien in jeweils gleichen
Konzentrationen fiihrt zu unterschiedlich starker Produktion von TNF-a und IL-8. So fiihren
die Bacteroides zu keiner bzw. B. vulgatus (100 pg/ml) zu einer vergleichsweise geringen
TNF-a und IL-8-Ausschiittung, wéhrend die Stimulation mit E. coli K12 (p<0,001) bzw. S.
Typhimurium (p<0,001) zu hoch signifikant hoheren Zytokinkonzentrationen im
Kokulturmodell fiihrt. Einzig die durch 100 pg/ml B. wvulgatus LPS induzierte
Zytokinproduktion fithrt zu einer signifikant niederern TNF-a-Konzentration als bei
Stimulation mit E. coli K12 LPS oder S. Typhimurium LPS (p<0,001) und einer hoheren
Produktion von TNF-a als bei Stimulation mit B. vulgatus MPK LPS und den niederern LPS-
Konzentrationen von B. vulgatus. Die durch Stimulation mit 100 pug/ml B. vulgatus LPS
induzierte IL-8-Ausschiittung ist nur gegeniiber der Kontrolle (p<0,001) erhoht und
gegentiber E. coli K12 und S. Typhimurium Endotoxin (p<0,001) deutlich geringer.
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Tabelle 65: TNF-a- und IL-8-Konzentrationen (Mittelwert und Standardabweichung) nach 12 h
Inkubation bei apikaler Stimulation mit unterschiedlichen Konzentrationen der Endotoxine von B.
vulgatus MPK, B. vulgatus, S. Typhimurium und E. coli K12 im Kokulturmodell.

TNF-anach12 h IL-8 nach 12 h
in pg/ml in ng/ml
p p
MW £ SD (N) ANOVA MW = SD (N) ANOVA
Kontrolle 8+5(17) 17 £17 (17)
LPS B. vulgatus MPK 1 pg/ml 18+ 16 (8) 20+ 13 (8)
LPS B. vulgatus 1 pg/ml 23 +18 (33) 14+6(9)
LPS S. Typhimurium 1 ng/ml 2788 £ 742 (5) 278 £116 (5)
LPSE. coli K12 1 png/ml 6237 £ 4112 (43) 223 +143 (19)
LPS B. vulgatus MPK 10 pg/ml 11+£7(10) <0,001 15+£9 (10) <0,001
LPS B. vulgatus 10 pg/ml 48 +102 (9) 22+15(9)
S. Typhimurium 10 pg/ml 6406 £ 2207 (4) 351+119 (4)
LPS B. vulgatus MPK 100 pg/ml 27 +37 (10) 21 £16 (10)
LPS B. vulgatus 100 png/ml 255 + 370 (10) 36 14 (10)
S. Typhimurium 100 pg/ml 6218 £ 3405 (4) 2151132 (4)
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Abbildung 33: TNF-a-Konzentrationen (Mittelwert und Standardfehler) nach 12 h Inkubation bei
apikaler Stimulation mit unterschiedlichen Konzentrationen der Endotoxine von B. vulgatus MPK, B.
vulgatus, S. Typhimurium und E. coli K12 im Kokulturmodell. Mit unterschiedlichen Buchstaben
gekennzeichnete Saulen unterscheiden sich signifikant.

Auch bei direkt mit Endotoxin stimulierten PBMC waren deutliche Unterschiede in der
Ausschiittung von TNF-a und IL-8 zu messen. So waren die durch E. coli K12 induzierten
Zytokinkonzentrationen bis zu 640 bzw. 13 fache hoher als die durch B. vulgatus oder

B. vulgatus MPK induzierten TNF-a- bzw. IL-8-Konzentrationen.
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Tabelle 66: TNF-a- und IL-8-Konzentrationen (Mittelwert und Standardabweichung) nach 12 h
Inkubation bei direkter Stimulation von 2x1068 PBMC/ml mit unterschiedlichen Konzentrationen der
Endotoxine von E. coli K12, B. vulgatus und B. vulgatus MPK.

E. coli K12 B. vulgatus B. vulgatus MPK
TNF-a IL-8 TNF-a IL-8 TNF-a IL-8
in pg/ml in ng/ml in pg/ml in ng/ml inpg/ml  inng/ml
LPS- MW £ SD MW £ SD MW + SD MW + SD MW £ SD MW + SD
konzentration N) N) (N) (N) N) (N)
2 pg/ml 242 +273 (8) 56 +32 (8) 4+3(8) 104 (8) 9+10(8) 10*4(8)
20 pg/ml 2392 752 (8) 131 £61 (8) 9+14(8) 11£7(8) 73 (8) 7+2(8)
200 pg/ml 4425+ 1632 (14) 19195 (14) 7+4(8) 13+6 (8) 10+ 8 (8) 9+2(8)
2000 pg/ml 3546 + 1441 (14) 157+£97(14) | 91£92(8) 40+£32(8) 9+4(8) 14+ 8 (8)
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Abbildung 34: TNF-a- Konzentrationen (Mittelwert und Standardfehler) nach 12 h Inkubation bei
direkter Stimulation von 2x10® PBMC/ml mit unterschiedlichen Konzentrationen der Endotoxine von
E. coli K12, B. vulgatus und B. vulgatus MPK. Mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnete
Saulen unterscheiden sich signifikant.

452 SDS-PAGE

Die Endotoxine von S. Typhimurium, E. coli Nissle, E. coli K12, E. coli 0111 B4, B. vulgatus,
sowie B. vulgatus MPK wurden in jeweils zwei unterschiedlichen Konzentrationen in einem
SDS-PAGE Gel aufgetrennt (siehe Abbildung 35). Die Bacteroides spp., genauso wie der E. coli
O111 B4 sowie S. Typhimurium waren dem ,smooth”-Typ zuzuordnen, wiahrend es sich bei

E. coli K12 und E. coli Nissle um ,,semi-rough”- bzw. ,rough”-Typen handelte.
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Abbildung 35: Endotoxine unterschiedlicher Bakterien (S. Typhimurium, E. coli 0111 B4 ; E. coli Nissle;
E. coli K12; B. vulgatus; B. vulgatus MPK) in Konzentrationen zwischen 0,1 ng/ml und 5 pg/ml im SDS-
Page Gel, angefdarbt mittels Silbernitratfarbung.

4.5.3 Die Quantifizierung des Lipid A-Anteils verschiedener Endotoxine

Aufgrund des unterschiedlich hohen Anteils der hochmolekularen Polysaccharid-Ketten am
einzelnen Endotoxin war ein jeweils hoherer, bzw. niedrigerer prozentualen Anteil an
Lipid A im LPS zu erwarten. Aus diesem Grund wurden die fiir jedes Lipid A
charakteristischen 3-Hydroxy-Fettsduren (3-OH-C14 fiir das Lipid A von E. coli K12, E. coli
Nissle und S. Typhimurium; 3-OH-C15 fir das Lipid A von B. vulgatus MPK und B. vulgatus)
mittels HPLC quantifiziert (sieche Abbildung 36 und Abbildung 37).

114



7,

LPS-Batch #34 [modified by EcoliKi2+

v

Emis:
EM:462 nm|

1 - C14-30H-ME-AD - 15,384

2- C15-30H-ME-AD - 20,225

m

0,
02

in
T T T T T T T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 30,

ERGEBNISSE

Abbildung 36: Retentionszeiten 3-OH-C15-ME-AD (20,2 min.) und des internen Standards 3-OH-C14-
ME-AD (15,4 min.). ME-SD: Methylester-Anthroylderivat.

Die Bacteroides-LPS wurden bei zwei verschiedenen gain-Einstellungen der HPLC-Anlage

gemessen, um eine Quantifizierung der Lipid A Anteile dieser Endotoxine auch anhand der

3-Hydroxy-iso-Heptadecansdure zu ermoglichen (gain: 4,0).
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Abbildung 37: Retentionszeiten 3-OH-C15-ME-AD (20,1 min.); 3-OH-C16-ME-AD (26,4 min.); 3-OH-
iso-C17 (32,2 min.); und des internen Standards 3-OH-C14-ME-AD (15,3 min.) ME-SD: Methylester-

Anthroylderivat
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Ausgehend von dem Gehalt an 3-OH-C14 betrug der errechnete Anteil des Lipid A am
Endotoxin von E. coli K12 2,7 % und von E. coli Nissle 4,8 %. Der Lipid A Anteil war damit
deutlich hoher als der von B. vulgatus MPK, B. vulgatus und S. Typhimurium. Bei den
Endotoxinen der beiden Bacteroides spp. unterschieden sich die mit Hilfe der 3-OH-C15, 3-
OH-C16 bzw. 3-OH-iso-C17 berechneten Lipid A Gehalte so dass keine eindeutige Aussage
beziiglich des Lipid A-Anteils am gesamten Endotoxinmolekiil moglich war (siehe Tabelle
67).

Tabelle 67: Prozentualer Lipid-A-Gehalt verschiedener Endotoxine (Mittelwert (MW) und

Standardabweichung (SD)) sowie die fiir die Berechnung verwendeten charakteristische 3-Hydroxy-
Fettsduren (3-OH-FS) des entsprechenden Lipid A.

. . uantifizierte Lipid A-Anteil (%
Endotoxin Gain Q 3-OH-FS II)VIW +SD (N; )
E. coli Nissle 1,0 3-OH-C14 4,8+1,02(2)

E. coli K12 1,0 3-OH-C14 2,7+1,58 (2)
B. vulgatus MPK 1,0 3-OH-C15 041012 (2)
1,0 3-OH-C16 1,7+0,13 (2)
4,0 3-OH-C15 0,5+0,09 (2)
4,0 3-OH-C16 1,8 £0,09 (2)
4,0 3-OH-iso-C17 2,6 0,05 (2)
B. vulgatus 1,0 3-OH-C15 091021 (2)
1,0 3-OH-C16 1,5+0,55 (2)
4,0 3-OH-C15 09+0,44 (2)
4,0 3-OH-C16 1,5+£0,45 (2)
4,0 3-OH-iso-C17 1,0+£0,44 (2)
S. Typhimurium 1,0 3-OH-C14 0,013 £0,00 (2)
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4.6 Weg der Aktivierung im Kokulturmodell - vermitteln
Enterozyten die Aktivierung von kokultivierten

Lymphozyten?

4.6.1 Vergleich der im Kokulturmodell durch apikale Stimulation induzierten
Zytokinantwort mit der, durch direkte Stimulation von Lymphozyten
induzierten Zytokinausschiittung.

Aufgrund der in den vorangegangenen Untersuchungen ermittelten Daten der basolateralen
LPS Konzentrationen (Ubersicht in Tabelle 68) wurden vergleichende Versuche im
Kokulturmodell und bei direkter Stimulation von Lymphozyten durchgefiihrt. Dabei sollte
ermittelt werden, ob die basolaterale Zytokinkonzentration im Kokulturmodell auf eine
direkte Stimulation der Lymphozyten durch das permeierte Endotoxin zurtickzufiihren war.
Tabelle 68: Basolateralen LPS Konzentrationen (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD))

nach 12 h apikaler Stimulation mit Bakterien bzw. unterschiedlichen Konzentrationen des
entsprechenden Endotoxins.

LPS basolateral (pg/ml)
MW £ SD (N)

E coli K12 1 x 107 KBE/ml 155134 (6)

1 pg/ml LPS 118 + 134 (25)

1x10? KBE/ml 223+ 616 (8)
B. oulgatus 1 pg/ml LPS 10 +20 (18)

10 pg/ml LPS 140 +198 (9)

100 pg/ml LPS 2038 +2099 (10)

1x107 KBE /ml 10+ 15 (12)
B. vulgatus 1 pg/ml LPS 01 (8)
MPK 10 pg/ml LPS 14 £33 (10)

100 pg/ml LPS 555 +717 (10)

Zur Gewdhrleistung, der Vergleichbarkeit der Basisstimulation der PBMC in den Versuchen,
wurde ein student’s t-test durchgefiihrt. Dabei ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
bei der Messung der TNF-a- und IL-8-Konzentrationen in den jeweiligen Negativkontrollen
nach 12-stiindiger Inkubation im Kokulturmodell und der Direktstimulation. Daher wurde

davon ausgegangen, dass die Versuche vergleichbar waren.
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4.6.1.1 Vergleich des Kokulturmodells mit einer direkten Stimulation anhand des

Endotoxins von E. coli K12

Wie der Tabelle 68 zu entnehmen ist, lagen die basolateralen Endotoxinkonzentrationen bei
Stimulation mit E. coli K12 bei. 155 pg/ml nach 12 h, sowie bei ca. 118 pg/ml bei apikaler
Stimulation mit 1 pg/ml E. coli K12 LPS. Beim Vergleich der TNF-a-Konzentrationen der
direkt stimulierten PBMCs und im Kokulturmodell konnten mittels Post hoc Test nach
Tukey hoch signifikant geringere TNF-a-Konzentrationen bei 2 bzw. 20 pg/ml E. coli K12
LPS direkt stimulierten PBMCs, als bei Stimulation mit 1x107 KBE/ml E. coli K12
(p(2 pg/ml)<0,001; p(20 pg/ml)=0,003) bzw. 1 ng/ml E. coli K12 LPS (p(2 pg/ml)<0,001;
p(20 pg/ml)=0,005) im Kokulturmodell. In etwa gleich waren dagegen die durch die
verschiedenen Stimulationen induzierten TNF-a-Konzentrationen in den mit 200 pg/ml
bzw. 2000 pg/ml E. coli K12 LPS direkt stimulierten PBMC wund den
Kokulturmodellversuchen. Betrachtet man die IL-8-Konzentrationen so waren im Tukey’s
Post hoc Test (Tabelle 70) hoch signifikant hoherer Konzentrationen im Kokulturmodell mit
E. coli K12 ind 1 pg/ml E. coli K12 LPS Stimulation als bei den direkt mit 2 pg/ml (p (E.
coli)<0,001; p(LPS)<0,001) bzw. 2000 pg/ml (p(E. coli)=0,001; p(LPS)=0,044) E. coli K12 LPS
stimulierten Proben. Ausserdem waren auch die IL-8-Konzerationen bei Stimulation mit 20
pg/ml E. coli K12 LPS signifikante geringer als bei Stimulation mit Bakterien im
Kokulturmodell (vgl. Tabelle 69 und 70, Abbildung 38).

