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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die Rolle der physiologischen Darmflora am Beis piel chronisch

entzindlicher Darmerkrankungen

1.1.1 Der Darm als Ort der Interaktion zwischen Mik  roorganismen und
Immunsystem des Menschen

Der Darm bietet mit ca. 100 — 400 m? eine breite Kontaktflaiche zwischen
menschlichem Organismus und AuRBenwelt **°. Hier wird das Immunsystem mit
einer riesigen Menge potentieller Antigene in Form von Mikroorganismen und
Bestandteilen der Nahrung konfrontiert. Dabei besteht die besondere Leistung
des gastrointestinalen Immunsystems darin, zwischen pathogenen Keimen,
apathogenen Kommensalen sowie harmlosen Nahrungsbestandteilen zu
differenzieren. Pathogene Keime muissen mit einer adaquaten Immunantwort
bekampft werden, die sich meist in einer Entziindung manifestiert. Auf harmlose
Kommensale und Nahrungsbestandteile reagiert der Gastrointestinaltrakt mit
sogenannter ,oraler Toleranz“, da andernfalls eine Uberfliissige, unkontrollierte
und chronische Entzindungsreaktion die Folge ware, die den Organsimus

selbst schadigen wirde.

Im Immunsystem des Darms lassen sich funktionell ein afferenter sowie ein

110 per afferente Schenkel besteht aus

efferenter Schenkel unterscheiden
Peyer-Plaques, Lymphfollikeln, M- sowie Epithelzellen. Zum efferenten
Schenkel gehdren die Lymphozyten der Lamina propria sowie intraepitheliale
Lymphozyten *'°. Die Peyer-Plaques oder Folliculi lymphatici aggregati sind
mehrere, zwei bis funf cm groRe Verdickungen der Mukosa und Submukosa
des terminalen lleums, die sich gegeniber dem Mesenterialansatz ausbilden.
Sie bestehen aus zahlreichen Lymphfollikeln (= B-Zell-Region) sowie
parafollikularen T-Zell-Regionen *?*. In der Epithelschicht oberhalb der Peyer-
Plaques befinden sich die M-Zellen (microfolded cells). Sie tragen an ihrer
Oberflache schlanke Mikrofalten; basal bildet ihr Zellleib Taschen, in denen sich

oft Lymphozyten und Makrophagen befinden ***. Aufgabe der M-Zellen ist die
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Aufnahme von Antigenen aus dem Darmlumen und deren Transport in das
unter ihnen gelegene lymphatische Gewebe '*°. Dort stehen unter anderem
interdigitierende  dendritische  Zellen bereit, die als professionelle
antigenprasentierende Zellen angesehen werden. Die Lymphozyten der Lamina
propria sowie intraepitheliale Lymphozyten nehmen die Effektorfunktionen (z. B.
Bildung von slgA) wahr und bilden somit den efferenten Schenkel 4. Ebenfalls
zu erwdhnen sind die a-Defensine 5 und 6, die in den Paneth-Kdorner-Zellen

produziert werden und eine mikrobiozide Funktion erfiillen .

Epithelzellen, Makrophagen und insbesondere dendritische Zellen sind in der
Lage, Uber sogenannte ,pattern-recognition receptors® (PRR) spezifische
Strukturmolekile von Mikroorganismen zu erkennen, welche als ,pathogen-
associated molecular patterns® (PAMP) bezeichnet werden . PAMPs sind
beispielsweise Peptidoglykane, Lipoproteine, Lipopolysaccharide (gramnegative
Bakterien) oder Teichonsauren (grampositive Bakterien) 2. Besonders wichtige
PRRs sind die ,Toll-like receptors” (TLR) sowie die ,nucleotide binding
site plus leucine-rich repeats* (NBS-LRR) .. Die Erkennung pathogener
Mikroorganismen fiihrt u.a. zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB *°.
Dieses zytosolische Protein liegt normalerweise an einen Inhibitor gebunden
vor. Zytokinvermittelt werden Proteinkinasen aktiviert, welche das
Inhibitorprotein  phosphorylieren; anschlieend wird es ubiquitiniert und
abgebaut. Die nun freigegebenen NF-kB-Untereinheiten kénnen daraufhin an
die DNA binden und die Transkription proinflammatorischer Proteine
stimulieren, so z. B. verschiedener Zytokine oder Adhasionsmolekile fur die
Migration von Entziindungszellen aus der GefaRbahn *°.

In welcher Art und Weise es dem gastrointestinalen Immunsystem hierbei
gelingt, Kommensale von pathogenen Keimen zu unterscheiden, wird noch
nicht verstanden; es existieren jedoch verschiedene Hypothesen #'. 1) Die
Bakterien der normalen Flora kénnten keine PAMPs bzw. die Darmepithelien
keine PRRs exprimieren, 2) der direkte Kontakt zwischen Bakterien der
Normalflora und apikalen Membranen des Darmepithels kdnnte ausbleiben,

indem sich die Kommensale vornehmlich im Lumen bzw. in der Mukusschicht
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oberhalb des Epithels aufhalten, 3) Kommensale konnten in der Lage sein, das
Darmepithel dahingehend zu beeinflussen, dass proinflammatorische Signale
herunterreguliert werden.

Chronisch entzindliche Darmerkrankungen gelten als Beispiel dafir, was

geschieht, wenn dieses Gleichgewicht gestort wird.

1.1.2 Chronisch entzindliche Darmerkrankungen

Als chronisch entziindliche Darmerkrankungen bezeichnet man den Morbus
Crohn (MC) sowie die Colitis ulcerosa (CU). Es handelt sich in beiden Fallen
um chronisch rezidivierende Erkrankungen, die sich als
Schleimhautentziindung des Gastrointestinaltraktes manifestieren. Die Atiologie
ist nicht eindeutig geklart, in beiden Fallen gilt jedoch eine genetische
Pradisposition als gesichert; zudem werden unterschiedliche Umweltfaktoren
diskutiert, die zum Ausbruch der Erkrankungen beitragen kénnen (Ernahrung,
durchgemachte Infektionskrankheiten, orale Kontrazeptiva, Zigarettenkonsum
beim Morbus Crohn) ¢’. Als Bindeglied zwischen genetischer Pradisposition und
Umweltfaktoren werden immunologische Dysfunktionen angesehen, was
sowohl durch die Assoziation mit HLA-Typen als auch durch das Ansprechen
auf immunsuppressive und immunmodulierende Medikamente unterstrichen
wird 2,

Pathophysiologisch gelten beide Erkrankungen als UberschieR3ende Antwort des
intestinalen Immunsystems auf luminal vorhandene Antigene, wobei das
Hauptaugenmerk der physiologischen Darmflora sowie einer pathologisch
erhohten Permeabilitdit der Epithelbarriere im Darm gilt %2, Da die
physiologische Darmflora stets vorhanden ist, wird postuliert, dass das
Immunsystem des gesunden Darmes in der Lage ist, zwischen residenter,
harmloser oder gar nutzlicher Darmflora einerseits sowie pathogenen Keimen
andererseits zu ,unterscheiden” (s. Kap. 1.1.1). Die immunologischen Prozesse
im Darm stellen somit einen Balanceakt zwischen kontrolliert ablaufender
Antwort auf die residente Flora einerseits sowie entzundlicher Antwort auf
pathogene Keime andererseits dar. In diesem Zusammenhang wird auch vom

76

Zustand einer ,kontrollierten Entzindung“ gesprochen . Bei Patienten mit
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chronisch entzindlichen Darmerkrankungen ist dieses Gleichgewicht nicht
mehr vorhanden, der Darm unterhalt durch eine Uberschiel3ende
Immunreaktion auf die Vielzahl vorhandener Antigene ein chronisches

Entziindungsgeschehen.

Der Morbus Crohn kann den gesamten Gastrointestinaltrakt befallen. Typisch
ist dabei ein segmentaler Befall, wobei haufig das terminale lleum betroffen ist
(daher auch der Beiname ,lleitis terminalis®). Das Entzindungsgeschehen ist
transmural, d.h. es sind alle Wandschichten des Darmes betroffen. Ebenfalls
als typisch gelten verkasende Granulome sowie Fistelbildung **2.

Das Entzindungsgeschehen bei der Colitis ulcerosa ist nicht segmental,
sondern kontinuierlich und auf das Kolon begrenzt; typischerweise beginnt die
Erkrankung distal und breitet sich nach proximal aus, wobei gelegentlich auch
das terminale lleum betroffen sein kann. Die Entzindung beschrankt sich
hierbei auf Tunica mucosa sowie Tela submucosa, wobei Kryptenabszesse als
typisches histologisches Merkmal gelten. Die Colitis ulcerosa gilt zudem als
Prékanzerose und ist mit einem gehauften Auftreten von Kolonkarzinomen bei

den Betroffenen assoziiert 1** .

1.2  Der Einsatz probiotischer Bakterien zur Behandl ~ ung von Colitis

1.2.1 Definition probiotischer Bakterien

Der Begriff ,probiotisch” leitet sich vom Griechischen ,pro bios* ab und bedeutet
JUr das Leben“. Den Terminus genau zu definieren ist schwierig, da die
Definition dank immer neuer wissenschaftlicher Erkenntnisse stetig erweitert

wurde.