Tabelle 69: TNF-a- und IL-8-Konzentrationen (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD))
nach 12-stiindiger Inkubation und Stimulation mit E. coli K12 bzw. dessen Endotoxin LPS im
Kokulturmodell bzw. bei direkter Stimulation mit verschiedenen Konzentrationen des Endotoxins
von E. coli K12. Die Messung erfolgte mittels ELISA.

TNF-a (pg/ml) IL-8 (ng/ml)
p p
MW:SD(N) B | MW ESD(N) B
E. coli K12 im
7

S 1x107KBE/ml | 6632+ 4546 (24) 468 +321 (24)
E. coli K12 LPS im
Kebaltermodal] 1ng/ml 6008 + 4175 (40) 318 + 265 (40)

2 pg/ml 242+273(8) <0001 56+ 32 (8) <0,001
E.coliK12LPSbei 20 pg/ml 2392 + 752 (8) 131+ 61 (8)
Direktstimulation 200 pg/ml 4425 + 1632 (14) 191 95 (14)

2000 pg/ml 3546 + 1441 (14) 157 +97 (14)
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Tabelle 70: Signifikanzniveau (p) der TNF-a- und IL-8-Konzentrationen beim direkten Vergleich der
Versuchsbedingungen der Direktstimulation mit dem Kokulturmodell bei Stimulation mit E. coli K12
LPS in Tukey’s Honest Signifikance Test

p p
TNF-a IL-8
Kokult dell
okulturmodell| ;107 kBE/m1 _1P8™ | o7 kBE/M1 1 P8I
E. coli K12 E. coli K12 E. coli K12 E. coli K12
Direktstimulation ’ LPS ’ LPS
2 pg/ml <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
20 pg/ml 0,003 0,005 0,012 0,250
200 pg/ml 0,670 0,860 0,065 0,789
2000 pg/ml 0,078 0,138 0,001 0,044
8000 500
7000
500
= 6000 -
S 5000 | = 400
S 4000 | £ 300 |
< ©
% 3000 | = 200 |
= 2000 -
1000 | 09
04 o
E.coliK12 fug/ml direkt 2 direkt 20 direkt direkt E.coliK2 fug/mLPS  direkt 2 direkt 20 direkt 200 direkt
LPS  pg/miLPS pg/mi LPS 200 pgiml 2000 pg/miLPS pg/mLPS pg/mLPS 2000
LPS pa/ml LPS pa/mi LPS

Abbildung 38: TNF-a- und IL-8-Konzentrationen (Mittelwerte und Standardfehler) nach 12-stiindiger
Inkubation und Stimulation Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml E. coli K12 bzw. dessen LPS im
Kokulturmodell bzw. nach direkter Stimulation. Mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnete
Sdulen unterscheiden sich signifikant. Mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnete Sdulen
unterscheiden sich signifikant.

4.6.1.2 Vergleich des Kokulturmodells mit einer direkten Stimulation anhand des
Endotoxins von B. vulgatus
Von den vorangegangenen Messungen der basolateralen LPS Konzentrationen war bekannt,
dass diese sich im Kokulturmodell bei Stimulation mit Bakterien bei ca. 200 pg/ml befinden.
Bei Stimulation mit B. vulgatus LPS konnten je nach apikal zugesetzter Konzentration
zwischen 10 und 2000 pg/ml basolateral gemessen werden (vgl. Tabelle 68). In den
vergleichenden Untersuchungen der im Kokulturmodell basolateral gemessenen
Zytokinkonzentrationen an TNF-a bei 12-stiindiger Inkubation mit 1x107 KBE B. vulgatus

und den direkt mit B. vulgatus LPS stimulierten PBMCs, so hatte eine Stimulation im
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Kokulturmodell mit Bakterien im Vergleich zu einer direkten Stimulation mit 2 pg/ml
(p=0,007) bzw. 20 pg/ml (p=0,031) des Bakterien LPS hohere Zytokinausschiittungen zur
Folge. Eine Stimulation mit 1 pg/ml LPS im Kokulturmodell fiihrte im Vergleich zur
Direktstimulation mit mit 2 pg/ml (p=0,022) ebenfalls zu htheren TNF-a-Konzentrationen.
Dagegen waren keine Unterschiede zwischen den mit 10 pg/ml LPS im Kokulturmodell und
samtlichen direkt stimulierten Versuchsbedingungen messbar. Die mit 100 ug/ml B. vulgatus
LPS im Kokulturmodell stimulierten Ansétze fiihrten zu hoch signifikant hoheren TNF-a-
Konzentrationen als die direkt mit 2, 20 und 200 pg/ml (p<0,001) direkt stimulierten
Versuchsansitze (vgl. Tabelle 71 und Tabelle 72, Abbildung 39).

Bei IL-8 waren keinerlei Unterschiede in der Zytokinausschiittung zwischen sdmtlichen

Stimulationsbedingungen der Direktstimulation und des Kokulturmodells zu messen.

Tabelle 71: TNF-a- und IL-8-Konzentrationen (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD))
nach 12-stiindiger Inkubation und Stimulation mit B. vulgatus bzw. dessen Endotoxin LPS im
Kokulturmodell bzw. bei direkter Stimulation mit verschiedenen Konzentrationen des Endotoxins
von B. vulgatus. Die Messung erfolgte mittels ELISA.

TNF-a (pg/ml) IL-8 (ng/ml)
MW + SD p MW + SD p
(N) ANOVA (N) ANOVA

B. vulgatus im ;
Kokulturmodell 1x107KBE/ml | 27 £17 (24) 22 +16 (24)

1 pg/ml 26 £19 (27) 22116 (27)
B. vulgatus LPS im
Kokulturmodell 10 pg/ml 48 £102 (9) 22+15(9)

100 pg/ml 255 =370 (10) <0,001 36 =14 (10) 0,030

2pg/ml 4+3(8) 10+ 4 (8)
B. vulgatus LPS bei 20pg/ml 9114 (8) 11£7(8)
Direktstimulation 200pg/ml 7+4(8) 1316 (8)

2000pg/ml 91+92(8) 40 £ 32 (8)
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Tabelle 72: Signifikanzniveau (p) der TNF-a- und IL-8-Konzentrationen beim direkten Vergleich der
Versuchsbedingungen der Direktstimulation mit dem Kokulturmodell bei Stimulation mit B. vulgatus
LPS in Tukey’s Honest Signifikance Test.

1Y 1Y
TNF-a IL-8
Kokulturmodell 1 10 100 1 10 100
Ix107 pg/ml pg/ml  pg/ml Ix107 pg/ml pg/ml pg/ml
Direktsti lati
rrekistimitation KBE/ml “rps’ "I'ps 1ps |KBEML Tpe ps Ips
2 pg/ml 0,007 0,021 0,169 <0,001| 0905 0981 0,779 0,086
20 pg/ml 0,031 0,083 0,367 <0,001| 0814 0944 0,673 0,054
200 pg/ml 0,188 0,376 0,758 <0,001 | 0,998 1,000 0,973 0,286
2000 pg/ml 0,657 0372 0471 0,404 0,865 0,653 0,997 0,999
400 ac 60
350 - -
f 300
g 250 g e
% 200 g 30
w 150 a S o |
= 100 b T 20
) A —— SR A_|> 10
NIl =N - " | | |
B. Tpg/ml 10 100 direkt 2 direkt  direkt  direkt B. Tug/mi 10 00 direkt2  direkt direkt  direkt
vulgatus  LPS pg/m pgiml pg/ml 20 200 2000 vulgatus  LPS pa/ml pg/m pg/ml 20 200 2000
IPS LPS LPS pa/ml  pg/m  pgiml LPS LPs LPS pagim  pgim  pg/mi

LPS LPS LPS LPS LPS LPS

Abbildung 39: TNF-a- und IL-8-Konzentrationen (Mittelwerte und Standardfehler) nach 12-stiindiger
Inkubation und Stimulation Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml B. vulgatus bzw. dessen LPS im
Kokulturmodell bzw. nach direkter Stimulation. Mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnete
Sédulen unterscheiden sich signifikant.

4.6.1.3 Vergleich des Kokulturmodells mit einer direkten Stimulation anhand des
Endotoxins von B. vulgatus MPK
Bei den Messungen der basolateralen LPS Konzentrationen im Kokulturmodell ergaben sich
im Mittel ca. 10 pg/ml LPS nach einer Stimulation mit 1x107 KBE Bakterien und
Konzentrationen zwischen 0 und 550 pg/ml LPS nach Stimulation mit 1 bis 100 pg/ml
apikal LPS (vgl. Tabelle 68). Auch fiir B. vulgatus MPK wurde der Vergleich der
Zytokinkonzentrationen bei Stimulation im Kokulturmodell und bei direkter Stimulation der
PBMCs mit verschiedenen LPS Konzentrationen durchgefiihrt. In Bezug auf die durch die
Stimulation induzierte basolaterale IL-8-Konzentration war kein Unterschied zwischen

direkt stimulierten Lymphozyten und dem Kokulturmodell messbar. Die durch die direkte
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Stimulation mit samtlichen Konzentrationen an B. vulgatus MPK LPS induzierten TNF-a-
Konzentrationen waren hoch signifikant bzw. signifikant niedriger, als die mit Bakterien
stimulierten Kokulturmodellansidtze (vgl. Tabelle 73, Abbildung 40) (p(2pg/ml)=0,003;
p(20pg/ml)=0,001; p(200pg/ml)=0,024; p(2000 pg/ml)=0,042).

Tabelle 73: TNF-a- und IL-8-Konzentrationen (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD))
nach 12-stiindiger Inkubation und Stimulation mit B. vulgatus MPK bzw. dessen Endotoxin LPS im
Kokulturmodell bzw. bei direkter Stimulation mit verschiedenen Konzentrationen des Endotoxins

von B. vulgatus MPK. Die Messung erfolgte mittels ELISA.

TNF-a (pg/ml) IL-8 (ng/ml)
p p
MW = SD (N) ANOVA MW £ SD (N) ANOVA
B. vulgatus MPK im 1x107
+ +
Kokulturmodell KBE/ml 28+13 (24) 19+16 (24)
1 pg/ml 18+ 16 (8) 20+ 13 (8)
B. vulgatus MPK LPS
i Kokulturmodell 10 pg/ml 11 +£6(10) 15+£9 (10)
100 pg/ml 27 37 (10) <0,001 21 +16 (10) 0,089
2 pg/ml 9+10(8) 10+ 4 (8)
B. vulgatus MPK LPS 20 pg/ml 7x3(8) 7x2(8)
bei Direktstimulation 200 pg/ml 10 + 8 (8) 942 (8)
2000 pg/ml 9+4(8) 14+ 8 (8)
45
40 G
3
L
% 25 -+ c ]
S22 | [
L 45 || b,c b.c b.c "
p=d S ! : D,C
F 10 L T b,c T
51 o T
0 . . . . . .
Bv. 1pg/ml 10 100 direkt 2 direkt direkt  direkt
MPK LPS  pg/m  pg/ml  pg/ml 20 200 2000
LPS LPS LPS pg/m  pg/ml  pg/ml

LPs PSS LPS

Abbildung 40: TNF-a-Konzentrationen (Mittelwerte und Standardfehler) nach 12-stiindiger
Inkubation und Stimulation Stimulation mit 1 x 107 KBE/ml B. vulgatus MPK bzw. dessen LPS im
Kokulturmodell bzw. nach direkter Stimulation. Mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnete

Sédulen unterscheiden sich signifikant.
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4.6.2 Inhibierung der immunstimulatorischen Eigenschaften von LPS durch
basolaterale Zugabe von LPS bindenden Peptiden

Vor allem bei E. coli K12 hatte die direkte Stimulation mit der entsprechenden Menge LPS,
wie sie auch im basolateralen Kompartiment des Kokulturmodells gemessen wurde, eine
vergleichbare Zytokinproduktion durch die Lymphozyten zur Folge. Deshalb sollten hier
mit Hilfe von Endotoxin bindenden Peptiden das permeierte LPS im basolateralen
Kompartiment des Kokulturmodells gebunden werden und so die direkte Stimulation der

Leukozyten inhibiert werden.

4.6.2.1 Inhibierung der immunstimulatorischen Eigenschaften von LPS mit Hilfe von
Polymyxin

Basolateral eingesetztes Polymyxin inhibierte die durch apikaler Stimulation mit 1 pg/ml

E. coli K12 LPS induzierte Ausschiittung von TNF-a und IL-8 vollstandig (p<0,001) (vgl.

Tabelle 74, Abbildung 41).

Tabelle 74 TNF-a- und IL-8-Konzentration (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD)) nach
12-stiindiger Inkubation und Stimulation mit apikal 1 pug/ml E. coli K12 LPS, basolateral 10 pg/ml
Polymyxin B sowie der Kombination aus beiden im Kokulturmodell.

TNF-a (pg/ml) IL-8 (ng/ml)
mwspNny P | Mwrspew PO
Kontrolle 8+5(17) 17 +17 (17)
E. coli K12 LPS 6109 £+ 2251 (19) 223 + 1445 (19)
PM-bl 10pg/ml + K12 Ipg/ml 5+6(10) <0,001 15 +19 (10) <0,001
PM-bl 10pg/ml 54 (10) 7 +4(10)
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Abbildung 41: TNF-a- und IL-8-Konzentration (Mittelwerte und Standardabweichungen) nach
12-stiindiger Inkubation und Stimulation mit apikal 1 pg/ml E. coli K12 LPS, basolateral 10 pg/ml
Polymyxin B sowie der Kombination aus beiden im Kokulturmodell. Mit unterschiedlichen
Buchstaben gekennzeichnete Sdulen unterscheiden sich signifikant.

4.6.2.2 Inhibierung der immunstimulatorischen Eigenschaften von LPS mit Hilfe von
Colistin

Auch Dbasolateral zugegebenes Colistin inhibierte eine Zytokinproduktion im

Kokulturmodell. Die Produktion von TNF-a wurde auf 0,6 % der durch E. coli K12 LPS

induzierten TNF-a-Konzentration reduziert (p<0,001), wahrend die IL-8-Produktion noch ca.

10% betrug (p<0,001) (vgl.Tabelle 75, Abbildung 42).

Tabelle 75: TNF-a- und IL-8-Konzentration (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD))
nach 12-sttindiger Inkubation und Stimulation mit apikal 1 pug/ml E. coli K12 LPS, basolateral 10
pg/ml Colistin sowie der Kombination aus beiden im Kokulturmodell.

TNF-a (pg/ml) IL-8(ng/ml)
MW + SD (N) Anova|  MWEsDN P
Kontrolle 8+5(17) 17417 (17)
E. coli K12 LPS 6109 + 2251 (19) 223 + 143 (19)
Colistin + E. coli K12 LPS 37450 (8) <0,001 204120 (8) <0,001
Colistin 4 +4(8) 914 (8)
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Abbildung 42: TNF-a- und IL-8-Konzentration (Mittelwerte und Standardabweichungen) nach 12-
stiindiger Inkubation und Stimulation mit apikal 1 pg/ml E. coli K12 LPS, basolateral 10 pg/ml
Colistin sowie der Kombination aus beiden im Kokulturmodell. Mit unterschiedlichen Buchstaben
gekennzeichnete Saulen unterscheiden sich signifikant.

4.6.3 Reihenfolge der Stimulation im Kokulturmodell

Zur Ermittlung der Reihenfolge der Stimulation wurde die RNA sowohl aus CaCo-2-Zellen,
wie auch aus PBMCs isoliert und der Anteil der IL-8-mRNA im Verhiltnis zur 185-RNA in
einer quantitativen real time RT-PCR gemessen. Dabei ergab sich nur bei der, aus 12 h
inkubierten CaCo-2-Zellen isolierten RNA, ein signifikant hoheres IL-8/18S Verhiltnis bei
Stimulation mit E. coli K12 als bei den Negativkontrollen. Bei der aus PBMC isolierten RNA
waren keine signifikanten Unterschiede in dem exprimierten IL-8/185-RNA messbar, jedoch
war in der RNA aus PBMC bedeutend mehr IL-8-RNA enthalten. Ausserdem war bereits
nach 4 h Inkubationszeit in der aus PBMC isolierten RNA bei Stimulation mit 1x107 KBE/ml
E. coli K12 ein Trend zu einem hoheren, IL-8/18S Verhiltnis zu finden als bei der
Negativkontrolle. Nach 12 h Inkubation war dieser Trend sogar noch ausgeprigter zu

beobachten.

Tabelle 76: IL-8/18S RNA (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD)) des mittels real time
RT-PCR gemessenen Verhaltnisses von IL-8/18S in der aus CaCo-2-Zellen bzw. PBMC isolierten RNA
nach 4- und 12-sttindiger Inkubation sowie apikaler Stimulation mit 1 pg/ml E. coli K12 LPS bzw. der
Negativkontrolle im Kokulturmodell.

MW £SD (N) studenf’s t-test
Kontrolle E. coli K12
CaCo 4h 2,28 £7,20 (10) 0,02 £0,02 (10) 0,358
PBMC 4h 9,77 £10,57 (10) 21,14 £ 19,21 (10) 0,119
CaCo 12h 0,05+0,12 (14) 1,92+ 3,55 (13) 0,003
PBMC 12h 25,36 + 28,81 (14) 138,01 £328,58 (12) 0,064
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Abbildung 43: IL8/185 RNA Verhiltnisses in der aus CaCo-2-Zellen bzw. PBMC isolierten RNA
(Mittelwerte und Standardfehler) nach 4- und 12-stiindiger Inkubation und Stimulation mit 1 pg/ml
E. coli K12 LPS apikal bzw. der Kontrolle im Kokulturmodell. Die Messung erfolgte mittels qRT-PCR.
Mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnete Sdulen unterscheiden sich signifikant.
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4.7 Lasst sich eine Stimulation durch nicht stimulierende

Bakterien oder deren Endotoxine verringern?

Probiotische und kommensale Keime sowie deren Membranbestandteile fiihrten zu keiner
Immunstimulation im Kokulturmodell. Deshalb sollte eine mogliche inhibierende Wirkung
einer Basisstimulation untersucht werden. Als Basisstimulans dienten 1x107 KBE/ml E. coli

K12 bzw. bei den Membranbestandteilen 1 ug/ml E. coli K12 LPS.

4.7.1 Inhibierung der von E. coli K12 induzierten Immunstimulation durch
Kostimulation mit nicht stimulierenden Bakterien

4711 Kostimulation von E. coli K12 mit B. bifidum

Bei einer Kostimulation von E. coli K12 mit 1x107 KBE/ml B. bifidum ergaben sich im
student’s t-test keine Unterschiede zu den nur mit E. coli K12 stimulierten Versuchsansatzen.
Das B. bifidum war, wenn es in der gleichen Konzentration und zum gleichen Zeitpunkt dem
Versuch zugesetzt wurde, wie das Basisstimulans nicht in der Lage, eine Anderung der

Basisstimulation hervorzurufen (vgl. Tabelle 77).

Tabelle 77: TEER-Differenzen, Permeabilititen, TNF-a-, IL-8-, IL-6-, IL-10- und IFN-y-
Konzentrationen  sowie  basolaterale = LPS-Konzentrationen  (Mittelwerte  (MW)  und
Standardabweichungen (SD)) nach Stimulation mit E. coli K12 bzw. Kostimulation von E. coli K12 und
B. bifidum im Kokulturmodell.

MW = SD (N) p
Zeitpunkt . E. coli K12+ B. student’s
E. coli K12 bifidum t- test
TEER.Diff 4h 40+ 101 (6) -2+ 8 (6) 0,331
-Differenz
(Ohm /cm?) 12h -12+12 (18) -15+ 15 (18) 0,487
72 h -30£ 16 (12) -23+20 (11) 0,389
12h 1+ 12 + 12 0,328
Permeabilitit (%) 0,01£0,03 (12) 0,00£0,00 (12)
72 h 0,62+0,22 (12) 0,80+ 1,01 (11) 0,858
4h 288 £ 194 (12 199 £ 158 (12 0,231
TNF-a (pg/ml) (12) (12)
12h 3275 £ 2089 (24) 2612 + 1451 (23) 0,215
4h 614(12) 6+£2(12) 0,997
IL-8 (ng/ml) 12h 107 £ 61 (24) 109 £+ 45 (23) 0,901
24 h 304 £ 121 (12) 296 £ 103 (11) 0,869
IL-6 (ng/ml) 24 h 24 +£14 (12) 23 +16 (11) 0,887
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MW % SD (N) p
Zeitpunkt . E. coli K12+ B. student’s
E. coli K12 bifidum t- test
IL-10 (pg/ml) 72h 347 +240 (12) 370 +227 (11) 0,815
IFN-y (pg/ml) 72 h 540 + 294 (12) 662 +382 (11) 0,397
4h 102 + 135 (6) 117 + 122 (6) 0,845
LPS basolateral (pg/ml) 12h 28 + 16 (6) 14 £ 8 (6) 0,102
72 h 93+ 173 (6) 73 +109 (5) 0,834
200
150 B
100 | T

(5]
o
I

LPS basolateral (pg/ml)

o

12h 72h

B K12 mK12+B. bifidum

Abbildung 44: Basolateralen LPS-Konzentrationen (Mittelwerte und Standardfehler) nach Stimulation
mit E. coli K12 bzw. Kostimulation von E. coli K12 und B. bifidum im Kokulturmodell.

4.7.1.2 Kostimulation von E. coli K12 mit B. vulgatus

Genauso wie bei der Kostimulation mit B. bifidum ergaben sich auch bei der Kostimulation
mit 1x107 KBE/ml B. vulgatus mit Ausnahme der Permeabilitdt nach 72 h im student’s t test,
keine signifikanten Unterschiede. Jedoch konnte bei TNF-a, IL-6, IL-10 und IFNy ein nicht
signifikanter Trend zu einer geringfiigigen Senkung der durch die Basisstimulation
induzierten Zytokinausschiittung durch B. vulgatus gemessen werden (vgl.Tabelle 78). Die
Permeabilitdt bei Kostimulation war leicht erhoht im Vergleich zu einer Stimulation ohne

Zusatz von B. vulgatus (p=0,05).
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Tabelle 78: TEER-Differenzen, Permeabilititen, TNF-a-, IL-8-, IL-6-, IL-10- und IFN-y-
Konzentrationen (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD)) nach Stimulation mit E. coli
K12 bzw. Kostimulation von E. coli K12 und B. vulgatus im Kokulturmodell.

p
+
Zeitpunkt MW £SD (N) student’s
E. coli K12 E. coli K12 + B. vulgatus - test
TEER-Diff 4h 40+ 101 (6) -1+5 (6) 0,341
1Herenz 12h 12412 (18) 14 +16 (18) 0,602
(Ohm/cm?)
72h 30 £16 (12) 26 +19 (12) 0,601
12h 0,01+£0,03 (12 0,00+ 0,00 (12 0,328
Permeabilitit (%) (12) (12)
72h 0,62+ 0,22 (12) 0,87 0,37 (12) 0,050
4h 288 + 194 (12 200£172 (12 0,255
TNF-a (pg/ml) (12) (12)
12h 3275 + 2089 (24) 2565 + 1563 (24) 0,189
4h 6+4(12) 7+3(12) 0,552
IL-8 (ng/ml) 12h 107 + 61 (24) 126 + 53 (24) 0,264
24 h 304 £121 (12) 307 +114 (12) 0,945
IL-6 (ng/ml) 24 h 24 +14 (12) 13 +11 (10) 0,074
IL-10 (pg/ml) 72h 347 +240 (12) 271 £198 (12) 0,408
IFN-y (pg/ml) 72h 540 +294 (12) 429 + 346 (12) 0,406
4000 30000
_ 3500
£ 3000 25000
£ 2500 € 20000 |
£ 2000 £ 15000 | I
v 1500 © |
% 1000 _ 10000
500 5000 |
0 . : 0
4h 12h 24h
m K12 0 K12+ B. vulgatus B K12 0OK12+B. vulgatus
500 700
- 600 T
= 40 € 500 - T
E T ES; |
S 300 4 g 400 -
S 200 | £ 300
o £ 200 |
1001 2 100 -
0 = 0
72h 72h
mK12 OK12+B. vulgatus mK12 ©OK12+B. vulgatus

Abbildung 45: TNF-a-, IL-6-, IL-10- und IFN-y-Konzentrationen (Mittelwerte und Standardfehler)
nach Stimulation mit E. coli K12 bzw. Kostimulation von E. coli K12 und B. vulgatus im
Kokulturmodell.
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4.7.1.3 Kostimulation von E. coli K12 mit Lb. rhamnosus GG

Die Kostimulation mit 1x107 KBE/ml (1x) und 1x108 KBE/ml (10x) hatte ebenfalls kaum
Verdanderungen der Basisstimulation zur Folge. Unterschiede wurden nur bei der
Permeabilitdit nach 72 h gefunden, wobei die Kostimulation eine geringfiigig hohere
Permeabilitdt aufwies. Bei der TNF-a-Konzentration im basolateralen Kompartiment hatten
die mit 10x Lb. rhamnosus GG kostimulierten Versuchsansitze hohere Konzentrationen als
die Ansatze der Basisstimulation (p=0,026) und der Kostimulation mit 1x Lb. rhamnosus GG
(p=0,007) zur Folge.

Tabelle 79: TEER-Differenzen, Permeabilititen, TNF-a-, IL-8-, IL-6-, IL-10- und IFN-y-
Konzentrationen = sowie  basolaterale = LPS-Konzentrationen — (Mittelwerte  (MW)  und
Standardabweichungen (SD)) nach Stimulation mit 1x107 KBE/ml E. coli K12 bzw. Kostimulation von

E. coli K12 und 1x107 KBE/ml Lb. rhamnosus GG, sowie E. coli K12 und 1x108 KBE Lb. rhamnosus GG im
Kokulturmodell.

+ p
Zeitpunkt MW S P . ANOVA, /
E. coli K12 E. coli K12+ E. coli K12+ student’s

1x Lb. rh. GG 10x Lb. rh. GG t- test
. 4h 40 £101 (6) 4£9(6) 0,416
(Tgfrlz}?gffre“z 12h 12412 (18) 9+13 (18) 0,538
72h 30416 (12) 21+15(12) 0,190
Permeabilitit (%) 12h 029+042 (18) 0,25 0,40 (17) 0,793
72h 0624022 (12)  1,08+0,22 (12) <0,001
INFa (pg/au]) 4h 288+194 (12) 159 %123 (12) 0,065
12h | 4161+2987 (28) 3443+2500 (29) 8033 +1740 (4) | 0,009
4h 6+4(12) 742 (12) 0,689
IL-8 (ng/ml) 12h 131 % 85 (30) 150 £ 111 (29) 210 +103 (5) 0,255
24h 304+121(12) 307 %149 (12) 0,946
IL-6 (ng/ml) 24h 24 +14 (12) 21415 (7) 0,657
IL-10 (pg/ml) 72h 347+240 (12)  223%167 (12) 0,156
IFN-y (pg/ml) 72 h 540 +£294 (12) 455265 (12) 0,463
4h 102 £ 135 (6) 21 +26 (6) 0,134
?plzgs/ml) basolateral | 28 +16 (6) 72 £ 118 (6) 0,678
72 h 93 £173 (6) 44 £ 49 (6) 0,807
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Abbildung 46: TNF-a-Konzentrationen (Mittelwerte und Standardfehler) nach 12-stiindiger
Stimulation mit E. coli K12 bzw. Kostimulation von E. coli K12 und 1x107 KBE/ml Lb. rhamnosus GG
bzw. 1x108 KBE Lb. rhamnosus GG im Kokulturmodell. Mit unterschiedlichen Buchstaben
gekennzeichnete Sdulen unterscheiden sich signifikant.