Bereits im Jahre 1906 bemerkte der franzosische Kinderarzt Tissier, dass im
Stuhl von an Durchfall erkrankten Kindern bestimmte ,bifide* Bakterien nur in
geringen Mengen nachzuweisen waren, wahrend dieselben Bakterien im Stuhl
gesunder Kinder in sehr viel groBerem AusmaR auftauchten 2. Ahnliche
Erfahrungen machte der deutsche Militdrarzt Nissle, als er wahrend des Ersten
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Weltkrieges feststellte, dass der spater nach ihm benannte Stamm E. coli Nissle
1917 in grofRen Mengen im Stuhl gesunder Soldaten nachzuweisen war. In den
Fazes von an Durchfall erkrankten Patienten konnte er jedoch nur in geringen
Keimzahlen gefunden werden 2 Der russische Nobelpreistrager Elie
Metchnikoff stellte im Jahre 1907 die Hypothese auf, dass die lange Lebenszeit
bulgarischer Bauern auf deren Verbrauch fermentierter Milchprodukte
zurtckzufihren sei und fihrte somit zum ersten Mal das Konzept dessen ein,

was heute als ,probiotisch* bezeichnet wird 3.

Die erste Nennung des Begriffes erfolgte 1965 durch Lilly und Stillwell. Ihre
Definition lautete: ,Durch einen Mikroorganismus sezernierte Substanzen, die
das Wachstum eines anderen stimulieren“ *°. Der Begriff wurde somit zunachst
auf von Mikroorganismen produzierte Substanzen und nicht auf die
Mikroorganismen selbst bezogen. Parker erweiterte die Definition im Jahre
1974 und bezeichnete Probiotika als ,Organismen und Substanzen, welche zur
mikrobiellen Balance des Darmes beitragen® 2. 1989 fiigte Fuller die Viabilitat
der Mikroorganismen als Voraussetzung in eine neue Definition mit ein. Er
bezeichnete ein Probiotikum als ,einen lebenden mikrobiellen Nahrungszusatz,
welcher durch Verbesserung der mikrobiellen Balance des Darmes das
Wirtstier vorteilhaft beeinflusst* **. Im Jahre 1992 erfolgte durch Havenaar und
Huis in't Veld eine weitere Verfeinerung der Begriffserklarung: ,Eine viable
Mono- oder Mischkultur von Mikroorganismen, welche bei Anwendung an Tier
oder Mensch den Wirt durch Verbesserung der Eigenschaften der

« 391996 erschienen neue

einheimischen Mikroflora vorteilhaft beeinflusst
Definitionen, welche die positiven Auswirkungen probiotischer Keime nicht mehr
nur auf die Balance der Darmflora beschrankten, sondern sie als allgemein
gesundheitsfordernd einstuften. So definierte Salminen Probiotika als ,eine
lebende mikrobielle Kultur oder gezichtetes Molkereiprodukt, welches die
Gesundheit und Ernahrung des Wirtes vorteilhaft beeinflusst* °. Im Oktober
2001 fand im argentinischen Cordoba eine gemeinsam von der Organisation fr
Nahrung und Landwirtschaft (FAO) sowie der Weltgesundheitsorganisation

(WHO) abgehaltene Konferenz statt, die zum Ziel hatte, eine Einschéatzung tber
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die wissenschaftliche Grundlage probiotischer Nahrungsmittel abzugeben 2.

Fur die Zwecke dieser Konferenz wurden Probiotika wie folgt definiert:
.Lebende Mikroorganismen, welche bei Verabreichung in ausreichender Menge
dem Wirt einen gesundheitlichen Nutzen verschaffen®. Im selben Jahr erschien
die bis dahin differenzierteste Definition durch Schrezenmeir und de Vrese, die
alle bekannten Voraussetzungen fiur die Definition des Begriffes wie folgt

zusammenfassten:

.Eine  Zubereitung von oder ein Produkt mit viablen, definierten
Mikroorganismen in ausreichender Anzahl, welche (durch Implantierung oder
Kolonisierung) die Mikroflora in einem Kompartiment des Wirtes verandern und
hierdurch vorteilhafte gesundheitliche Auswirkungen in diesem Wirt

austiben® 1°°,

Die Autoren schlossen somit in ihrer Definition probiotische Produkte bzw.
Zubereitungen mit ein und betonten neben der Viabilitat der Mikroorganismen

deren ausreichende Anzahl bei Verabreichung als notwendige Voraussetzung.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass Mikroorganismen folgende
Voraussetzungen erfiillen missen, um die Kriterien der gangigen Definitionen

des Begriffes “probiotisch* zu erfillen:

* Es muss sich um Kulturen lebender Mikroorganismen handeln.

e Es handelt sich um definierte Gattungen, z. B. Lactobacillus oder
Bifidobacterium.

* Sie mussen in ausreichender Anzahl verabreicht werden.

» Sie greifen in die Verhéltnisse der normalen Mikroflora in einer Weise

ein, die die Gesundheit des Wirtes positiv beeinflusst.

1.2.2 Voraussetzungen flr die Wirksamkeit probiotis ~ cher Bakterien
Auf ihrem Weg von der oralen Aufnahme bis in den menschlichen Darm sind

Mikroorganismen verschiedenen widrigen Umgebungsbedingungen ausgesetzt.
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Diese gilt es fur Probiotika zu Uberwinden, bis sie schlielich in den Darm

24.28. Bereits vor der

gelangen und dort ihre Wirkungen entfalten kénnen
Aufnahme durch den Wirt missen sie in der Lage sein, die industrielle
Verarbeitung zu tberleben und ihre Aktivitat in den Transportvehikeln, in welche
sie fur den Verzehr eingearbeitet werden, aufrechtzuerhalten. Nach ihrer
Aufnahme missen sie die Passage durch den Magen uberleben. Das dort
herrschende saure pH-Milieu ist ein natirlicher Schutzmechanismus des
Organismus, durch den Keime vor Erreichen des Darmtraktes in grof3er Zahl
abgetotet werden. Um die Passage durch das Duodenum zu Uberstehen,
missen probiotische Bakterien zudem resistent gegenuber Gallenflissigkeit
sein; erst dann kénnen sie lebend in den Darm ihres Wirtes gelangen. Dort
missen sie schlielich in der Lage sein, an die Oberflache der
Schleimhautepithelzellen zu adharieren, und im intestinalen Milieu zu

persistieren.

Die meisten im Handel befindlichen Probiotika sind Milchsaurebakterien, die
auch physiologischerweise im menschlichen Darm vorkommen und zu den
Gattungen Lactobacillus, Bifidobacterium und Streptococcus gehoren 2. In den
meisten Fallen dient dabei Joghurt als Transportvehikel. Andere Probiotika
werden bereits in Kapseln verabreicht, so z. B. der Stamm E. coli Nissle 1917.

1.2.3 Probiotische Mechanismen

Gegenstand intensiver Forschung ist die Fragestellung, Uber welche konkreten
Mechanismen probiotische Bakterien ihre vorteilhaften Wirkungen im Wirtsdarm
entfalten. Die in diesem Zusammenhang wichtigsten Hypothesen betreffen die
Konkurrenz um Bindungsstellen am Darmepithel, die Sekretion antimikrobieller

Substanzen sowie die Stimulation und Modulation der Immunantwort.

Konkurrenz um Bindungsstellen am Darmepithel
Die Flora des menschlichen Darms umfasst mehr als 500 Spezies, wobei die

Anzahl der vorhandenen Bakterienzellen ca. 95 % der Gesamtizellzahl im
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menschlichen Kérper ausmacht #*. Pathogene Keime, welche bis in den Darm
gelangen, bendotigen fir ihre Persistenz Bindungsstellen am Schleimhautepithel,
Nahrstoffe, etc. Die riesige Menge bereits vorhandener Darmbakterien stellt fur
diese Keime eine natirliche Konkurrenz um diese Ressourcen dar. Diesen,
durch natirliche Konkurrenz zwischen physiologischer Darmflora und
pathogenen Keimen vermittelten Schutzmechanismus bezeichnet man als
.Kolonisierungsresistenz®. Ein eindrickliches Beispiel, das die Bedeutung
dieses Schutzmechanismus hervorhebt, ist das Bakterium Clostridium difficile:
Wird die residente Darmflora im Rahmen einer Antibiotikatherapie (v.a. durch
Clindamycin) abgetotet, kann es zur unkontrollierten Vermehrung dieses
Keimes und zum Bild der antibiotikainduzierten ,pseudomembranésen Colitis”

kommen.

Sekretion antimikrobieller Substanzen

Viele Bakterien produzieren Substanzen mit antimikrobieller Wirkung, die
konkurrierende Spezies in deren Ausbreitung hemmen und somit dem
jeweiligen Keim einen Vorteil bei der Sicherung seines Habitats verschaffen
konnen. Als Prototyp gilt Colicin, ein Bakteriozin, welches von verschiedenen
Enterobacteriaceae produziert wird 8. Zu diesen antimikrobiell wirksamen

Substanzen zahlt man 8

* Toxine, die sowohl fir den Wirt als auch fir andere Bakterienspezies
toxisch sein kénnen. Beispielsweise haben Diphterie- oder Tetanustoxine
strukturelle Verwandtschaft mit den Colicinen.

» Bakteriolytische Enzyme, z. B. Lysostaphin

* Metabolische Nebenprodukte, z. B. organische Sauren oder
Hydrogenperoxid

* Antibiotische Substanzen, z. B. Bacitracin

+ Bakteriozine, z. B. Nisin
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Die Stimulation und Modulation der Immunantwort

Es konnte vielfach gezeigt werden, dass probiotische Bakterien einen
modulierenden Effekt auf das Immunsystem des Darmes besitzen.
Unterschiedliche Forschungsgruppen berichteten hierbei Gber Effekte sowohl
auf die humorale, zellulare als auch die unspezifische Immunantwort.