4.7.2 Inhibierung der von E. coli K12 LPS induzierten Immunstimulation
durch Kostimulation mit nicht stimulierenden LPS

Kostimulation von E. coli K12 LPS mit unterschiedlichen Konzentrationen an

B. vulgatus MPK LPS

4.7.2.1

Bei einer Kostimulation durch 1, 10, 100 pg/ml nicht stimulierendem LPS von B. vulgatus
MPK zu einer Basisstimulation von 1 ng/ml E. coli K12 LPS waren bei der Messung der
Integritdt der CaCo-2 Monolayer keine Unterschiede in den TEER-Differenzen messbar.
Jedoch fiihrten die mit 100 pg/ml B. vulgatus MPK kostimulierten Versuchsansitze im
Vergleich zu den Kontrollansdtzen mit E. coli K12 LPS Stimulation ohne Kostimulation zu

einer signifikant erhohten Permeabilitit (p=0,006) (vgl. Tabelle 80).

Tabelle 80: TEER-Differenzen und Permeabilititen (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen
(SD)) nach 12-stiindiger Stimulation mit E. coli K12 bzw. Kostimulation von E. coli K12 und 1, 10 bzw.
100 pg/ml B. vulgatus MPK LPS im Kokulturmodell.

TEER-Differenz (Ohm/cm?) Permeabilitit (%)
nach 12 h nach 12 h
p p
MW £ SD (N) ANOVA MW £ SD (N) ANOVA

E. coli K12 LPS 1pg/ml -28 £139 (19) 0,87 £ 0,52 (18)
E. coli K12 LPS 1pg/ml +

+ +
B. vulgatus MPK LPS 1ng/ml 15£98 (10) 1,40£0,89 (10)
E. coli K12 LPS 1pg/ml 0,545 0,012
B. vulgatus MPK LPS 10pg/ml 0:+66 (10) 141:£0,82 (10)
E. coli K12 LPS 1pg/ml +

+ +
B. vulgatus MPK LPS 100pg/ml 2985 (10) 2,19 £1,58 (10)
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Auf TNF-a hatte die Kostimulation mit 100 pg/ml B. vulgatus MPK LPS dagegen eine
signifikante Verringerung der basolateralen Konzentration nach 12 h Inkubation im
Vergleich zur Basisstimulation zur Folge (p=0,021) (vgl. Tabelle 81, Abbildung 47). Bei IL-8
konnten dagegen keine derartigen Einfliisse gemessen werden. Jedoch scheint sich die

gleiche Tendenz wie bei TNF-a abzuzeichnen.

Tabelle 81: TNF-a-, IL-8-Konzentrationen (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD)) nach
12-sttindiger Stimulation mit 1x107 KBE/ml E. coli K12 bzw. Kostimulation von E. coli K12 und 1, 10
bzw. 100 pg/ml B. vulgatus MPK LPS im Kokulturmodell.

TNF-a (pg/ml) nach 12 h IL-8 (ng/ml) nach 12 h
p p
mwispn POl Mwrspew (PO
E. coli K12 LPS 1ng/ml 6109+ 2251 (19) 223+ 143 (19)
E. coli K12 LPS 1pg/ml +
+ +
B. vulgatus MPK LPS 1pg/ml 4872+ 1975 (10) 198 +139 (10)
E. coli K12 LPS 1pg/ml 0,032 0,684
+ +
B. vulgatus MPK LPS 10ug/ml 4658+ 062 (10) 189 £ 118 (10)
E. coli K12 LPS 1pg/ml +
+ +
B. vulgatus MPK LPS 100pg/ml 3807+ 1304 (10) 163 £92(10)
8000
7000 a
=
£ 6000 ab—ap
2 5000 | L T b
S 4000 T
1]
L 3000
& 2000 -
1000
0
12h
BKR2 LPS B K12 LPS+B.vugatus MPK fug/mi

O K12 LPS+B vulgatus MPK 10pg/ml 0 K12 LPS+ B.vulgatus MPK 100ug/mi

Abbildung 47: TNF-a-Konzentrationen (Mittelwerte und Standardfehler) nach 12-stiindiger
Stimulation mit E. coli K12 bzw. Kostimulation von E. coli K12 und 1, 10 bzw. 100 ng/ml B. vulgatus
MPK LPS im Kokulturmodell. Mit wunterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnete Sédulen

unterscheiden sich signifikant.

4.7.2.2 Kostimulation von E. coli K12 LPS mit unterschiedlichen Konzentrationen an
B. vulgatus LPS

Im Gegensatz zur Kostimulation mit B. vulgatus MPK konnten keine signifikanten

Veranderungen bei der Messung der Integritit der CaCo-2 Monolayer durch eine der

Versuchsbedingungen gemessen werden (vgl. Tabelle 82).
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Tabelle 82: TEER-Differenzen und Permeabilititen (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen
(SD)) nach Stimulation mit E. coli K12 bzw. Kostimulation von E. coli K12 und 1, 10 bzw. 100 pg/ml B.
vulgatus LPS im Kokulturmodell.

TEER-Differenz (Ohm/cm?) Permeabilitit (%)
nach 12 h nach 12 h
p p
MW = SD (N) ANOVA MW + SD (N) ANOVA

E. coli K12 LPS 1pg/ml -28 £ 139 (19) 0,87+0,52 (18)
E. coli K12 LPS 1ng/ml +
B. vulgatus LPS Tng/ml 5+ 104 (10) 0,90£ 0,81 (10)
E. coli K12 LPS 1pg/ml 0,45 0,212

+ +
B. vulgatus LPS 10pg/ml 25+ 112 (10) 0,96+0,78 ()
E. coli K12 LPS 1ng/ml +

+ +
B. vulgatus LPS 100pg/ml 42+101(10) 146091 (10)

Auch bei den basolateral gemessenen Zytokinkonzentrationen brachte der Zusatz der
verschiedenen Konzentrationen an B. vulgatus LPS keine signifikante Veranderung (vgl.
Tabelle 83, Abbildung 48). Der Trend schien aber zu einer geringeren Zytokinausschiittung
durch Zusatz hoherer Konzentrationen an nicht bzw. gering stimulierendem B. vulgatus LPS

zu gehen.

Tabelle 83: TNF-a-, IL-8-Konzentrationen (Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD)) nach
Stimulation mit 1x107 KBE/ml E. coli K12 bzw. Kostimulation von E. coli K12 und 1, 10 bzw. 100
pg/ml B. vulgatus LPS im Kokulturmodell.

TNF-a (pg/ml) nach 12 h IL-8 (ng/ml) nach 12 h

MW + SD (N) ANOvA | MWESD®) (B
E. coli K12 LPS 1pg/ml 6109 + 2251 (19) 223 + 143 (19)
b oo Lrs oy ™| 5597 £203 00 1655 108 10
b b ™ s V| asesssan O
5 viﬁglituﬁzpsliggugl/ﬁl/ ™| asr1s94a0) 167 +95 (10)
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Abbildung 48: TNF-a-Konzentrationen (Mittelwerte und Standardfehler) nach 12-stiindiger

Stimulation mit E. coli K12 bzw. Kostimulation von E. coli K12 und 1, 10 bzw. 100 ng/ml B. vulgatus
LPS im Kokulturmodell.
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5 Diskussion

5.1 Adaptation der Enterozyten und Leukozyten in Kokultur

vor der Stimulation

Um moglichst in-vivo nahe Bedingungen in-vitro zu schaffen, wurde in dem verwendeten
Kokulturmodell aus Leukozyten und Enterozyten eine 24-stiindige Adaptationsphase der
Leukozyten an die Enterozyten im Vergleich zur direkten Stimulation erprobt. Im Gegensatz
zur Annahme, dass es zu keiner Anderung der durch nichtpathogene E. coli ausgelosten
Immunantwort kommt, zeigte sich eine teilweise signifikante, im Trend eindeutige 50 bis
75% ige Hemmung der Zytokinausschiittung bei den adaptierten Leukozyten. Als mogliche
Ursachen dieser Hemmung kommen eine geringere Stimulierbarkeit aufgrund der Alterung
der Zellen, aber auch die von Parlesak et al. (2004) beschriebene Immunsuppression der
Leukozyten in Prdsenz von Enterozyten in Betracht. Dabei wird die Expression des
endotoxinspezifischen Korezeptors CD14 in Anwesenheit von IEC reduziert (Haller et al.
2002a). Dies entspricht auch den in der Mucosa vorherrschenden Bedingungen, wo diese
klassischen Oberflachenantigene der Monozyten auch nur in geringem Umfang exprimiert
werden und als ein Mechanismus oraler Toleranz zu werten sind. Dies wird auch insofern
bestatigt, als dass derartig immunsupprimierte Monozyten nicht bei Patienten mit IBD
nachgewiesen wurden (Rugtveit et al., 1997). Aufgrund des angewandten Versuchsdesigns
lasst sich nicht eindeutig sagen, welche der beiden moglichen Ursachen fiir die gemessene
Hemmung in der Zytokinausschiittung verantwortlich ist. Die Kernfrage dieses
Versuchsaufbaus war es, die prinzipiellen Eigenschaften der Zellen bei sofortiger und mit 24
Stunden verzogerter Stimulation zu vergleichen wobei die PBMCs lediglich als Biomarker
dienten, so dass die Ursache der Immunsuppression aufgrund verzogerter Stimulation von
sekundérer Bedeutung ist.

Auch die Interaktion der Leukozyten mit den Enterozyten ist in beiden Modellen via
16slicher Faktoren gewdhrleistet, so dass eine Stimulierbarkeit bei beiden Versuchsdesigns
moglich ist. Einzig die Effekte bei sofortiger Stimulation fallen deutlicher aus weswegen fiir
alle weiteren Versuche aufgrund der hoheren Sensitivitit die direkte Stimulation gewdahlt

wurde.
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5.2 Stimulationspotentiale probiotischer und kommensaler

Bakterien in einer Enterozyten-Leukozyten-Kokultur

Die Aussagen tiber Wirkmechanismen und die tatsdchlichen Auswirkungen von
kommensalen Keimen im allgemeinen, sowie probiotischen Bakterien im besonderen, sind in
der Literatur teilweise sehr widerspriichlich. Beispielsweise konnte Tejada-Simon et al.
(1999b) bei Stimulation von RAW 264.7 mit Lb. casei shirota in-vitro eine Steigerung der
TNF-a und IL-6 Produktion messen, wahrend im Tiermodell bei oraler Verabreichung von
Lb. casei shirota an Mduse keinerlei Verdnderungen messbar waren (Tejada-Simon et al.
1999a). Ahnlich widerspriichlich sind auch die Ergebnisse in Bezug auf die durch B. bifidum
ausgeloste Zytokinausschiittung. So zeigten Menard et al. (2004) eine Verringerung der LPS-
induzierten TNF-a Produktion durch Kulturmedium von B. bifidum bei HT29-19 Zellen auf
Transwell Filtern. He et al. (2002) konnten dagegen bei Stimulation von ]777.1 Zellen mit 27
verschiedenen hitzeinaktivierten Bifidobakterien sp. eine erhohte Ausschiittung von TNF-a
und IL-12 durch Bifidobakterien, die hauptsdchlich bei Erwachsenen vorkommen (B.
adolescentis und B. longum), messen. Dagegen fiihrte B. adolescentis zu keiner Induktion der
Ausschiittung des antiinflammatorischen IL-10.

Aus diesem Grund wurden Untersuchungen zum Vergleich der Stimulationspotentiale
verschiedener kommensaler (E. coli K12, B. vulgatus), probiotischer (Lb. casei shirota, Lb.
rhamnosus GG, Lb. johnsonii, B. bifidum, B. wvulgatus MPK, E. faecalis) und
lebensmitteloriginarer (Lb. acidophilus, Lb. sakei) Bakterien durchgefiihrt. Dabei ergaben sich
zwar Unterschiede in der Integritdt der Zellmonolayer, die aber kein Muster hin zu einer
Verdnderung der Permeabilitit bei bestimmten Bakteriengruppen aufwiesen. Dies
widerspricht den Ergebnissen von Madsen et al. (2001), der eine Erhohung der Integritit,
mittels des Mannitol-Flusses in Ussing Kammern, durch die probiotische Mischung VSL#3
messen konnte. Dariiber hinaus konnten Cario et al. (2004) mechanistische Anderungen
beztiglich der Integritit in einer durch TLR-2 via Proteinkinase C vermittelten Erthchung der
Z0O-1 assoziierten Integritit messen. Auch Resta-Lenert et al. (2006) zeigten eine durch
Str. thermophilus und Lb. acidophilus vermittelte Steigerung der Integritit der
Epithelzellschicht durch eine Erhchung der Phosphorilierung von ZO-1 aber auch von
Occludin. In dieser Arbeit konnten diese durch probiotische Bakterien verursachten
Verdanderungen der Integritit weder in erhohten TEER-Differenzen noch in erniedrigten

Fluoerscein-Dextran Permeabilititen gemessen werden. Die vorhandenen uneinheitlichen
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Integritatsunterschiede sind jedoch nicht mit den Stimulationspotentialen der Bakterien
assoziiert, da bei Bakterien wie z.B. B. vulgatus mit einer Permeabilitit von 8% keine stark
erhohte Ausschiittung der gemessenen Zytokine gezeigt werden konnte. Die geringen
Zytokinkonzentrationen der mit Laktobacillen sp., B. bifidum, E. faecalis und B. vulgatus
stimulierten Versuchsansitze konnen somit nicht auf eine durch die Bakterien gestiegene
Dichtigkeit der Zellmonolayer zurtickgefiihrt werden.

Diese Ergebnisse stehen jedoch im Widerspruch zu denen von Haller et al. (2000), der bei
Stimulation eines Kokulturmodells aus CaCo-2-Zellen und humanen PBMC gemessen hat,
dass Lb. sakei zu einer Steigerung der TNF-a-Expression fiihrt. Bestdtigt werden konnte aber,
dass der Zusatz von Lb. johnsonii keine Erh6hung proinflammatorischer Zytokine in diesem
Modell zur Folge hat, genauso wie Riedel et al. (2006) keine Erhohung proinflammatorischer
Zytokine durch Bifidobakterien sp. im Kokulturmodell aus CaCo-2-Zellen und PBMC messen
konnte. Allgemein unterstreichen die FErgebnisse dieser Arbeit, dass gram-positive
probiotische Bakterien nicht zu einer Erhohung der Spiegel von proinflammatorischen
Zytokinen wie TNF-a oder IL-8 fithren (Otte und Podolsky, 2004, Menard et al., 2004,
McCracken et al., 2002). Gram-positive probiotische Bakterien haben demzufolge keine
Auswirkungen auf Epithelzellen und entsprechende darunterliegende Lymphozyten,
hinsichtlich der Ausschiittung der gemessenen Zytokine. Daraus wurde geschlossen, dass
die probiotische Inmunmodulation nicht auf einer Verdnderung der Expression von TNF-q,
IL-8, IL-6, IL-10 und IFN-y erfolgt.

Dennoch belegen verschiedenen in-vitro und in-vivo Studien, dass es bei erkrankten
Versuchstieren oder mittels stimulierender Substanzen senibilisierter Zellen zu einer
Senkung der Ausschiittung proinflammatorischer bzw. zu einer Erhohung
antiinflammatorischer Zytokine kommt (Madsen et al. 2001). Ménard et al. (2004) konnten
beispielsweise eine dosisabhdngige Inhibierung der durch LPS induzierten TNF-a-Sekretion
in einem Kokulturmodell aus HT29 19A-Zellen und mit Endotoxin stimulierten PBMCs
durch Laktobacillen messen. B. breve fiihrte in selbigem Modell sogar zu einer erhohten
Bildung des antiinflammatorischen IL-10. Auch Pena et al. (2003) konnte eine Hemmung der
LPS-induzierten TNF-a-Sekretion durch Lb. rhamnosus messen und Shida et al. (1998) sowie
Matsuzaki et al. (1998) fanden eine dosisabhédngig erhohte Bildung des immunregulierenden

Zytokins IFN-y in mit Ovalalbumin stimulierten Maiusemilzzellen nach Gabe von
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Lb. casei shirota. Diese Steigerung der IFN-y-Konzentration in stimulierten Mdusemilzzellen
konnten Gill et al. (2000) auch bei Fiitterung mit Lb. rhamnosus und Lb. acidophilus messen.
Dies ldsst den Schluss zu, dass nur aktivierte Darmepithelzellen sensibel fiir die protektive
Wirkung gram-positiver probiotischer Bakterien sind. Bestitigt wird dies durch eine in-vitro-
Studie von McCracken et al. (2002), die nur in Anwesenheit von TNF-a eine Erh6hung der
IL-8-mRNA durch Lb. plantarum messen konnte, nicht aber ohne TNF-a-Vorstimulation. Auf
Proteinebene wurde dagegen die IL-8 Sekretion durch Lb. plantarum bei Sensibilisierung mit
TNF-a verringert. Auch Spanhaak et al. (1998) konnten in einer Humanstudie keinen
Einfluss auf Immunparameter von gesunden Probanden bei Supplementierung mit Lb. casei
shirota feststellen. Dagegen konnte in einer Humanstudie mit Kindern, die an atopischem
Ekzem und Kuhmilchallergie erkrankt waren, die TNF-a-Konzentration in Faezes durch
orale Lb. rhamnosus Aufnahme vermindert werden (Majamaa et al., 1997). In einer weiteren
Humanstudie mit Colitis ulcerosa-Patienten konnte durch die Behandlung mit einem
probiotischen Praparat, bestehend aus Enterococcen sp., Bifidobakterien sp. und Laktobacillen
sp., in Biopsieproben eine Verminderung der TNF-a- und IL-13-Konzentrationen sowie eine
Steigerung der mRNA-Menge des antiinflammatorischen IL-10 bewirkt werden (Cui et al,,

2004).

Aber nicht nur gram-positive probiotische Bakterien fithren in den durchgefiihrten
Experimenten zu keiner Verdnderung der Zytokinaussschiittung im Vergleich zur
Negativkontrolle, sondern auch die gram-negativen Kommensalen: ein B. vulgatus Isolat,
sowie der B. wvulgatus MPK. Einzig E. coli K12 fiihrte zu hoch signifikant gestiegenen
Zytokinkonzentrationen im basolateralen Medium. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von
Waidmann et al. (2003), die in IL-2-defizienten Madusen nur eine Colitis mit E. coli, nicht aber
mit B. vulgatus auslosen konnten und dieser im Gegenteil sogar vor der E. coli-induzierten
Kolitis schiitzte. Daraus wurde geschlossen, dass auch die gram-Eigenschaft nicht die
Ursache fiir die Stimulierbarkeit ist. Eine mogliche Ursache konnte aber die unterschiedliche
Struktur des Endotoxins bzw. dessen Lipid A sein, welches fiir die immunbiologische
Aktivitdt der Endotoxine verantwortlich gemacht wird (Kotani et al., 1985; Westphal et al.,
1954; Galanos et al., 1985; Rietschel et al., 1987).

Allgemein scheint der Crosstalk zwischen Bakterien und Epithelzellen fiir die
Immunantwort von zentraler Bedeutung zu sein. Da die Epithelzellen in direktem Kontakt

mit simtlichen Noxen und luminalen Stimuli stehen, gelten sie als Vermittler der intestinalen
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Immunantwort (Haller und Jobin, 2004). Dabei erfolgt die Initiation der Signalvermittlung
iber die extrazelluldr lokalisierten toll-like-Rezeptoren (TLR), sowie die intrazelluldren
NOD-Protein-Rezeptoren (Bonen et al., 2003). Die durch LPS induzierte Signalvermittlung
geschieht tiber TLR4, wahrend fiir die Oberflichenbestandteile gram-positiver Bakterien,
Flagellin und unmethylierte CpG TLR2, TLR5 und TLR9 verantwortlich sind. Auch die
Signalvermittlung samtlicher Stimuli, kommensaler und probiotischer Bakterien, erfolgt iiber
die Rezeptorfamilien TLR und NOD Rezeptoren (Cario et al., 2002a). So konnten Haller et al.
(2003, 2002b) eine Phosphorylierung von RelA aufgrund des nicht pathogenen kommensalen
B. vulgatus in Primérkultur und IEC Linien nachweisen. Diese Aktivierung des Epithels
wurde bei mit B. vulgatus monoassoziierten Ratten bestdtigt. Gleichzeitig konnte jedoch
keine Induktion der darunter lokalisierten Immunzellen der Lamina propria nachgewiesen
werden, was ausschlieflich auf eine partielle NFxB-Aktivierung der Mucosa schliefien lésst.
Diese fehlende Aktivierung der basolateralen Lymphozyten kénnte eine Erkldrung fiir die
geringen Zytokinkonzentrationen im angewandten Kokulturmodell bei Stimulation mit
beiden Stammen des B. vulgatus sein. Gegen diese Hypothese spricht jedoch, dass in dieser
Arbeit keine erhohten IL-8-mRINA-Spiegel in CaCo-2-Zellen gemessen werden konnten.
Diese fehlende Stimulierbarkeit konnte aber auch an einem wie von Neish et al. (2000) ftir
nichtvirulente Salmonella sp. beschriebenen Mechanismus liegen, der die angeborene
Immunantwort tiber regulatorische Elemente des NFxB-Signalweges herunterreguliert.
Ahnlich Mechanismen kénnten auch die Ursache dafiir sein, dass E. faecalis in den Versuchen
im Kokulturmodell zu keiner Zytokinausschiittung oder Expression von IL-8-mRNA in
CaCo-2-Zellen fiihrt. Dies widersprdche aber den Ergebnissen von Ruiz et al. (2005a), die
auch fiir E. faecalis bei Wildtyp Médusen eine voriibergehende, bei IL-10 defizienten Mdusen
eine persistierende RelA-Phosphorylierung sowie einer Erhchung der NFxB abhidngigen
Gene gemessen haben. Fiir eine Aktivierung des darmassoziierten Immunsystems durch
E. faecalis spricht auch, dass IL 10-/- 129 SvEv Mause nach 12 bis 16 Tagen mit E. faecalis eine
experimentelle Colitis entwickeln (Balish und Warner, 2002). Auch fiir B. lactis konnten Ruiz
et al. (2005b) eine RelA-Phosphorylierung messen, die im Gegensatz zur Stimulation mit
B. vulgatus, auch eine p38 MAPK-Phosphorylierung in IEC Linien zur Folge hatte und die
IL-6-Genexpression erhohte. Dies widerspricht aber den Ergebnissen dieser Arbeit, in der es
bei Stimulation mit B. bifidum weder zu einer erhohten Zytokinausschiittung noch zu einer

vermehrten IL-8-Expression in CaCo-2-Zellen kam.
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Dass es im Gastrointestinaltrakt des gesunden Menschen trotz Anwesenheit der oben
genannten Bakterien zu keinen pathologischen Verdanderungen kommt, spricht dafiir, dass
Mechanismen existieren, die aktivierende Signale regulieren und damit eine permanente
Aktivierung der IEC und chronische Entziindung verhindern. An der Regulation der
Proteine, die in ihrer Expression von der Aktivierung von TLR abhédngen sind IRAK-M, toll-
interacting protein (TOLLIP), A20 und der peroxisome proliferator-activated receptor
(PPAR) y beteiligt. IRAK-M gilt dabei als ein regulatorisches Protein der LPS-Toleranz, da es
stark durch LPS induziert wird und iiber einen Feedback-Mechanismus die immunologische
Reaktion herunterzuregulieren vermag (Kobayashi et al., 2002). Damit verhindert es eine
permanente  Stimulation durch LPS, was v.a. in Bereichen mit hohen
Endotoxinkonzentrationen wie im Gastrointestinaltrakt von grosser Bedeutung ist. Eine
derartige Hemmung der Immunreaktion kénnte in dem angewandten Kokulturmodell z. B.
die Einstellung der Produktion von IL-1p und TNF-a nach ca. 12 h sein (Parlesak et al., 2004).
Dartiber hinaus konnte auch die nach 72 h gemessene Erhohung der IL-10-Konzentration
eine beginnende Immunreaktion hemmen und so einen chronischen Entziindungsprozess
durch E. coli unterbinden. Ein weiteres Protein zur Modulation des Stimulationsprozesses im
Intestinum ist TOLLIP (Melmed et al., 2003, Otte et al., 2004), das sowohl mit TLR4 als auch
mit TLR2 assoziiert und somit die IRAK-Phosphorylierung unterbindet (Harton et al., 2002).
Auch PPARYy ist neben verschiedenen zelluldiren Funktionen in der Lage, die Expression
proinflammatorischer Gene sowie die Induktion einer experimentellen Colitis, zu verhindern
(Desreumaux et al., 2001). Dariiber hinaus hat die kommensale Flora via TLR4 einen Einfluss
auf die Expression von PPARy (Dubuquoy et al, 2003). Auch hier findet sich ein
Erklarungsansatz fiir die geringen Zytokinkonzentrationen v. a. bei den mit B. vulgatus
stimulierten Versuchsansaitzen. So konnten Haller et al. (2003, 2002b) durch B. vulgatus zwar
eine erhohte RelA Phosphorilierung messen, jedoch konnte in den Versuchen dieser Arbeit
weder eine erhthte Zytokinkonzentrationen noch mRNA-Expression proinflammatorischer
Zytokine gemessen werden. Dies konnte darin begriindet sein, dass aufgrund der
Interaktion des Endotoxins mit TLR4 vermehrt PPARy exprimiert wurde und damit
verbunden sich die Expression NFxB abhédngiger proinflammatorischer Gene verringerte
(Desreumaux et al., 2001). Als letztes regulatorisches Protein fiir NFxB ist das zinc finger
protein A20 zu nennen (Beyaert et al., 2000), welches wie PPARy durch einzelne Bakterien
der Intestinalflora beeinflusst wird. So konnten Ruiz et al. (2005b) zeigen, dass B. lactis BB12,

nicht aber B. vulgatus die mRNA Expression von A20 in Primérkulturen intestinaler
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Epithelzellen sowie IEC Linien erhoht. Ein weiterer Erkldrungsansatz fiir die geringen
Zytokinkonzentrationen bei Stimulation mit probiotischen Bakterien, E. faecalis und
Bacteroides konnte eine durch unmethylierte CpG via TLRY verursachte Inmunsuppression
sein (Rachmilewitz et al., 2004).

Auch auf Zytokinebene sind verschiedene Inhibierungsmechanismen im Gespriach. So
entwickeln IL-10-defiziente Méduse in einer SPF (specific pathogen free) Umgebung eine
Colitis, widhrend sie unter keimfreien Bedingungen gesund bleiben. Dies zeigt zum einen,
dass Antigene aus der kommensalen Mikroflora in der Lage sind einen Entziindungsprozess
des Darmes auszulsen, es belegt aber auch, dass IL-10 massgeblich an der Vermeidung
eines solchen beteiligt ist. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die IL-10-
Konzentrationen im basolateralen Kompartiment bei Stimulation mit dem nichtpathogenen
E. coli K12 nach 72 h deutlich angestiegen waren. Dabei steigt die Konzentration bis zu einem
Maximum bei ca. 30 Stunden und bleibt dann konstant (Parlesak et al., 2004). Diese
IL-10-Ausschiittung konnte ein Grund dafiir sein, dass es durch E. coli, trotz der schnellen
Freisetzung verschiedener proinflammatorischer und regulatorischer Zytokine in diesem
Modell, zu keiner chronischen Entziindung im gesunden GIT kommt. Neben IL-10 gilt auch
TGF-p als zentrales antiinflammatorisches Zytokin, da in zahlreichen Tierversuchen belegt
werden konnte, dass TGF-p-defiziente Tiere oder Tiere mit inhibiertem TGF-p Signalweg
eine Colitis entwickeln (Kulkarni et al., 1995, Hahm et al., 2001). Fuss et al. (2002) sowie Ruiz
et al. (2005a) wiesen einen indirekten Effekt von IL-10 auf die TGF-p-Sekretion in der Lamina
propria nach und zeigten damit eine Wechselwirkung zwischen IL-10 und TGF-p auf. Da
aber aufler bei E. coli K12 keine erhohten Zytokinkonzentrationen gemessen werden
konnten, ist die Ursache fiir die fehlende Immunreaktion bei probiotischen und
kommensalen Bakterien nicht auf Ebene einer Stimulation der nachgeschalteten Regulation
von Zytokinen angesiedelt.