Neumann et al. mono-assoziierten keimfreie Mause mit Lactobacillus
acidophilus und stellten nach intravendser Applikation gramnegativer Bakterien
eine verbesserte Phagozytoseleistung der Makrophagen fest "*. Zudem konnten
sie im Vergleich zu keimfreien Mausen bei den mono-assoziierten Tieren
doppelt so viele Kupfersche Sternzellen feststellen. Pelto et al. verabreichten im
Rahmen einer doppelblinden Studie gegen Milch allergischen Patienten bzw.
gesunden Individuen Milch mit oder ohne Zugabe von Lactobacillus GG und
bestimmten die Expression von Phagozytoserezeptoren vor und nach
Verabreichung ®. Bei den Milchallergikern verhinderte Lactobacillus GG einen
signifikanten Anstieg in der Rezeptorexpression bei neutrophilen Granulozyten
und Monozyten. Bei den gesunden Probanden hingegen verursachte die
Zugabe dieses Stammes einen signifikanten Anstieg der Rezeptorexpression
bei neutrophilen Granulozyten. Hieraus schlossen die Autoren, dass
Lactobacillus GG eine antiinflammatorische Immunomodulation bei den
Allergikern bzw. eine Immunostimulation bei den Gesunden bedingte.

Auch Uber eine Modulation von Antikdrperkonzentrationen wurde mehrfach
berichtet. So beschrieben Perdigon et al. eine erhéhte Produktion von slgA-
sezernierenden Zellen wahrend der Behandlung mit Lactobacillus casei,
Lactobacillus acidophilus und Joghurt . Matsuzaki et al. injizierten M&ausen
intraperitoneal Ovalbumin und verabreichten ihnen anschlie3end hitzegetotete
Bakterien der Spezies Lactobacillus casei, um den Einfluss auf die Produktion

5 Dabei stellte sich heraus, dass L. casei die IgE-

von IgE zu messen
Produktion im Serum der Mause inhibierte.

Vielfach untersucht wurde auch die Modulation der Zytokinexpression, so bei
dendritischen Zellen oder Darmepithelien **®1%  Die Zytokinmuster, welche
beispielsweise durch dendritische Zellen nach Antigenkontakt sezerniert

werden, sind von entscheidender Bedeutung fiur den weiteren Verlauf der
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Immunantwort. So fordert beispielsweise Interleukin-12 in erheblichem Malie
die Ausbildung einer inflammatorischen Thl-Antwort, welche u.a. durch die
Aktivierung von NK-Zellen (natural killer cells) gekennzeichnet ist. Hohe
Konzentrationen an Interleukin-10 hingegen beginstigen eine Th2- oder Th3-
Antwort, womit antiinflammatorische Komponenten wie die Aktivierung von B-
Zellen bzw. eine Unterdriickung der Immunantwort begunstigt werden.

Madsen et al. verabreichten Interleukin-10-defizienten Mausen, die unter SPF-
Bedingungen (specific pathogen-free = nur durch apathogene Kommensale
besiedelt) eine Colitis entwickeln, die probiotische Zubereitung VSL#3, die
verschiedene Spezies der Gattungen Bifidobacterium, Lactobacillus sowie
Streptococcus enthalt. Sie stellten hierbei fest, dass die Behandlung mit VSL#3
die Konzentrationen der durch die Darmmukosa sezernierten inflammatorischen
Zytokine TNF-a sowie IFN-y zu reduzieren vermochte. Bei den behandelten
IL-10-defizienten Mausen zeigte sich dabei eine Reduktion von
Schleimhautulzera, epithelialen Hyperplasien sowie mononuklearer und

neutrophiler Infiltrate .

1.2.4 Die Behandlung von Colitis mit probiotischen Bakterien

Wie Dbereits dargelegt, spielt die Darmflora in den Hypothesen zur
Pathophysiologie chronisch entzindlicher Darmerkrankungen eine zentrale
Rolle; ihr wird groRe Bedeutung bei der Induktion der unangemessenen und

98

UberschieRenden Immunantwort zugesprochen Hierfir konnten von

verschiedenen Forschungsgruppen vielfach Hinweise gefunden werden:

* Sowohl der Morbus Crohn als auch die Colitis ulcerosa sprechen auf
eine Behandlung mit Breitbandspektrumantibiotika an %%,

* Die Zusammensetzung der Darmflora bei gesunden Kontrollindividuen
einerseits sowie erkrankten Patienten andererseits zeigt Unterschiede.
Bei letzteren konnte in Biopsiematerialien eine hohere Anzahl von
Bakterien festgestellt werden 1%>1%.

* Bei einer Vielzahl von Infektionen wahrend der Kindheit konnte eine

erhohte Inzidenz chronisch entzindlicher Darmerkrankungen im



Einleitung 11

spateren Verlauf des Lebens gezeigt werden. Hierzu zéhlen u.a.
Gastroenteritis, Tonsillitis und Infektionen des Respirationstraktes %%’
Insbesondere Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis wurde in
diesem Zusammenhang immer wieder genannt **®°. Allerdings konnte
dieser Zusammenhang von anderen Forschungsgruppen nicht bestatigt

werden .

Der wichtigste Hinweis auf die Rolle der Darmflora zeigt sich jedoch in
verschiedenen Tiermodellen. So untersuchten beispielsweise Waidmann et al.
die Colitogenitat verschiedener kommensaler Bakterien in Interleukin-2-
defizienten, keimfreien Mausen, die eine starke Tendenz zur Entwicklung einer
Colitis besitzen *?*%". Dabei zeigte sich, dass IL-2-defiziente SPF-Mé&use eine
Colitis entwickelten; dies war bei keimfreien Tieren nicht der Fall. Wurden die
Tiere mit dem apathogenen Stamm E. coli mpk mono-kolonisiert, entwickelten
sie ebenfalls eine Colitis, was im Falle einer Mono-Kolonisierung mit den als
probiotisch eingestuften Stdmmen B. vulgatus mpk oder E. coli Nissle 1917
ausblieb. Wurden die Tiere nun mit E. coli mpk (colitogen) und
B. vulgatus mpk (nicht colitogen) co-kolonisiert, blieb die Entwicklung einer
Colitis ebenfalls aus. Die Anwesenheit von B. vulgatus mpk war also in der
Lage, Uber einen unbekannten protektiven Mechanismus die Entstehung einer
Colitis zu verhindern.

Auch am Menschen wurde die Wirksamkeit probiotischer Mikroorganismen bei
chronisch entzindlichen Darmerkrankungen im Rahmen von klinischen Studien
bereits untersucht. Plein und Hotz verabreichten in einer doppelblinden,
kontrollierten Studie zwanzig Patienten mit aktivem MC Uber einen Zeitraum
von sieben Wochen entweder den probiotischen Hefepilz Saccharomyces
boulardii oder ein Placebo %. Dabei zeigte sich bei den mit
S. boulardii behandelten Patienten eine signifikante Reduktion in der Haufigkeit
des Stuhlganges sowie der Erkrankungsaktivitat, welche bei den Placebo-
behandelten Patienten nicht zu beobachten war.

Rembacken et al. verabreichten im Rahmen einer randomisierten,

doppelblinden Studie 116 Patienten mit aktiver Colitis ulcerosa entweder
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Mesalazin (eine antiphlogistische Substanz) oder den probiotischen Stamm
E. coli Nissle 1917 28 Dabei stellte sich heraus, dass E. coli Nissle 1917 in
einem der Behandlung mit Mesalazin &quivalenten Male eine Remission

herbeizufiihren und aufrechtzuerhalten vermochte.

1.2.5 Sonstige Einsatzmdglichkeiten fur probiotisch en Zubereitungen
Abgesehen von chronisch entziindlichen Darmerkrankungen wurde die
Wirksamkeit probiotischer Mikroorganismen auch bei anderen Erkrankungen

untersucht, wobei sich verschiedene weitere Anwendungsmadglichkeiten fanden:

» Patienten mit Laktoseintoleranz vertragen die in Joghurt enthaltene
Laktose besser als diejenige in Milch. Einer der vermuteten
Mechanismen ist die Laktosespaltung durch die im Joghurt vorhandenen
Bakterien %763,

* Durch die Gabe von Saccharomyces boulardii war es mdglich, die Dauer
einer antibiotikaassoziierten Diarrhoe signifikant zu reduzieren °°.

* In verschiedenen Studien zeigte sich die Wirksamkeit von Lactobacillus
spp. bei der Verklrzung sowie verminderten Haufigkeit von infektioser
Diarrhoe bei Kindern 2,

 Die Verabreichung von Lactobacillus acidophilus wéahrend einer
Bestrahlungstherapie verminderte in einer randomisierten und

kontrollierten Studie die Haufigkeit von Diarrhoe °*.

Es muss jedoch betont werden, dass andere Forschungsgruppen die
Wirksamkeit probiotischer Mikroorganismen nicht bestatigen konnten. So
untersuchten Thomas et al. die Effizienz von Lactobacillus GG bei der
Verhinderung von antibiotikaassoziierter Diarrhoe im Rahmen einer
randomisierten, doppelblinden Studie an 302 unter Antibiotikatherapie

stehenden Patienten 7.

Die Patienten erhielten 14 Tage lang entweder
2 x 10™ koloniebildende Einheiten pro Tag Lactobacillus GG oder ein Placebo.
In beiden Gruppen entwickelten knapp 30 % der Patienten eine Diarrhoe, womit

kein Unterschied festgestellt werden konnte.
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Weitere untersuchte Einsatzgebiete mit teils gegensatzlichen, teils noch
ausstehenden Ergebnissen betreffen z. B. Infektionen mit Helicobacter pylori,

Darmkrebs, Reisediarrhoe und Allergien .