Eine weitere Variante der Suppression der Zytokinausschiittung konnte durch das
verwendete Modell aus basolateralen PBMCs und apikalen CaCo-2-Zellen vermittelt sein. So
wurde bei direkter Stimulation der basolateralen PBMCs eine Hemmung der
Zytokinausschiittung bei apikaler Anwesenheit von CaCo-2-Zellen gemessen (Parlesak et al.,
2004). Dabei konnte es sich um eine Unterdriickung der Expression von PAMP-spezifischen
Rezeptoren (CD14) durch CaCo2-Zellen in einem Kokulturmodell aus PBMCs und CaCo-2-
Zellen handeln (Haller et al.,, 2002a). Aufierdem bestitigt es die Theorie, dass die
Immunantwort von IEC auf nicht pathogene kommensale Bakterien durch die

darunterliegenden Lamina propria-Lymphozyten reguliert wird (Strober, 1998).
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5.3 Stimulationspotentiale verschiedener E. coli sp. im

Kokulturmodell

Da einzig E. coli K12 erhohte Zytokinkonzentrationen in dem verwendeten Modell
induzierte, sollte die Frage beantwortet werden, inwiefern sich die Stimulationspotentiale
probiotischer, apathogener und pathogener E. coli sp. unterscheiden. Die Integritit der
CaCo-2 Monolayer blieb iiber den Zeitrahmen des Versuchs stabil. Erst nach 72 h stiegen die
Permeabilitdtswerte leicht an. Dies bestitigt die Ergebnisse von Canil et al. (1993), der bei
Zugabe von EPEC einen Abfall der TEER Werte entlang einer CaCo-2 Monolayer messen
konnte. Dieser Abfall konnte durch Zugabe von Antibiotika vermieden werden, was sich
auch in den in dieser Arbeit gemessenen Daten wiederspiegelt. Die von Philpott et al. (1996)
beschriebene Verringerung des TEER und damit verbundene Erhohung der Permeabilitét bei
der Inkubation von T84-Zellen mit EPEC ohne Antibiotikazugabe ist mit dem vorliegenden
Versuchsaufbau mit Antibiotikazusatz nicht vergleichbar. Ursache fiir eine derartige
Anderung des TEER kann nach McNamara et al. (2001) das durch EPEC produzierte EspF-
Protein sein, welches ins Zellinnere der eukariotischen Zelle sekretiert wird. Auch Shifflett et
al. (2005) sehen EspF als Ursache der frithen Zerstorung der Tight Junction-Barrierefunktion.
Eine Anderung der Integritit der Epithelzellschicht konnte aber in den durchgefiihrten
Experimenten nicht beobachtet werden.

Deshalb wird davon ausgegangen, dass die Unterschiede in den Zytokinkonzentrationen
einzig auf die unterschiedlichen Eigenschaften der einzelnen E. coli sp. zuriickzufiihren sind.
Dabei zeigt sich, dass E. coli K12 zu allen Zeitpunkten die hochsten Konzentrationen an
TNF-a, dicht gefolgt von E. coli Nissle, induziert. Der Zusatz von EPEC dagegen hat
signifikant bis hochsignifikant geringere TNF-a-Konzentrationen zur Folge. Erstaunlich ist v.
a. die starke TNF-a-Induktion durch E. coli Nissle, der als probiotisches Therapeutikum
eingesetzt wird. Auch Hockertz (1991) konnte in Peritonealmakrophagen der
C57 BL/6-Maus nach 24 stiindiger Inkubation eine starkere TNF-a-Sekretion bei Stimulatin
mit abgetoteteten E. coli Nissle messen als mit E. coli O111:B4 LPS. Ebenfalls eine Erhohung
der Expression proinflammatorischer Zytokine konnten Ukena et al. (2005) in CaCo-2-Zellen
und im Mausmodell nachweisen. Die geringe TNF-a Ausschiittung aufgrund der
Stimulation mit dem enteropathogenen E. coli EPEC ist erstaunlich, da zu erwarten war, dass
EPEC zu besonders hohen Konzentrationen an proinflammatorischen Zytokinen fiihrt

(Haller et al., 2000). Auch bei IL-10 und IFN-y induziert E. coli K12 im Vergleich zu den
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anderen beiden E. coli spp. die hochste und EPEC die niedrigsten Zytokinkonzentrationen.
Klapproth et al. (2000) konnten eine dhnlich niedrige, aber nicht signifikante Verringerung
der Zytokinkonzentrationen von IL-2, IL-4, IL-5, IFN-y durch EPEC im Vergleich zu einem
kommensalen E. coli messen. Diese fiihren sie auf die Aktivitdt eines (LIF) lymphocyte
inhibitory factors zurtick (Klapproth et al., 2000). Bei IL-8 wurden bei Stimulation mit E. coli
K12 ebenfalls die hochsten und bei EPEC die niedrigsten Konzentrationen unter den E. coli
sp. gemessen. Wie bei TNF-a waren die Zytokinkonzentrationen bei Stimulation mit E. coli
Nissle nur geringfiigig niedriger als bei E. coli K12. Auch bei IL-6 wurden bei Stimulation mit
EPEC die niedrigsten Konzentrationen gemessen, wahrend E. coli Nissle zu den hochsten,
allerdings nicht signifikant hoheren Konzentrationen, als E. coli K12 fiihrte. Hockertz (1991)
konnte ebenfalls hohere IL-6-Konzentrationen bei Stimulation von Mausemakrophagen mit
E. coli Nissle als bei Stimulation mit E. coli O111:B4 LPS messen. Ausserdem wurden von
Ukena et al. (2005) bei Stimulation von CaCo-2-Zellen mit E. coli Nissle eine um bis zu
zehnfach erhohte Expressionen an proinflammatorischen Molekiilen wie MCP-1, MIP-2a
oder auch MIP-2f im Vergleich zur Kontrolle gemessen, die sich auch in den
Proteinkonzentrationen spiegeln.

DeGrado et al. (2001) zeigten, dass EPEC in der Lage ist, verschiedene
Signaltransduktionswege anzuschalten und damit beispielsweise den ergl (early growth
response factor) (deGrado et al., 2001), eine IL-8 vermittelte Transmigration von PMN
(Savkovic et al., 1996), aber auch eine NFxB-vermittelte IL-8-Sekretion zu induzieren
(Savkovic et al., 1997). Allerdings sind die Zytokinausschiittungen beziiglich IL-6, IL-8, IL-10,
TNF-a und IFN-y in der vorliegenden Arbeit nach Inkubation mit EPEC zu den relevanten
Zeitpunkten stets niedriger, als die von E. coli Nissle und E. coli K12 induzierten
Zytokinkonzentrationen. Diese Hemmung der Zytokinausschiittung konnte, wie bereits
erwahnt, durch Lymphostatin vermittelt sein (Klapproth et al., 2000), da aber die Bakterien
vor dem Zusetzten in die Kokultur gewaschen wurden, und das im Basismedium enthaltene
Antibiotikum die Proteinsynthese und somit die Synthese fiir Lymphostatin inhibiert, ist
eine inhibierende Wirkung von Lymphostatin unwahrscheinlich. Nach Savkovic et al. (2001)
ist jedoch die durch EPEC induzierte Signalweiterleitung zur Initiilerung der
Entziindungsreaktion unabhingig von IL-1p und TNF-a, aber ERK1/2 vermittelt. ERK1/2
ist aber nicht an der Zerstérung der intestinalen Barrierefunktion beteiligt (Savkovic et al.,

2001).
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5.4 Membranbestandteile als Ursache der Immunstimulation

Aufgrund der grossen Unterschiede der Zytokinkonzentrationen zwischen mit gram-
positiven und unterschiedlichen gram-negativen Bakterien stimulierten Versuchsansitzen
stellte sich die Frage nach den Ursachen. Da die Endotoxine der gram-negativen Bakterien
zu den aktivsten Stimulanzien des menschlichen Immunsystems gezdhlt werden (Wiese
et al.,, 1999), lag der Verdacht nahe, dass die gemessenen Unterschiede auf die verschiedenen
Membranbestandteile zuriickzufiihren waren. Aus diesem Grund sollten die Auswirkungen
der Membranbestandteile verschiedener gram-positiver, v. a. aber gram-negativer Bakterien
mit den Wirkungen intakter Bakterien verglichen werden.

Im Bezug auf den transepithelialen Wiederstand und die Permeabilitit ergaben sich
hinsichtlich der Effekte der einzelnen Bakterien und Oberflachenbestandteilen keine
Unterschiede. Auch bei der Permeabilitit des Endotoxins waren keine Unterschiede
zwischen den mit E. coli K12 und 1 pg/ml E. coli K12 LPS stimulierten Ansédtzen zu messen.
Fiir B. vulgatus und B. vulgatus MPK wurden nach Stimulation mit dem Bakterium und 1 bis
10 pg/ml LPS vergleichbare Endotoxinpermeabilititen quantifiziert, wéahrend bei
Stimulation mit 100 pg/ml Endotoxin hochsignifikant hohere Permeabilitdtsraten zu messen
waren. Mit Erhohung der apikalen Endotoxin-Konzentration permeierte aber auch relativ
mehr LPS durch die CaCo-2 Monolayer. Dies konnte moglicherweise auf erhohte
basolaterale TNF-a-Konzentrationen zuriickgefithrt werden, die in der Lage sind, die
parazelluldre Permeabilitdt der CaCo-2 Monolayer zu steigern (Ma et al., 2004). Zareie et al.
(1998) zeigten dariiber hinaus, dass diese epithelialen Verdnderungen durch den Zusatz von
TNF-a-Antikorpern verhindert werden konnen. Des weiteren ist laut Sansonetti et al. (1999)
auch IL-8 ein wichtiger Mediator bei der Entstehung epithelialer Schaden.

Aber auch bei den Zytokinkonzentrationen setzt sich der bei den Endotoxinpermeabilitdten
gemessene Trend fort. Es waren keine Unterschiede in den basolateral gemessenen
Zytokinkonzentrationen zwischen den mit 1x107 KBE/ml Bakterien und 1 bis 10 ng/ml des
jeweiligen Endotoxins stimulierten Versuchsansitzen zu messen. Einzig die mit 100 pg/ml
B. vulgatus LPS stimulierten Ansatze fithrten zu hoch signifikant hoheren TNF-a- und IL-8-
Konzentrationen. Bei B. woulgatus MPK lielen sich aber keine erhohten
Zytokinkonzentrationen, trotz erhohter basolateraler Endotoxinmengen bei Stimulation mit
100 pg/ml B. vulgatus MPK LPS messen. Demnach ist LPS von B. vulgatus im Bioassay
wesentlich weniger aktiv als beispielsweise LPS von E. coli K12. Diese Befunde deckten sich

mit den Ergebnissen von Jotwani et al. (1994) und Poxton und Edmond (1995). Sie konnten
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beim Vergleich verschiedener Endotoxine, isoliert aus verschiedenen Bacteroides sp. und
eines E. coli, deutliche Unterschiede in der Stimulationsfahigkeit messen. E. coli LPS fiihrte
dabei eindeutig zu den hochsten TNF-a-Konzentrationen im Bioassay, wahrend B. vulgatus
LPS ein vergleichsweise geringes Stimulationspotential aufwies (Poxton und Edmond, 1995).
Auch zwischen den einzelnen Endotoxinen von Bacteroides sp. konnten Poxton und Edmond
(1995) deutliche Unterschiede messen. So induzierte B. vulgatus die geringste TNF-a-
Antwort, wahrend B. fragilis die gut siebenfache TNF-a-Konzentration in humanen
mononukledren Lymphozyten bewirkte (Poxton und Edmond, 1995). Eine geringe, wenn
nicht sogar supprimierte Antwort auf die Stimulation mit B. vulgatus MPK, lassen auch die
Ergebnisse von Waidmann et al. (2003) vermuten, die zeigen konnten, dass B. vulgatus MPK
IL-2-defiziente Mduse vor einer E. coli-induzierten Colitis schiitzt. Dies widerspricht aber
zahlreichen Publikationen, die B. vulgatus als Colitis Ausloser im Tiermodell (Rath et al.,
1996) und beim Menschen (Bamba et al., 1995, Matsuda et al., 2000) postulieren. Aber nicht
nur bei den gram-negativen Bakterien entspricht in der vorliegenden Studie die durch LPS
ausgeloste Zytokinantwort derjenigen, die durch lebende Bakterien bewirkt wird. Auch bei
dem gram-positiven E. faecalis werden bei Stimulation mit Bakterien genauso wenig
Zytokine produziert, wie bei Stimulation mit verschiedenen Konzentrationen des LTA von
E. faecalis. Ausserdem sind die dadurch induzierten TNF-a-Konzentrationen nur ein
Bruchteil der Konzentrationen, die Bhakdi (1991) bei Stimulation von Monozyten mit
E. faecalis LTA (0,5-5 pg/mL) messen konnte. Sie zeigten, dass die Lipoteichonsdure von
E. faecalis in der Lage war, eine dhnlich starke TNF-a-Ausschiittung (im Bereich von 5000-
7000 pg/ml) bei menschlichen Monozyten zu induzieren wie LPS von E. coli 055:B4. Auch
den Ergebnissen von Bruserud et al. (2004) wiedersprechen den Ergebenissen der
vorliegenden Untersuchung. Bruserud et al. (2004) konnten im Mittel bei Stimulation von
humanen PBMC mit LTA von E. faecalis eine Erthohung der IL-1p- und IL-8-Konzentrationen
messen. Laut den Autoren ist aber eine Kontamination des verwendeten LTA mit Endotoxin
auszuschliessen (Gao et al., 2001), so dass dieser Unterschied nur auf die im verwendeten
Kokulturmodell vorhandene Enterozytenschicht zurtickgefiihrt werden kann, die einen
direkten Kontakt des LTA mit PBMC unterbindet. Dies widerspricht aber den mittels
direkter Stimulation von PBMC generierten Daten, bei denen durch Stimulation mit 2, 20,
200 und 2000 pg/ml E. faecalis LTA keine erhohten Zytokinkonzentrationen gemessen

werden konnten. Ausserdem konnten keine Unterschiede zwischen den durch direkte
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Stimulation induzierten Zytokinkonzentrationen und den im Kokulturmodell durch apikale
Stimulation mit 1, 10 und 100 pg/ml E. faecalis LTA induzierten Zytokinkonzentrationen

gemessen werden.

Zur Bestatigung, dass LPS die Ursache der gemessenen Immunantwort ist, wurden Versuche
durchgefiihrt, in denen via verschiedener Endotoxin-neutralisierender-Substanzen das
apikal zugegebene Endotoxin durch gleichfalls apikalen Zusatz neutralisiert wurde. Die
Neutralisierung von LPS erfolgte mittels Polymyxin B und Colistin. Dabei binden die
kationischen Peptide mit hoher Affinitit an Lipid A und neutralisieren so dessen
endotoxische Effekte (Warner et al., 1985). Aufgrund seiner negativen Ladung ist LPS der
optimale Bindungspartner fiir diese polykationischen Peptide (Brandenburg et al., 2004),
Polymyxin inhibierte damit sofort die NFxB-Aktivierung, so dass die TNF-a-Sekretion durch
die PBMCs verhindert wurde (Tsuzuki et al., 2001; Yang et al., 2003). Tsuzuki et al. (2001)
zeigten ausserdem, dass eine Inkubation von PBMC mit Polymyxin B, welches in hoheren
Konzentrationen pyrogen wirksam ist, in einer Konzentration von 10 pg/ml keine Erh6hung
der TNF-a-Bildung zur Folge hat.

Diese Endotoxin-neutralisierende Wirkung der Polymyxine konnte im Rahmen der
vorliegenden Arbeit bestdtigt werden. So inhibierte der apikale Zusatz von Colistin bzw.
Polymyxin B in einer Konzentration von je 10 pg/ml die die basolaterale Ausschiittung von
TNF-a und IL-8 in Gegenwart von Endotoxin aus E. coli K12 (1 pg/ml) in mit Leukozyten
kokultivierten CaCo-2-Zellen. Dieses Inhibition der Zytokinausschiittung bestitigt die
Annahme, dass permeierendes LPS die wichtigste Ursache der Zytokinausschiittung im

Kokulturmodell ist.
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5.5 Vergleich der immunologischen Bioaktivitdt des LPS der
Bacteroides sp. mit der von E. coli K12 bzw.

S. Typhimurium

In den vorliegenden Versuchen konnte gezeigt werden, dass das Endotoxin von E. coli K12
deutlich stdrkere Zytokinausschiittungen induzierte als die LPS der beiden Bacteroides sp..
Eine mogliche Ursache konnte die unterschiedliche Struktur des Lipid A sein, welches fiir
die immunbiologische Aktivitidt der Endotoxine verantwortlich gemacht wird (Kotani et al.,
1985; Westphal et al., 1954; Galanos et al., 1985; Rietschel et al.,, 1987). Diese grossen
Unterschiede im Bezug auf die Aktivierung immunologischer Parameter durch Endotoxine
verschiedener Bakterien bekraftigt die Ergebnisse diverser Publikationen, dass unter allen
bisher untersuchten natiirlichen oder synthetischen Lipid A Strukturen diejenige von E. coli
(und anderen Enterobacteriaceae) das Spektrum endotoxischer Aktivititen optimal induziert
und damit die hochste biologische Aktivitdt aufweist (Mayer et al., 1990; Takada et al., 1988).
Deshalb wird diese Struktur von Rietschel et al. (1991, 1994) auch als ,endotoxic
conformation” bezeichnet. Sowohl E. coli K12 als auch S. Typhimurium verfiigen tiber ein
Lipid A mit genau dieser Struktur. Es besteht aus einem £ (1—a6) D-Glucosamin-
Disaccharid-Riickgrat, an welchem 2 negativ geladene Phosphatgruppen (Positionen C4"
und C1) hdngen und besitzt ein definiertes Fettsduremuster (Loppnow et al., 1989; Feist et al.,
1989; Seydel, 1994; Takada et al., 1988, Zihringer et al., 1994). Jegliche Variation dieser
Komposition fiihrt zu partiellem oder totalem Verlust dieser biologischen Aktivitat (Mayer
et al., 1990; Miiller-Loennies et al., 1998; Rietschel et al., 1991 und 1994).

Die geladenen Phosphatgruppen im Lipid A sind verantwortlich fiir die optimale
Zytokininduktion (Rietschel et al., 1987; Schromm et al., 1998; Takada et al., 1988 und 1992).
So fiihrt die Substitution des a-anomeren Phosphates durch ein 8-anomeres Phosphat bzw.
das vollstindige Fehlen einer Phosphatgruppe zu einem Bioaktivitdtsverlust um den Faktor
104 bzw. 102 (Miiller-Loennies et al., 1998; Rietschel et al., 1994). Besteht das Riickgrat des
Lipid A aus einem Monosaccharid, bleibt die endotoxische Aktivitit so gut wie aus
(Aktivitdtsreduktion um den Faktor 107) (Aschauer et al., 1990). Auch Anderungen in der
lipophilen Region, ausgehend vom fiir die Stimulation optimalen Lipid A, haben deutliche
Effekte. So fithren das Entfernen einer Acylkette, wodurch ein penta-acyliertes Lipid A
entsteht, sowie der Zusatz einer Acylkette (Hepta-acyl Lipid A) zu einem Bioaktivitdtsverlust

um den Faktor 102. Werden gar 2 Acylketten entfernt (tetra-acyliertes Lipid A), fehlt jegliche
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Mediator-induzierende Fahigkeit. Nicht nur das Entfernen bzw. Zufiigen von Acylketten,
sondern auch deren Dislokation, wodurch z.B. eine symmetrische Verteilung entsteht,
reduzieren die Bioaktivitidt des Molekiils um den Faktor 104 (Miiller-Loennies et al., 1998;
Rietschel et al., 1994). Sowohl das Fehlen einer Phosphatgruppe an Position C4” im Lipid A
von B. fragilis als auch das Vorhandensein eines Penta-Acylierungsmusters bedingen somit
die schwache biologische Aktivitit der Bacteroides-Endotoxine in den vorliegenden
Versuchen. Weitere bioaktivititsreduzierende Faktoren sind die vergleichsweise
langkettigen Acylketten des Bacteroides-Lipid A, die teilweise isoverzweigt sind und sich

damit von denen des , optimalen” Lipid A deutlich unterscheiden (Lindberg et al., 1990).

In den Direktstimulationen der PBMC mit den Endotoxinen von B. vulgatus und E. coli K12
in einer jeweiligen Konzentration von 2 pg/ml, 20 pg/ml, 200 pg/ml bzw. 2000 pg/ml
induzierte das E. coli K12 LPS eine maximal um den Faktor 640 bzw. 13 hohere TNF-a- bzw.
IL-8-Konzentration, als die im Ansatz mit B. vulgatus LPS. Die Bioaktivititen der beiden
Endotoxine unterscheiden sich demnach nicht so stark, wie es die Publikationen von
Rietschel et al. (1994) und Miiller-Loennies et al. (1998) hitten vermuten lassen. Um
allerdings einen genauen Vergleich anstellen zu konnen, hitte in den Versuchen anstelle
gleicher LPS-Konzentrationen dieselben Mengen an reinem Lipid A der beiden Bakterien
eingesetzt werden miissen.

Obwohl das Lipid A von E. coli K12 und S. Typhimurium die gleiche , optimale” Struktur
aufweist, wurden bei einem Zusatz von jeweils 1 pg/ml in den Ansédtzen mit E. coli K12 LPS
deutlich hohere TNF-a-Konzentrationen im basolateralen Kompartiment der Kokultur
gemessen.

Ein moglicher Grund hierfiir konnte die Tatsache sein, dass E. coli K12 LPS zum Typ ,semi-
rough” gehort, also nur {iber eine sehr kurze unpolare O-spezifische Kette verfiigt, was
mittels SDS-PAGE bestétigt werden konnte. Das somit insgesamt vergleichsweise kleinere
Molekiil kann nach apikaler Zugabe moglicherweise besser durch die CaCo-2 Monolayer ins
basolaterale Kompartiment permeieren, in welchem sich die Leukozyten befinden, als das
LPS von S. Typhimurium. Bei letzterem handelt es sich um ein so genanntes ,, Wildtyp-LPS”,
das z. T. iiber eine sehr lange O-spezifische Kette verfiigt und somit moglicherweise nur
schwer durch die Enterozytenschicht der Kokultur ins basolaterale Medium gelangen kann.
Diese Annahme konnte durch die Messung der basolateralen LPS-Konzentrationen nach

apikaler Zugabe der Endotoxine von E. coli K12 bzw. S. Typhimurium (1 pg/ml) bekréaftigt
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werden. So waren die basolateralen Konzentrationen von E. coli K12 LPS hoch signifikant
hoher als die des S. Typhimurium LPS. Aufierdem bedingt die Anwesenheit einer O-
spezifischen Kette im LPS von S. Typhimurium eine hohere Molmasse und somit einen
kleineren prozentualen Stoffmengenanteil des endotoxisch aktiven Lipid A (Kotani et al.,
1985; Westphal et al., 1954; Galanos et al., 1985; Rietschel et al., 1987) am Gesamtmolekiil,
was eine weitere Erkldrung fiir die unterschiedliche immunbiologische Aktivitdt der in
gleichen Konzentrationen eingesetzten Endotoxine von E. coli K12 und S. Typhimurium sein
konnte. Dies konnte mit Hilfe einer Lipid A Quantifizierung mittels HPLC belegt werden.
Die Aussagekraft der Quantifizierung des Lipid A Anteils der Endotoxine von E. coli K12
und S. Typhimurium ist leider eingeschrdnkt, da die Signalstirken geringer waren als
erwartet und sich an der Nachweisgrenze befanden.

Grofie Unterschiede im Stimulationspotential der Endotoxine ergaben sich aber in den
durchgefiihrten Versuchen v. a. zwischen den LPS von B. vulgatus sowie B. vulgatus MPK mit
einem sehr schwachen endotoxisch aktivem Verhalten und dem LPS von E. coli K12. Auch
diesen Unterschieden konnte eine unterschiedliche Lipid A Struktur zu Grunde liegen. Aber
nicht nur zwischen den Endotoxinen von E. coli K12 und B. vulgatus sind Unterschiede
erkennbar, sondern auch zwischen den einzelnen B. vulgatus Stammen. So induzierte
beispielsweise LPS von B. vulgatus bei Stimulation mit 100 pg/ml eine signifikante Erhohung
der TNF-a-Konzentration, die mit der gleichen Konzentration des Endotoxins von
B. vulgatus MPK nicht messbar war. Ein vergleichbares Ergebnis konnte auch bei direkter
Stimulation von PBMCs mit einer Konzentration von 2000 pg/ml mit den beiden B. vulgatus-
Endotoxinen gemessen werden. Eine mogliche Erklarung konnten auch hier die im SDS-
PAGE Gel erkennbar ldngeren O-spezifischen Ketten des B. vulgatus MPK Endotoxins sein,
die eine hohere Molmasse dieses Endotoxins bedingen. Auch bei der Quantifizierung des
(apikal zugegebenen) LPS im basolateralen Medium sind die Konzentrationen in den
Ansatzen mit B. vulgatus deutlich tiber denen von B. vulgatus MPK. Dies lasst den Schluss zu,
dass das im Schnitt niedermolekularere B. vulgatus LPS nach apikaler Zugabe besser durch
die CaCo-2 Monolayer permeieren kann als das von B. vulgatus MPK. Aufierdem bedingt
eine hohere Molmasse des LPS Molekiils einen kleineren prozentualen Anteil des
endotoxisch aktiven Lipid A (Kotani et al., 1985; Westphal et al., 1954; Galanos et al., 1985;
Rietschel et al., 1987) am Gesamtmolekiil. Dies konnte bei der Lipid A Messung leider nicht
bestatigt werden, da die zu messenden Konzentrationen an der unteren Nachweisgrenze der

Methode lagen.
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5.6 Weg der Aktivierung im Kokulturmodell - vermitteln
Enterozyten die Aktivierung von kokultivierten
Lymphozyten?