1.3  Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Hintergrund der vorliegenden Arbeit ist die Frage, welchen Einfluss Bakterien
der physiologischen Darmflora (insbesondere diejenigen mit probiotischen
Eigenschaften) auf proinflammatorische Mechanismen ausliben; deren
Modulation wird im Wirkungsprofil probiotischer Bakterien eine wichtige Rolle
zugesprochen (s. Kap. 1.2.3). Als Modell wurde die Induktion des durch den
Transkriptionsfaktor NF-kB regulierten, proinflammatorischen Chemokins
Interleukin-8 (IL-8) durch das enteropathogene Bakterium Yersinia
enterocolitica pYV" in HeLa-Zellen (humane Zervixkarzinomzellen) gewahlt, da
die hieran beteiligten molekularen Mechanismen bereits gut beschrieben
wurden 34102104 “Aych die zentrale Rolle von IL-8 bei der Initiierung einer
Entzindungsreaktion im Darmmilieu konnte in zahlreichen Arbeiten

2649~ 7udem sollte untersucht werden, ob durch

nachgewiesen werden
definierte in vitro-Parameter eine Einteilung von Darmbakterien in
antiinflammatorisch oder probiotisch wirksam bzw. rein apathogen, aber nicht-
probiotisch mdglich sein wirde. Bei den Versuchen sollte in mehreren Schritten

vorgegangen werden:

1. Prifung des Adasionsvermdgens der zu untersuchen den
Testbakterien.
Die Fahigkeit zur Adhasion an Wirtszellen st eine wichtige
Voraussetzung fur die Interaktion zwischen Bakterium und Wirt und
ermdglicht den Mikroorganismen eine dauerhafte Persistenz in einem
Wirtskompartiment. Dies gilt selbstverstandlich sowohl fur pathogene als

auch fur apathogene Stamme.
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2. Nachweis, dass die Testbakterien selbst keine in  flammatorischen
oder toxischen Eigenschaften entfalten.
Hierzu sollte untersucht werden, ob die Testbakterien Zellen invadieren,
sie zum Eintritt in den programmierten Zelltod (Apoptose) stimulieren

oder die Sekretion von Interleukin-8 induzieren.

3. Untersuchung des Einflusses der Testbakterien au  f die durch den
Stamm Yersinia enterocolitica pYV' induzierte IL-8-Sekretion.
Die durch Yersinia enterocolitica pYV™ induzierte IL-8-Sekretion wurde
wie oben beschrieben als Modell einer proinflammatorischen Reaktion
gewahlt. Es sollte geprift werden, inwieweit die Testbakterien diesen

Mechanismus modulieren wirden.

Die Experimente zur Adhasion und Invasion der Testbakterien wurden im
Rahmen einer Vorversuchsreihe von Frau cand. med. Sandra Kovadevié

durchgefuhrt; ihre Ergebnisse werden an entsprechender Stelle mit aufgefihrt.

Verschiedene Autoren haben sich bereits mit der Fragestellung beschéftigt,
Uber welche Selektionskriterien probiotische Bakterien als solche zu definieren
sind ?*°_ Allerdings galt hierbei das Hauptaugenmerk meist bekanntermafien
probiotischen Stammen und der Fragestellung, welche Voraussetzungen diese
erfillen missen, um an ihren Wirkort im Darm zu gelangen sowie den
allgemeinen Mechanismen, tber welche sie dort ihre fir den Wirt vorteilhaften
Wirkungen entfalten (s. Kap. 1.2.2 sowie 1.2.3). In der vorliegenden Arbeit
wurden hingegen drei unterschiedliche Gruppen von Bakterienstammen
gewahlt (s. Kapitel ,Material und Methoden, Tab. 2.1):

* Aus den Fazes gesunder Erwachsener isolierte anaerobe und
mikroaerophile Stamme der Gattungen Lactobacillus, Bifidobacterium,
Streptococcus, Bacteroides sowie Veillonella. Diese sollten auf

maogliches probiotisches Potential hin untersucht werden.
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 Darmkommensale der Gattung E. coli, die kein probiotisches Potential
besitzen (E. coli mpk sowie E. coli K12).

» Der als probiotisch eingestufte Stamm E. coli Nissle 1917 sowie dessen
Komplementante E. coli Nissle...ys36. Bei ersterem ist die durch das Gen
wzy kodierte O-Antigen-Polymerase aufgrund einer Punktmutation
defekt, weswegen das O-Polysaccharid verkirzt ist. In letzteren wurde
Uber ein Plasmid die O-Antigen-Polymerase des Stammes E. coli 536
eingeschleust *. Die Komplementante enthalt somit ein vollstandiges

Lipopolysaccharid.

Der Vergleich zwischen diesen drei Gruppen im Hinblick auf die zu
untersuchenden in vitro-Parameter sollte Aufschluss bezlglich der oben
erwahnten Fragestellung nach einem Screening-Profil zur Unterscheidung

probiotischer von nicht-probiotischen Darmkommensalen geben.
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2 Material und Methoden
2.1 Material
211 Gerate

Brutschrank BBD 6220

Festwinkel-Rotor-Zentrifuge (Biofuge
Stratos)

Ausschwingrotor-Zentrifuge (Multifuge
3 S-R)

Mini-Tisch-Zentrifuge (MiniSpin plus)

Mehrkanalpipette

Mikroskope

Multistepper

Neubauer-Zahlkammer

Pipettier-Hilfe

Schuttelinkubatoren

Steril-Arbeitsbank

Vortexer

Spectrophotometer (Ultrospec 3000
pro)

Durchflusszytometer (FACSCalibur)

ELISA-Washer (Columbus Wascher)

ELISA Reader

Anaerobier-Topf

Anaerobier-Beutel

Anaerotest-Indikatorstabchen

Wasserbad

Leica TCS SP2 AOBS Filter-free
Special Confocal and Multiphoton
Microscope

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Carl Zeiss, Jena

Eppendorf, Hamburg

Superior, Lauda-Koénigshofen
Eppendorf, Hamburg

Infors AG, Bottmingen

BDK, Sonnenbuhl-Genkingen
Heidolph Instruments, Schwabach

Amersham Pharmacia, Freiburg

Becton Dickinson, Heidelberg

Tecan, Crailsheim

Tecan, Crailsheim

E. Merck, Darmstadt

Oxoid, Hants, UK

E. Merck, Darmstadt

Memmert, Schwabach

Leica Microsystems Heidelberg
GmbH, Mannheim
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Einmalkivetten
ELISA-Platten (Nunc-Immuno™ Plate
Maxisorp™ Surface)
Eppendorf-Gefalle
Glaskolben und Flaschen
Mikrotiter-Platten (Spitzboden,
Rundboden)
Pipetten (5, 10, 25 und 50 ml)
Pipettenspitzen (10 pl)
Pipettenspitzen (200 pl)
Pipettenspitzen (1000 pl)
Rundboden-Réhrchen (13 ml)
Spitzboden-Rohrchen (15 ml, 50 ml)
Zellkulturflaschen (80, 175 cm?)
Zellkulturplatten (6-, 24-, 96-well)
Deckglaser, 12 mm Durchmesser
Pasteurpipetten

Parafilm

Zellschaber

2.1.3 Zelllinien

HelLa 229 (Epithel-Zellen eines Zervix-

karzinoms)

Sarstedt, Berlin

Nunc, Roskilde, Danemark

Eppendorf, Hamburg
Schott Duran, Mainz

Greiner, Nurtingen

Falcon/Becton-Dickinson, Heidelberg

Gilson, WI, USA

Brand, Wertheim

Sarstedt, Berlin

Greiner, Nurtingen

Falcon/Becton-Dickinson, Heidelberg

Nunc, Roskilde, Ddnemark

Nunc, Roskilde, Danemark

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

WU, Mainz

Pechiney Plastic Packaging, Menasha,
WI, USA

Corning
USA

Incorporated, Corning, NY,

ATCC, Rockville, MD, USA
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2.1.4 Bakterienstamme

Tab. 2.1: Verwendete Bakterienstamme

Yersinia enterocolitica pYV™ ("WA-C”)

Heesemann *°

E. coli Nissle 1917

Deutsche Stammsammlung (DSM)
6601

E. COI' NiSSIe;;Wzy536

Grozdanov et a

38
l.

E. coli mpk

Waidmann et a

[ 123

E. coli K12

Laborstamm

Aus den Fazes gesunder Erwachsener isolierte und von Pharma-Zentrale
GmbH, Herdecke zur Verfiigung gestellte Wildtypstamme:

« Bifidobacterium adolescentis (B. adolescentis)

* Lactobacillus fermentum (L. fermentum)

« Streptococcus salivarius salivarius (S. salivarius)

« Bacteroides vulgatus (B. vulgatus)

» Bacteroides distasonis (B. distasonis)

« Veillonella atypica (V. atpyica)

2.1.5 Medien und Chemikalien fur Zellkulturen

VLE RPMI 1640 (Zellkulturmedium)
L-Glutamin
Trypan-Blau
Trypsin/EDTA
Antibiotika:
e Ampicillin [100 mg/ml]
* Gentamicin [10 mg/ml]
* Penicillin/Streptomycin
[10.000 units/ml]
PBS (phosphate buffered saline)
Dulbecco
Fetales Kalberserum (FKS)

Gibco BRL, USA

Gibco BRL, Eggenstein
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Gibco BRL, Eggenstein

Biosciences Inc., La Jolla, Ca, USA

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Gibco BRL, USA

Biochrom, Berlin

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
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Tab. 2.2: HeLa-Zellkulturmedium

VLE RPMI 1640 + 10 % FKS + 1 %
GIn + 1 % Pen-Strep

Bestandteile:

* 500 ml VLE RPMI 1640

« 50 ml
hitzeinaktiviert

* 5 ml 200 mM L-Glutamin

Fetales Kalberserum,

* 5 ml Penicillin/Streptomycin
[10.000 units/ml]

2.1.6 Medien fiir Bakterienkulturen

Tab. 2.3: Bakterienkulturmedien

LB (Luria-Bertani)-Medium

Zusammensetzung:
e 10 g/l Trypton
* 5 g/l Hefeextrakt
e 10 g/l Natriumchlorid

Fertigpulver von Fa. Becton Dickinson,
Heidelberg

BHI (brain-heart-infusion)-Medium

Zusammensetzung:
e 27,5 g/l Nahrsubstrat (Hirn-,
Herzextrakt u. Peptone)
e 2,09/l D(+)-Glucose
e 5,0 g/l Natriumchlorid
e 2,5 g/l di-Natriumhydrogen-
phosphat

Fertigpulver von Fa. Merck, Darmstadt

CMC (chopped-meat-carbohydrate)-

Medium

« 500 g Rindertartar + 1 | Aqua
dest. + 25 ml 1 N NaOH: 1 h bei
100C Uberstand

abnehmen, Fleisch trocknen.

kochen,

e Zugabe von: 1 | voll entsalztem
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H,O + 30 g Tryptose + 0,3 %
Fleischextrakt + 5 g Hefeextrakt
+ 5 g K;HPO4 + 1 ml Rasazurin-
Lsg. [1 mg/ml] + 0,5 g Cystein +
10 ml Haemin-Lsg [5 mg/ml];
pH auf 7,0 einstellen

e Autoklavieren, dann Zugabe von
04 % Glucose + 0,1 %
Cellobiose + 0,1 % Maltose +
0,1 % Starke + 0,1 ml Vitamin-K1
[10 mg/ml]

* Fleischstickchen  werden in
Glaskolben aliquotiert, Zugabe
der zubereiteten Brihe

* 2 hin Autoklav

CIN- (Cefsulodin-lrgasan-Novobiocin)-

Agar-Platten

* Agar-Basis:
- 20,0 g/l Spezial-pepton
- 2,0 g/l Hefeextrakt
- 20,0 g/l Mannit
- 2,0 g/l Natriumpyruvat
- 1,0 g/l Natriumclorid
- 0,01 g/l Magnesiumsulfat
- 0,5 g/l Natriumdesoxychola
- 0,03 g/l Neutralrot
- 0,001 g/l Kristall-violett
- 1,25 g/l Agar
pH 7,4 +/- 0,2
* Yersinia-Selektiv-Supplement:
nach Herstellerangaben

Fertigpulver von Fa. Oxoid, Hants, UK
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2.1.7 Materialien fur Apoptose-Versuche

Tab. 2.4: Chemikalien und Lésungen fur Apoptose-Ver  suche

In Situ Cell Death Detection Kit, TMR
red

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Permeabilisierungslésung

0,1 % Triton X-100 in 0,1 % Natrium-
Citrat

Paraformaldehyd 4 %

4 ml Paraformaldehyd, 96 ml voll
entsalztes H,O (in Autoklav auf ca.
60C erhitzt und mehrere Stunden
gerihrt)

Staurosporin

0,1 mg Staurosporin + 214 ul DMSO
(jeweils Sigma-Aldrich, Deisenhofen) —

Enkonzentration: 1 mM

DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole-
2HCI)

E. Merck, Darmstadt

Fluoroprep

BioMérieux, Marcy I'Etoile, Frankreich

2.1.8 Materialien fur IL-8-ELISA
PNPP (P-Nitrophenyl-Phosphat)
Tween 20
Substanz A (Streptavidin)
Substanz B (Biotin-alkalische
Phosphatase)
Antikorper:
e Purified anti-human IL-8
* Biotinylated mouse anti-human
IL-8

Rekombinantes humanes IL-8

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
E. Merck, Darmstadt

Dako, Neuss

Dako, Neuss

PharMingen, San Diego, CA, USA

PharMingen, San Diego, CA, USA
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Tab. 2.5 Puffer und Lésungen fir IL-8-ELISA

Adsorptionspuffer 0,1M NayHPO,, pH 9,0, steril
Waschpuffer PBS + 0,05 % Tween 20
Blockingpuffer PBS + 10 % FKS
Detektionspuffer PBS + 10 % FKS + 0,05 % Tween 20
Konjugat e 5 ul Substanz A (Streptavidin)
e 5 ul Substanz B (Biotin-
alkalische Phosphatase)
« 490 pl PBS
Mischen, 30 min inkubieren und mit
PBS auf ein Volumen von 25 ml
auffullen
Substratpuffer 0,05 M Na,CO3

* 0,05M NaHCO;
1 mM MgCl,
pH 9,8

Entwicklerlésung

1 mg PNPP (P-Nitropenyl-Phosphat)

pro ml Substratpufferlésung

2.2 Methoden

221
2211

Bakterienkulturen

Kultivierung von Bakterien fur Infektionsve

rsuche

Zu den verwendeten Bakterienstammen siehe Tab. 2.1.

Bei aeroben Bakterien wurde am Tag vor der geplanten Infektion eine

Flissigkultur in 2 ml LB-Medium angelegt. Diese wurde tber Nacht bei 37T

(E. coli) bzw. 27<C (Yersinia) inkubiert. Am Infektionstag wurden die Bakterien

verdinnt und subkultiviert, um sie in die Phase des exponentiellen Wachstums

zu Uberfuhren.
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Bei anaeroben und mikroaerophilen Keimen wurden die Kulturen Uber zwei bis
drei Tage in 5 - 10 ml BHI- oder CMC-Flussig-Medium unter anaeroben
Bedingungen bei 37T im Brutschrank inkubiert.

Am Infektionstag wurden die Bakterien mit PBS gewaschen und in frischem
PBS resuspendiert. Zur Bestimmung der Bakterienkonzentration wurde die
optische Dichte bestimmt, wobei eine ODgponm von 1 einer Konzentration
von ~ 5 x 108 Bakterien pro ml entspricht. Die Bakterien konnten anschlieRend
in der gewinschten MOI (multiplicity of infection) in die Proben gegeben
werden. Die MOI wurde durch serielles Ausplattieren auf ihre Richtigkeit hin

kontrolliert.

2.2.2 Zellkulturen

2.2.2.1 Kultivierung von HelLa-Zellen

Fur alle Experimente wurden Zellen der Linie HeLa 229 verwendet; dies sind
fur Forschungszwecke eingesetzte Epithelzellen eines Zervixkarzinoms.

Die Zellen wurden hierfiir in 175-cm?®Zellkulturflaschen tberfihrt, als
Nahrmedium wurden 30 ml VLE RPMI 1640 hinzugegeben, welches zusatzlich
10 % fetales Kalberserum, 1 % L-Glutamin sowie 1 % Penicillin-/Streptomycin-
Mischung enthielt. Die Zellen wurden in einem Brutschrank bei 37C, 5 % CO;
sowie 95 % relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert bis ein konfluenter Zellrasen auf
dem Flaschenboden entstand. Nach Absaugen des Mediums sowie Spilen des
Zellrasens mit 20 ml PBS-L6sung wurden 5 ml Trypsin/EDTA hinzugegeben,
welches durch ca. finfmindtige Inkubation bei Raumtemperatur die
Adhasionsproteine der Zelloberflachen spaltet und somit die Zellen in Lésung
Uberfihrt. Das Trypsin/EDTA wurde anschlieend durch Zugabe von 10 ml
Zellkulturmedium neutralisiert. Die Zellsuspension wurde durch funfminutige
Zentrifugation bei 400 g und 21T von dem Zellmediu m getrennt. Die hierdurch
gewonnenen Zellen wurden je nach Bedarf im Verhéltnis 1:3 bis 1:6 in neue
Zellkulturflaschen Uberfuhrt und weiterkultiviert. Alle Arbeiten mit den Zellen

wurden unter der Sterilbank durchgefihrt.
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2.2.2.2 Bestimmung der Lebendzellzahl

Um die Anzahl lebender Zellen pro ml der verwendeten Suspensionen zu
bestimmen, wurde die Zellpopulation einer Zellkulturflasche wie in
Kap. 2.2.2.1 dargelegt geerntet. Nach Zentrifugation sowie Abnahme des
Uberstandes wurde das Zellpellet in 5 ml Zellkulturmedium aufgenommen und
resuspendiert. AnschlieRend wurde mit Trypan-Blau eine 1:10-Verdinnung
hergestellt und mit einer Neubauer-Kammer (Kammerfaktor 1 x 10* Zellen/ml)
ausgezahlt. Die nicht blau gefarbten (= lebenden) Zellen in einem Grol3quadrat
(= 4 x 16 Kleinquadrate) wurden ausgezéhlt und das arithmetische Mittel
bestimmt. Dieses wurde mit dem Kammer- sowie dem Verdinnungsfaktor

multipliziert, um die Zellzahl pro ml L6sung zu bestimmen.

2.2.2.3 Aussaat von Hela-Zellen fur Infektionsvers  uche

Am Tag vor der Infektion wurden die Zellen wie in Kap. 2.2.2.1 und 2.2.2.2
dargelegt geerntet und ausgezahlt. AnschlieRend wurde die gewiinschte Menge
Zellsuspension in 24- bzw. 6-well-Platten ausgesat. In die 24-well-Platten
wurden dabei 1 ml Zellsuspension mit einer absoluten Zahl von 5 x 10%, in die
6-well-Platten 4 ml Zellsuspension mit einer absoluten Zahl von 5 x 10° Zellen
pro well gegeben. Die Zellkulturplatten wurden dann bis zum folgenden Tag der
Infektion im Brutschrank bei 37C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit

aufbewabhrt.