Bisher konnte gezeigt werden, dass die Oberflichenbestandteile der einzelnen Bakterien die
Hauptursache fiir die ihnen eigene Immunreaktion ist. Allerdings ist nicht klar, ob die
intestinalen Epithelzellen oder die darunter liegenden Lymphozyten die entsprechende
Immunantwort auslosen. Anatomisch betrachtet bilden die Epithelzellen die Aussenflédche,
die mit sdmtlichen Stimulantien in Kontakt kommt und die damit primér als Ausldser einer
Immunreaktion in Frage kommen (Mowat et al., 2003, Eckmann et al., 1993). Rasmussen et
al. (1997) zeigten, dass die akute Immunantwort bei Chlamydieninfektionen an mucosalen
Oberflachen priméar durch die intestinalen Epithelzellen initiiert und aufrechterhalten wird.
Dagegen war nur eine sehr geringe bzw. keine Immunreaktion bei CaCo-2-Zellen ohne
basolaterale PBMC zu messen (Parlesak et al., 2004). Allerdings konnten beim Vergleich
einer direkten Stimulation der humanen PBMC und dem angewandten Kokulturmodell aus
Enterozyten und humanen PBMC, bei vergleichbaren Mengen an in der direkten Simulation
sowie im basolateralen Kompartiment gemessenem Endotoxin, keine Unterschiede in der
Zytokinantwort gemessen werden. Aufféllig ist jedoch, dass die Konzentration der Zytokine
TNF-a und IL-8 im Kokulturmodell zwar nicht signifikant, aber tendenziell hher war. Dies
zeigt sich v. a. bei den mit dem Endotoxin der Bacteroides sp. stimulierten Versuchsansitzen
und ldsst moglicherweise auf eine Beteiligung der CaCo-2-Zellen an der Vermittlung der
Zytokinantwort, wie sie von Rasmussen et al. (1997) gezeigt wurde, schliessen. Zur
genaueren Spezifizierung der ursdchlich an der Zytokinantwort beteiligten Zellen wurden
im Kokulturmodell dem basolateralen Medium die Endotoxin bindenden Proteine
Polymyxin B und Colistin zugesetzt. Sowohl durch Polymyxin B als auch durch Colisitin
konnte eine TNF-a-Ausschiittung vollstindig unterdriickt werden (Reduktion um ca. 99,9%).
Die IL-8-Bildung blieb zu 5 bis 10 % trotz der LPS-bindenen Proteine erhalten, was
moglicherweise auf die auch in unstimulierten Zellen reativ hohe IL-8-Basisausschiittung der
PBMCs zuriickzufiihren ist. Die Tatsache, dass der basolaterale Einsatz von Colistin und
Polymyxin B die durch E. coli K12 LPS induzierte Zytokinausschiittung hoch signifikant
hemmte, bekriftigt die Hypothese, dass apikal zugegebenes Endotoxin, welches durch die
Enterozytenschicht permeiert, nahezu ausschliefllich fiir die Ausschiittung der

proinflammatorischen Zytokine (TNF-a und IL-8) verantwortlich ist. Eine mittelbare
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Stimulation der Leukozyten durch aktivierte Enterozyten ist demnach unwahrscheinlich.

Die Messung der IL-8-mRNA-Konzentrationen mittels qRT-PCR zeigt zwar Unterschiede in
der IL-8-Expression der CaCo-2-Zellen nach 12 stiindiger Inkubation, jedoch war der
Hauptanteil der IL-8-Zytokinmengen im Kokulturmodell eindeutig auf die von den PBMC
exprimierte mRNA zuriickzufithren. Auch Parlesak et al. (2004) konnten eine deutliche
Steigerung der mRNA Expression v. a. in CaCo-2-Zellen, aber auch PBMCs nach 12
stiindiger Inkubation eines CaCo-2/PBMC Kokulturmodells stimuliert mit E. coli K12
nachweisen, stellten aber gleichzeitig auch heraus, dass wie in den Versuchen dieser Arbeit
die IL-8-mRNA Konzentrationen in Leukozyten, erheblich hoher waren. Betrachtet man den
Zeitpunkt, an dem die Steigerung der IL-8-mRNA Expression erfolgt, so ist nach 4 h bei
CaCo-2-Zellen noch keinerlei Anstieg zu verzeichnen, wihrend sich bei den PBMC bereits
ein Trend zu einer hoheren IL-8-mRNA Expression als in der Negativkontrolle abzeichnet.
Diese Datenlage lasst fiir E. coli K12 als Stimulans darauf schliessen, dass die in diesem
Modell gemessene Zytokinausschiittung auf die Induktion durch PBMC zurtickzufiihren ist
und CaCo-2-Zellen erst sekunddr, moglicherweise durch die von den Leukozyten

ausgeschiitteten Zytokine, stimuliert werden.
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5.7 Inhibierung der durch E. coli K12 verursachten
Immunstimulation durch Kostimulation mit nicht

stimulierenden Bakterien

In diversen in-vitro- und in-vivo-Studien wurde bei Patienten, erkrankten Versuchstieren
oder mittels stimulierender Substanzen sensibilisierter Zellen, eine Senkung der
Ausschiittung proinflammatorischer bzw. eine Erhohung antiinflammatorischer Zytokine
durch Gabe von probiotischen oder nicht stimulierenden kommensalen Bakterien gemessen
(Madsen et al., 2001, Frick et al., 2006, Schultz et al., 2004, Majamaa et al., 1997, Menard et al.,
2004). Dies lasst den Schluss zu, dass nur aktivierte Darmepithelzellen sensibel fiir die
entziindungsprotektive Wirkung gram-positiver probiotischer Bakterien sind. Aus diesem
Grund wurden Experimente durchgefiihrt, in denen mit E. coli K12 bzw. dessen Endotoxin
stimuliert wurde und parallel in den vorangegangenen Versuchen immunologisch inaktive
Bakterien bzw. deren Membranbestandteile zugesetzt wurden. Beim parallelen Zusatz von
Bakterien konnten sowohl durch B. bifidum, Lb. rhamnosus als auch dem gram-negativen
B. vulgatus keine Hemmung der proinflammatorischen Zytokine gemessen werden. Auch die
Integritat der Zellschicht blieb unverdndert. Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen von
Ménard et al. (2004), der eine dosisabhédngige Inhibierung der durch LPS induzierten TNF-a
Sekretion in einem Kokulturmodell aus HT29 19A Zellen und mit Endotoxin stimulierten
PBMCs durch Laktobacillen messen konnte. Auch B. breve fiihrte in selbigem Modell zu einer
Steigerung der Konzentration des antiinflammatorischen IL-10 und Pena et al. (2003)
konnten eine Hemmung der LPS-induzierten TNF-a-Sekretion durch Lb. rhamnosus messen.
Auch diese Hemmung durch Lb rhamnosus GG konnte in den Versuchen dieser Arbeit weder
bei einfacher noch bei zehnfacher Lactobacillenkonzentration im Verhéltnis zur E. coli Menge
bestétigt werden. Die von Gill et al. (2000) gemessene Erhohung der IFN-y-Konzentration in
stimulierten Mdusemilzzellen bei Fiitterung mit Lb. rhamnosus und Lb. acidophilus konnte
ebenfalls nicht bestétigt werden. Auch verringerte TNF-a- und IL-1p-Konzentrationen sowie
eine Steigerung der mRNA des antiinflammatorischen IL-10, wie sie von Cui et al. (2004) bei
Colitis Ulcerosa Patienten durch die Behandlung mit einem probiotischen Prdparat aus
Enterococcen, Bifidobakterien und Laktobacillen erzielt wurde, konnte nicht gemessen
werden (Cui et al., 2004). Jedoch konnten auch Spanhaak et al. (1998) in einer Humanstudie
keinen Einfluss der Supplementierung mit Lb. casei shirota auf die Immunparameter (NK-
Zellaktivitat, Phagozytoseleistung oder Zytokinproduktion) gesunder Probanden messen.

Auch die in Analogie durch B. vulgatus zu erwartende Hemmung einer E. coli-induzierten
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Colitis in IL-2-defizienten Madusen (Waidmann et al., 2003) konnte in dem angewandten in-
vitro-Modell mit B. vulgatus nicht bestdtigt werden. Dies konnte aber auf ein im Versuch
eingesetztes ungiinstiges Verhéltnis der beiden kommensalen Darmkeime zuriickzufiihren
sein, da B. vulgatus mit ca. 1010 bis 102 KBE/g in deutlich hoheren Keimzahlen in den Fices
auftritt als E. coli (Coliforme: 10* bis 10 KBE/g) (Simon et al., 1984). Aus diesem Grund
wére eine Wiederholung des Versuchs mit deutlich mehr B. vulgatus im Verhéltnis zum
stimulierenden E. coli sinnvoll. Des weiteren stellt sich die Frage, ob die nicht-stimulierenden
bzw. die Immunreaktion hemmenden Bakterien nicht bereits deutlich vor der Stimulation
mit E. coli dem Modell zugesetzt werden miissten. So wird beispielsweise die verringerte
Anzahl an Diarrhoen bei Kindern nur durch eine prédventive Supplementierung mit
probiotischen Bakterien erzielt (Saavedra et al., 1994).

Die von Waidmann et al. (2003) publizierte Hemmung der E. coli-induzierten Colitis durch
B. vulgatus MPK wirft die Frage auf, ob auch das isolierte LPS von B. vulgatus MPK bzw.
B. wvulgatus genauso wie das Endotoxin von E. coli K12 die Ursache fiir deren
immunologische Aktivitdt ist und damit in der Lage ist, die endotoxische Aktivitdt von E. coli
K12-LPS im Kokulturmodell zu inhibieren. In diesen Experimenten konnte keine signifikante
Verringerung der Zytokinkonzentrationen durch Zusatz verschiedener Konzentrationen von
B. wvulgatus bzw. B. ovulgatus MPK LPS zum mittels E. coli K12 LPS stimulierten
Kokulturmodell gemessen werden. Dennoch zeigt sich im Trend mit zunehmender
Konzentration des B. vulgatus bzw. B. vulgatus MPK Endotoxins eine Hemmung der E. coli
K12-LPS-induzierten Zytokinausschiittung. Bei 100 pg/ml B. ovulgatus MPK Endotoxin
kommt es sogar zu einer signifikanten Hemmung der durch LPS von E. coli K12
hervorgerufenen TNF-a-Ausschiittung. Die Ergebnisse von Waidmann et al. (2003) konnten
somit im Bezug auf das Endotoxin von B. vulgatus MPK nicht eindeutig bestétigt werden.
Denkbar wire, dass eine weitere Erhchung der Bacteroides-LPS-Konzentration (bei gleich
bleibender E. coli KI12-LPS-Konzentration) zu einer deutlicheren Hemmung der
immunbiologischen Aktivitat von E. coli K12 LPS fithren wiirde. Leider ist in den Arbeiten
von Waidmann et al. (2003) das Verhiltnis der kokolonisierten Keime in den IL-2-defizienten
Maéusen nicht bestimmt worden, welches eine Abschdtzung der notwendigen
einzusetztenden LPS Verhdltnisse ermoglichen wiirde. Im Fézes des Menschen sind aber
B. vulgatus ca. 30mal so hdufig vorhanden wie E. coli (Moore et al., 1974), so dass auf die
Verhiltnisse im Kokulturmodell tibertragen, die eingesetzte Endotoxinmenge von Bacteroides
ausreichend gewesen sein miisste, um eine Hemmung hervorzurufen, die auch unter

physiologischen Bedingungen von Bedeutung ist.
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5.8 Vergleich der immunstimulatorischen Eigenschaften des
gram-negativen E. coli Nissle und der gram-positiven

probiotischen Bakterien

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen kein einheitliches Zytokinmuster durch Stimulation mit
probiotischen Bakterien. So fiihren gram-positive probiotische Bakterien in einem
Kokulturmodell aus auf Transwell-Filtern kultivierten CaCo-2-Zellen und basolateralen
PBMCs nicht zu einer signifikanten Aktivierung immunkompetenter Zellen. Damit konnten
die Ergebnisse von Haller et al. (2000) und Riedel et al. (2006), die durch den Zusatz des
probiotischen Lb. johnsonii bzw. verschiedene Bifidobakterien sp. ebenfalls keine Erhohung
proinflammatorischer Zytokine in diesem Modell messen konnten, bestdtigt werden.
Allgemein unterstreichen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass gram-positive probiotische
Bakterien nicht zu einer Erhohung der Spiegel von proinflammatorischen Zytokinen wie
TNF-a oder IL-8 fiithren (Otte und Podolsky, 2004; Menard et al., 2004, McCracken et al.,
2002). Der gram-negative, probiotische E. coli Nissle hat dagegen in selbigem
Kokulturmodell sogar eine starkere Aktivierung der immunkompetenten Zellen zur Folge
als der enteropathogene E. coli EPEC. Dies bestatigt die Ergenbisse von Ukena et al. (2005),
die ebenfalls eine Steigerung der Expression proinflammatorischer Zytokine durch E. coli
Nissle in CaCo-2-Zellen und im Mausmodell zeigen konnte. Somit erfolgt die probiotische
Immunmodulation an der unstimulierten Mucosa nicht {iber eine Verdnderung der
Expression von inflammatorischen und antiinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a, IL-8,

IL-6, IL-10 oder IFN-y.
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6 Ausblick

Eine Hemmung der durch E. coli K12 bzw. LPS von E. coli K12 hervorgerufenen
entztindungsspezifischen Reaktionen von immunkompetenten Zellen durch die
probiotischen Lb. rhamnosus und B. bifidum sowie den kommensalen B. vulgatus konnte nicht
gemessen werden. Bei Kostimulation mit den Endotoxinen von B. vulgatus und B. vulgatus
MPK war zwar keine signifikante Verringerung der Zytokinkonzentrationen messbar,
dennoch zeigte sich im Trend mit zunehmender Konzentration des Endotoxins eine
Hemmung der E. coli K12-LPS-induzierten Zytokinausschiittung. Um diese Ergebnisse zu
festigen, waren jedoch noch weitere Untersuchungen noétig. Interessant wire dabei eine
vorherige Konditionierung des Modells, um eine praventive Wirkungen von probiotischen
Bakterien zu zeigen. Dabei konnte das Modell mit probiotischen und nicht-stimulierenden
Bakterien aber auch Endotoxinen von Bacteroides vor der Stimulation konditioniert werden.
Eine derartige Hemmung einer {iberschieffenden Immunreaktion durch probiotische
Bakterien konnte eine Ursache fiir die Erfolge von Probiotika-Gaben bei infektiosen
Diarrhoen (Van Niel et al., 2002; Huang et al., 2002; Szajewska et al., 2001a;), chronisch
entztindlichen Darmerkrankungen (Mimura et al., 2004; Gionechetti et al., 2003; Gionchetti et
al., 2000; Venturi et al., 1999; Bibiloni et al., 2005: Ishikawa et al., 2003; Waidmann et al., 2003)
aber auch atopischen Erkrankungen (Kalliomaki et al., 2001, 2003; Rosenfeldt et al., 2003)

sein.
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