2.2.2.4 Infektion von HeLa-Zellen

Zur Anzucht der Bakterienkulturen fir die Infektion siehe Kap. 2.2.1.1.

Am Infektionstag wurden die HeLa-Zellen vor der Infektion mit PBS gewaschen
und 1 ml (24-well-Platten) bzw. 2 ml (6-well-Platten) frisches, antibiotikafreies
Zellkulturmedium  hinzugegeben. Die Bakterien wurden anschlie3end
entsprechend der gewiinschten MOI in die wells gegeben. Im Anschlul an die
Inkubationszeit wurden die Zellen erneut mit PBS gewaschen und frisches
Zellkulturmedium hinzugegeben. Zur Abtétung eventuell noch an den
Zelloberflachen adharierender Bakterien wurden 10 pl Antibiotikum pro ml
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Zellkulturmedium hinzugegeben. Hierzu wurden Gentamicin (E. coli, Yersinia)

bzw. Ampicillin (anaerobe und mikroaerophile Stamme) verwendet.

2.2.3 Apoptose-Versuche

2.2.3.1  Prinzip der TUNEL-Methode

Wahrend des Vorgangs der Apoptose (,programmierter Zelltod”) wird die
zellulare DNA gespalten, wobei sowohl ein- als auch zweistrdngige DNA-
Fragmente entstehen. Die Bruchstellen kénnen in einer enzymatischen
Reaktion nachgewiesen werden, indem freie 3’-OH-Enden mit modifizierten
Nukleotiden markiert werden (zur Markierung wurde der Fluoreszenzfarbstoff
TMR red verwendet). Das verwendete ,In Situ Cell Death Detection Kit* enthalt
hierzu das Enzym Terminale Deoxynukleotidyltransferase, welches im Rahmen
der sogenannten TUNEL-Reaktion (= TdT-dUTP terminal nick-end labeling)
markierte Nukleotide an freie 3’-OH-Enden knupft. AnschlielBend werden die
markierten Nukleotide entweder mittels Fluoreszenzmikroskopie oder

Durchflusszytometrie detektiert.

2.2.3.2  Prinzip der Durchflusszytometrie

Mit  Hilfe  der  Durchflusszytometrie kbnnen Einzelzellen nach
fluoreszenzoptischen oder physikalischen Parametern erfasst, quantifiziert
sowie sortiert werden. Ein Durchflusszytometer besteht aus einem
Flissigkeitssystem, mit welchem zu charakterisierende Zellen der Optik
zugefihrt und im Messpunkt konzentriert werden, einer Optik (Laser) zur
Anregung und Detektion der Zellen sowie einem Datenverarbeitungssystem zur
Umwandlung der optischen in elektronische Signale.

Mit Hilfe dieser Vorrichtung ist es mdglich, Zellen aufgrund verschiedener
Merkmale zu charakterisieren: Die relative ZellgroRe kann mit Hilfe des
Vorwartsstreulichtes (Lichtbeugung) erfasst werden, wobei die Messung
entlang der Achse des einfallenden Lichtes erfolgt und sich proportional zur
ZellgroRe verhalt. Die relative Granularitat wird durch das Seitwartsstreulicht
(Lichtbrechung und Reflexion) detektiert; sie wird in einem Winkel von 90°zum

einfallenden Licht gemessen und verhalt sich proportional zur Zellgranularitat.
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Die relative Fluoreszenz der zu untersuchenden Zellen ist proportional zu der
Anzahl an deren Oberflache gebundener, fluoreszierender Molekiile.
Die verwendete Lichtquelle arbeitete bei 488 nm; die Auswertung erfolgte tUber

Punktwolkendiagramme (,dot plots*).

2.2.3.3 Bestimmung der Apoptose-Induktion

Bei diesen Versuchen erfolgte sowohl eine durchflusszytometrische als auch
eine fluoreszenzmikroskopische Auswertung.

Fir die fluoreszenzmikroskopischen Ansatze wurden 5 x 10* HeLa-Zellen in 24-
well-Platten auf Deckgldsern von 12 mm Durchmesser ausgesat. Fur die
durchflusszytometrischen Ansatze erfolgte die Aussaat von 5 x 10° HeLa-Zellen
in 6-well-Platten (Vorgehensweise jeweils gemal Kap. 2.2.2.3).

Am zweiten Versuchtag wurden die Zellen gemald Kap. 2.2.2.4 infiziert und
anschlieBend fuar 4 h bei 37C inkubiert. Als Positi vkontrolle diente 1 uM
Staurosporin (Endkonzentration), in die Negativkontrolle wurden 10 pl PBS pro
ml Medium hinzugegeben. Staurosporin inhibiert mittels Interaktion mit der
ATP-Bindungsstelle eine Vielzahl von Kinasen und aktiviert einen bcl-2-
regulierten Signaltransduktionsweg, der zur Apoptose der Zelle fuhrt. Nach 4 h
Inkubation wurden die Zellen mit PBS gewaschen und frisches Zellmedium
sowie Antibiotika zur Abtotung adharenter Bakterien hinzugegeben. Die
Zellkulturplatten wurden anschlieRend 18 h bei 37<C inkubiert.

Am  dritten  Versuchstag wurde mit den Ansatzen fur die
Fluoreszenzmikroskopie bzw. Durchflusszytometrie in getrennter Weise wie

folgt verfahren:

Fluoreszenzmikroskopie:

1. Die Zugabe des Staurosporins in das well fur die Positivkontrolle fihrte
zur Abtétung eines Groliteils der Zellen, die nun frei im Medium
flottierten. Daher wurden die Zellkulturplatten zunachst bei 400 g und
4 fur 5 min zentrifugiert, um die Zellen fiir die Fluoreszenzmikroskopie

wieder in unmittelbaren Kontakt mit den Deckgldsern zu bringen.
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Anschlielend wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit PBS
gewaschen.

2. Danach wurden die Zellen durch einstiindige Inkubation mit je 500 pl
4%igem Paraformaldehyd pro well bei Raumtemperatur fixiert.

3. Nach Ablauf der Stunde wurde jedes Deckglas mehrmals in PBS
gewaschen, mit der Zellseite nach unten in je 25 ul
Permeabilisierungslosung gegeben und 1 min bei -20°C inkubiert. Ziel
dieses Schrittes was es, mit Hilfe der Lésung die Zellmembranen
durchléssig fur die nachfolgenden Farbeschritte zu machen.

4. AnschlieBend wurden die Deckglaser wieder mehrmals in PBS
gewaschen und mit der Zellseite nach unten in je
20 pl TUNEL-Reaktionslosung gelegt. Diese wurde nach den Angaben
des ,In Situ Cell Detection Kits" hergestellt (,enzyme solution“ und ,label
solution* im Verhaltnis 1:10).

5. Im né&chsten Schritt wurden die Zellen fir 1 h bei 37<C in einer feuchten
Kammer inkubiert, anschlielend wieder mehrmals in PBS gewaschen,
mit der Zellseite nach unten in je 25 pl 1:10-verdinntes DAPI gelegt und
fur 5 min bei 4T inkubiert. Dieser Schritt diente der Blaufarbung der
Zellkerne und somit als Kontrolle der vorhandenen Gesamtzellzahl auf
den Deckglasern.

6. Nach erneutem, mehrmaligem Waschen in PBS wurden die Deckglaser
schlieBlich mit der Zellseite nach unten in Fluoroprep (einem
fluoreszenzerhaltenden Eindeckmedium) auf Objekttragern fixiert. Diese
wurden bei 4C gelagert. Die Auswertung erfolgte an einem konfokalen

Laserscanmikroskop.

Durchflusszytometrie:

1. Zunachst wurden die Zellen mittels Zellschabern vom Boden der
Zellkulturplatten geldst und die Zellsuspension bei 400 g und 21<C fir
5 min in Rundboden-R6hrchen zentrifugiert. Das anschlie3ende

Vorgehen war analog zu den fluoreszenzmikroskopischen Ansatzen:
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2. Nach Absaugen des Uberstandes wurden in die Roéhrchen je 500 pl
4%iges Parafomaldehyd gegeben. Das Zellpellet wurde mit einer Pipette
im Paraformaldehyd gel6st und 1 h inkubiert. Danach wurden die Proben
in PBS gewaschen, erneut zentrifugiert und die gewonnenen Zellpellets
in 200 ul PBS gel6st. Diese Losung wurde zur schnelleren Durchfiihrung
der nachfolgenden Farbeschritte in eine 96-well-Platte Uberfuhrt.

3. Nach Zentrifugation und Abnahme des Uberstandes wurden je 25 pl
Permeabilisierungslosung in die wells gegeben und die Zellen 1 min bei
-20C inkubiert.

4. Nach erneutem Waschen und Zentrifugieren wurden die Zellen mit je
20 pl TUNEL-Reaktionslésung fur 1 h in einer feuchten Kammer
inkubiert, nochmals gewaschen und zentrifugiert.

5. Anschlie3end erfolgte die Inkubation in 25 pl 1:10-verdiinntem DAPI fur
5 min bei 4.

6. Im letzten Schritt wurden die Zellen (nach erneutem Waschen und
Zentrifugieren) wieder in Rundboden-Réhrchen tberfihrt und dort in
500 pl PBS gel6st. Mittels dieser Zellsuspension erfolgte die Auswertung
am Durchflusszytometer.

2.2.4 ELISA: Bestimmung der Interleukin-8-Konzentra tion in
Zellkulturiiberstédnden

2.2.4.1  Prinzip der Zytokinbestimmung mittels ELI  SA

Der ,Enzyme-Linked Immunosorbent Assay“ (ELISA) ist eine auf Antigen-
Antikdrper-Reaktion basierende immunologische Methode, um selbst geringste
Konzentrationen eines Proteins nachweisen zu kénnen. Dabei fungiert das zu
messende Molekil als Antigen, welches durch spezifische Antikorper detektiert
werden kann.

Im ersten Schritt wird hierzu der Boden einer Mikrotiterplatte mit einem
monoklonalen Antikdrper (sogenannter ,capture antibody”) beschichtet.
AnschlieRend werden die Zellkulturiiberstdnde mit den zu detektierenden
Molekulen hinzugegeben, welche an die Antikérper binden. Im letzten Schritt
wird ein enzymgekoppelter Sekundarantikérper (sogenannter ,detection
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antibody“) hinzugegeben, welcher ebenfalls an das zu detektierende Molekl
bindet und gleichzeitig eine Farbreaktion katalysiert. Die Intensitat der
hervorgerufenen Farbreaktion verhalt sich hierbei proportional zu der
Konzentration des zu messenden Molekils. Unter Zuhilfenahme einer
Standardkurve, welche mit rekombinanten Zytokinen erstellt wird, kann
schlie3lich die absolute Konzentration ermittelt werden.

2.2.4.2 Infektion von HeLa-Zellen zur IL-8-Indukt ion

Zunachst wurden im Rahmen eines Infektionsversuches Zellkulturiberstande
gewonnen. Am ersten Versuchstag erfolgte die Aussaat von 5 x 10* Zellen pro
Ansatz in 24-well-Platten gemald Kap. 2.2.2.3, am zweiten Tag wurden die
Zellen wie in Kap. 2.2.2.4 dargelegt infiziert.

Als Positivkontrolle diente hierbei der Bakterienstamm Yersinia enterocolitica
pYV" (MOI 20), der ein hohes Induktionspotential fur Interleukin-8 besitzt. In die
Negativkontrolle wurden 10 pl PBS pro ml Medium hinzugegeben. Nachdem die
Bakterien in den gewlnschten MOlIs in die wells hinzugegeben worden waren,
wurden die Zellkulturplatten fir 2 min bei 300 g und 21T zentrifugiert, um einen
maoglichst sofortigen Kontakt zwischen Bakterien und Zellen zu ermdglichen.
Nach einstindiger Inkubation bei 37C wurden die Zellen schlie3lich mit PBS
gewaschen sowie frisches Zellkulturmedium und Antibiotikum hinzugegeben. Im
letzten Schritt wurden die Zellen fur weitere 3 h im Brutschrank inkubiert,

anschlieRend die Uberstande abgenommen und bei -20°C gelagert.

2.2.4.3 Ablauf der IL-8-Messung mittels ELISA

Zu den verwendeten Puffern und Losungen siehe Tab. 2.5.

Zunachst wurde eine ELISA-Platte mit dem monoklonalen Primarantikérper
Uber Nacht bei 4 inkubiert, wobei in jedes well 50 pl eines Adsorptionspuffers
gegeben wurde, der eine Priméarantikorperkonzentration von 3 pg/ml in 0,1 M
Na;HPO, (pH 9,0) enthielt. Am nachsten Tag wurde die Platte nach
viermaligem Waschen mit ELISA-Waschpuffer mit je 200 pl Blockingpuffer pro
well fir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu

blockieren. AnschlieBend wurde die Platte wieder viermal gewaschen und je
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100 pl der vorher aufgetauten und gemischten Zellkulturiberstande in die wells
gegeben. Rekombinantes, humanes IL-8 in verschiedenen Konzentrationen
(12,5 — 800 pg/ml), welches zuvor in Zellkulturmedium verdinnt worden war,
diente hierbei als Referenz zur Erstellung der Standardkurve bei der
photometrischen IL-8-Bestimmung. Die ELISA-Platte wurde dann nochmals
Uber Nacht bei 4T inkubiert. Am dritten und letzten Tag wurden nach
viermaligem Waschen 100 ul des biotinylierten Sekundarantikorpers [0,5 pg/ml]
in Detektionspuffer in jedes well pipettiert und die Platte fur 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem viermaligem Waschen wurden je 50
pl Konjugat (setzt das P-Nitrophenyl-Phosphat in der Entwicklerldosung um) in
jedes well gegeben und fur eine weitere Stunde bei 37T inkubiert.
Anschlieend wurden nach einem letzten viermaligen Waschschritt 50 ul
Entwicklerlésung in jedes well pipettiert und die Platte fir ca. 15 min bei 37T
im Dunkeln inkubiert. Im Anschluss daran erfolgte die Bestimmung der IL-8-
Konzentration mit dem ELISA-Photometer bei 405 nm bei einer

Referenzwellenlange von 490 nm.

2.25 Bestimmung der Adh&sion an bzw. Invasion in HelLa-Zellen
durch Bakterien

Am ersten Versuchstag erfolgte die Aussaat von 5 x 10* Zellen pro Ansatz in
24-well-Platten gemaR Kap. 2.2.2.3, am zweiten Tag wurden diese gemaf
Kap. 2.2.2.4 infiziert.

Als Positivkontrolle diente der Stamm Yersinia enterocolitica pYV' in einer MOI
von 100, in die Negativkontrolle wurden 10 ul PBS pro ml Medium
hinzugegeben. Auch bei den Testbakterien betrug die MOI jeweils 100. Im
weiteren Verlauf wurde mit den Versuchsansatzen in getrennter Weise wie folgt

vorgegangen:

Adhasion:

Die Inkubationszeit nach erfolgter Infektion betrug 30 min. Danach wurden die
Zellen dreimal mit PBS gewaschen, um nicht adharente Bakterien zu entfernen
und 10 min in 1 ml Aqua dest. steril (4C) inkubiert. Anschlie3end wurden die

Zellen mechanisch mit Pipettenspitzen vom Boden der Zellkulturplatte gel6st
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und von der Zellsuspension serielle Verdinnungsreihen hergestellt. Von jeder
Verdinnung wurden je 100 pl auf CIN-Agar-Platten (Yersinien-Selektiv-
Nahrboden) ausplattiert und fiir 2 Tage bei 27<C ink ubiert.

Invasion:

Die Inkubationszeit nach erfolgter Infektion betrug 1 h. Danach wurden die
Zellen dreimal mit PBS gewaschen und 1 ml Zellkulturmedium sowie
Antibiotikum in jedes well gegeben, um adharente, nicht invadierte Bakterien
abzutoéten. Nach einstiindiger Inkubation bei 37C wurden die Zellen erneut
dreimal mit PBS gewaschen und 10 min in 1 ml Aqua dest. steril (4<C) inkubiert.
Anschliel3end wurden die Zellen mechanisch mit Pipettenspitzen vom Boden
der Zellkulturplatte gelost. Um die Zellen endgiltig zu lysieren und somit
intrazellulare Bakterien freizugeben, wurde die Lésung in eine Spritze
aufgezogen und dreimal durch eine Heparinkanule (Grof3e 20) gedrickt. Zuletzt
wurde von der Losung eine serielle Verdinnungsreihe hergestellt; von jeder
Verdinnung wurden je 100 pl auf CIN-Agar-Nahrboden ausplattiert und for
2 Tage bei 27<C inkubiert.

Nach 2 Tagen wurden die Platten begutachtet und eine Verdinnungsstufe
reprasentativ fur die Auswertung ausgesucht. Hierzu wurde die Anzahl

sichtbarer Kolonien auf jeder Platte bestimmit.

2.2.6 Statistik

Alle Versuche wurden mindestens dreimal wiederholt und ergaben
vergleichbare Ergebnisse. Bei den in der Arbeit aufgefihrten Daten handelt es
sich entweder um Mittelwerte aus drei Einzelversuchen oder um reprasentative
Einzelversuche in Dreifachbestimmung. Die Bewertung der Datensignifikanz
erfolgte Uber den Student-t-Test zur Prifung der Gleichheit der Mittelwerte.
Eine Differenz zwischen den Werten mit p < 0,05 wurde als statistisch

signifikant angesehen 3%,
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3 Ergebnisse

3.1 Adhasion an bzw. Invasion in HeLa-Zellen

Im Rahmen von Vorversuchen zu dieser Arbeit, die von Frau cand. med.
Sandra Kovacevi¢ durchgefuhrt wurden, war geprift worden, in welchem
Ausmalf die zu untersuchenden Testbakterien an HeLa-Zellen adharieren bzw.
sie invadieren. lhre Ergebnisse werden zur Vervollstandigung der Daten an
dieser Stelle mit aufgefiihrt (s. Abb. 3.1 und 3.2).

Als Positivkontrolle in den Versuchen diente Yersinia enterocolitica pYV'; die
MOI betrug fur alle Bakterien jeweils 100. In den nachstehenden Diagrammen
wurde die Anzahl koloniebildender Einheiten (KBE) adharenter bzw. invadierter
Yersinien in der Positivkontrolle jeweils als 100 % definiert, die Werte fur die

Testbakterien wurden hierzu in Verhaltnis gesetzt.

Aus den Diagrammen wird ersichtlich, dass die Testbakterien im Vergleich zu
Y. enterocolitica pYV™ nur ein verschwindend geringes Mal3 an Invasion in die
infizierten HelLa-Zellen zeigten (s. Abb. 3.2). Eine leichte Invasivitdt war
lediglich bei B. adolescentis zu beobachten, wobei auch hier die Anzahl
invadierter Zellen signifikant niedriger als in der Positivkontrolle lag. Hiermit
konnte der apathogene Charakter der Testbakterien im Hinblick auf invasives

Verhalten bestatigt werden.

Die Fahigkeit zur Adhasion war in geringem Mafle vorhanden, jedoch deutlich

niedriger ausgepragt als bei Y. enterocolitica pYV" (s. Abb. 3.1).
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Abb. 3.1: Adhasion der Testbakterien an HelLa-Zellen . Die MOI betragt jeweils 100. In dieser
Darstellung wurde die Positivkontrolle (= Mono-Infektion mit Y. enterocolitica pYV') als 100 %
definiert, die Anzahl koloniebildender Einheiten der Testbakterien wurde hierzu in Verhdltnis
gesetzt. Negativkontrolle: PBS. Es wird ersichtlich, dass die Teststdamme im Vergleich zur
Positivkontrolle nur sehr gering adhérieren. Versuchsergebnisse von Frau cand. med Sandra

Kovacevi¢. Ostatistisch signifikanter Unterschied (p < 0,05) zur Positivkontrolle.
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Abb. 3.2: Invasion der Testbakterien in HeLa-Zellen . Die MOI betragt jeweils 100. Weitere
Erlauterungen siehe Text sowie Abb. 3.1. Versuchsergebnisse von Frau cand. med Sandra
Kovacevi¢. Ostatistisch signifikanter Unterschied (p < 0,05) zur Positivkontrolle (Y. enterocolitica
pYV).
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3.2  Induktion von Apoptose

In Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte zunéchst gepruft werden, ob die
Testbakterien in HeLa-Zellen den Eintritt in die Apoptose induzieren. Zu diesem
Zweck wurden HelLa-Zellen mit den betreffenden Bakterien infiziert; als
Positivkontrolle diente 1 pM Staurosporin, als Negativkontrolle PBS. Am Tag
nach der Infektion wurden die Zellen fixiert und anschlieend permeabilisiert.
Apoptotische Zellen wurden mittels TUNEL-Assay fluoreszenzmarkiert. Die
Ergebnisse  wurden sowohl fluoreszenzmikroskopisch als auch

durchflusszytometrisch ausgewertet.

3.2.1 Nachweis der Apoptose-Induktion mittels Durch flusszytometrie

Abb. 3.3 zeigt beispielhaft eine durchflusszytometrische Analyse der Daten. Die
X-Achse der Diagramme reprasentiert hierbei die Zellgré3e, d.h. je gréRer die
Zellen, umso weiter rechts erscheinen diese im Diagramm. Die Y-Achse
reprasentiert die Fluoreszenz, d.h. je ausgepragter die Fluoreszenz der Zellen,
desto weiter oben werden sie im Diagramm sichtbar. Apoptotische Zellen bzw.
apoptotische Koérperchen, in welche die Zellen als Resultat des programmierten
Zelltodes zerfallen, sind kleiner als nicht-apoptotische Zellen und haben infolge
der TUNEL-markierten DNA-Strangbriiche eine hdhere Fluoreszenz. Somit
werden sie am wahrscheinlichsten im oberen linken Quadranten des
Diagrammes erwartet. Nicht-apoptotische Zellen sind gré3er und kdnnen mehr
unspezifische Fluoreszenz sowie Autofluoreszenz aufweisen; sie sind
vorwiegend in den rechten Quadranten zu finden. Zur genauen Eingrenzung
apoptotischer Zellpopulationen in den Diagrammen ist jedoch immer der direkte
Vergleich mit der Positiv- bzw. Negativkontrolle wichtig.
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Abb. 3.3: Darstellung apoptotischer Zellpopulatione n mittels Durchflusszytometrie.
Diagramm A zeigt ein Beispiel fir eine Positivkontrolle (1 uM Staurosporin), Diagramm B fir
eine Negativkontrolle (PBS). Die Zellpopulationen in Diagramm C und D wurden mit
E. coli Nissle 1917 in einer MOI von 50 bzw. 10 infiziert. In der Positivkontrolle ist eine deutliche
Population apoptotischer Zellen im oberen linken Quadranten sichtbar, die in den Ubrigen
Proben fehilt.

Die Testbakterien wurden in unterschiedlichen MOI-Stufen von 1 bis 50
untersucht. Hierbei ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
einzelnen MOI-Stufen; repréasentativ zeigt das nachstehende Diagramm
(s. Abb. 3.4) daher eine MOI von 20. Die Zahlen geben den Prozentsatz
detektierter apoptotischer Zellen innerhalb der Gesamtzellpopulationen wider.

Aus der Abbildung wird ersichtlich, dass keines der getesteten Bakterien in der
Lage war, ein relevantes Mal3 an Apoptose in HeLa-Zellen zu induzieren; die
erreichten Werte an apoptotischen Zellen lagen jeweils signifikant unter der
Positivkontrolle. Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass keines
der untersuchten Bakterien Uber apoptoseinduzierende Eigenschaften bei

HeLa-Zellen verfugt.
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3.2.2 Nachweis der Apoptose-Induktion mittels Fluor  eszenzmikroskopie

Zur Bestéatigung der durchflusszytometrischen Daten wurden die Zellen in
einem zweiten Schritt mittels konfokaler Lasermikroskopie untersucht. Hierbei
wurde die Anzahl fluoreszierender Zellen zwischen der Positivkontrolle
einerseits sowie der Negativkontrolle und den Bakterienansétzen andererseits
verglichen. Die nachstehenden Abb. 3.5 und 3.6 zeigen die Ergebnisse in
zweierlei Darstellung: DAPI sowie Fluoreszenz (Farbstoff Texas red). Der
direkte Vergleich zwischen DAPI-Farbung (Darstellung aller Zellen im
Gesichtsfeld durch Blaufarbung der Zellkerne) mit der Darstellung in Texas red
(Darstellung nur der apoptotischen Zellen im selben Gesichtsfeld) vermittelt
einen Eindruck Uber das Ausmal3 an abgelaufener Apoptose. Auch hier wird
reprasentativ die MOI 20 gezeigt, da sich keine signifikanten Unterschiede

zwischen den untersuchten MOI-Stufen ergaben.

Aus den Abbildungen wird ersichtlich, dass bei allen Versuchsansatzen, in
denen die Zellen mit den zu untersuchenden Bakterienstiammen infiziert
wurden, nur vereinzelt Apoptoseereignisse zu erkennen waren. Hiermit konnte
bestatigt werden, dass keiner der Teststamme Uber signifikante
apoptoseinduzierende Fahigkeiten verfligt.
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Abb. 3.5: Apoptose-Induktion nach Infektion von Hel a-Zellen mit B. distasonis, B.
vulgatus sowie B. adolescentis. Bestimmung der Apoptose mittels Fluoreszenzmikroskopie
(Skalierung: 40 um). Ein betrachtlicher Teil der Zellen in der Positivkontrolle (1 pM
Staurosporin) ist im Vergleich zwischen DAPI-gefarbten Zellkernen und fluoreszierenden
apoptotischen Korperchen (Farbung mit Texas red) als apoptotisch erkennbar. In der
Negativkontrolle (Zugabe von PBS) sowie bei den mit den Testbakterien (MOI jeweils 20)

infizierten Zellen sind keine oder nur vereinzelt apoptotische Ereignisse zu erkennen.
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Abb. 3.6: Apoptose-Induktion nach Infektion von Hel a-Zellen mit L. .ermentum,

S. salivarius, V. atypica, E. coli mpk sowie E. coli Nissle 1917. Bestimmung der Apoptose
mittels Fluoreszenzmikroskopie (Skalierung: 40 um). MOI jeweils 20. Weitere Erlauterungen
siehe Text sowie Abb. 3.5.
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3.3 Induktion von Interleukin-8: Nachweis mittels E LISA

Zur  Untersuchung moglicher inflammatorischer  Eigenschaften  der
Testbakterien wurde geprtft, in welchem Ausmald sie die Expression des
proinflammatorischen  Zytokins Interleukin-8 induzieren. IL-8 fungiert
hauptsachlich als Lockstoff, der dber einen chemischen Gradienten
phagozytierende Zellen des Immunsystems aus der Blutbahn an den Ort einer
Infektion lockt und somit eine Entziindung zu initileren vermag.

Hierzu wurden HelLa-Zellen mit den zu untersuchenden Bakterien infiziert. Als
Positivkontrollen wurden Yersinia enterocolitica pYV™ (MOI 20) sowie das
proinflammatorische Zytokin TNF-a (100 ng/ml) verwendet; als Negativkontrolle
diente PBS. Die Testbakterien wurden in unterschiedlichen MOI-Stufen von 2
bis 200 untersucht. Da sich abgesehen von E. coli K12 keine signifikanten
Unterschiede zwischen den einzelnen MOIs zeigten, ist in der nachfolgenden
Abb. 3.7 beispielhaft die MOI 20 abgebildet.

Wie hieraus ersichtlich wird, war keines der untersuchten Bakterien in der Lage,
ein signifikantes Mal3 an IL-8 zu induzieren: Die gemessenen Konzentrationen
lagen jeweils deutlich unterhalb der Positivkontrolle sowie in einem der
Negativkontrolle vergleichbaren Bereich. Bei E. coli K12 zeigte sich mit
steigender Infektionsdichte in allen Versuchen ein signifikanter Anstieg der
erreichten IL-8-Konzentrationen im Vergleich zwischen niedrigster und hdchster
MOI-Stufe (2 bzw. 200, nicht abgebildet); diese lagen jedoch auch bei MOI 200

noch signifikant unterhalb der Positivkontrollniveaus.

Somit kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass die Infektion mit den
untersuchten Teststdmmen keinen Uber die IL-8-Sekretion messbaren,
inflammatorischen Reiz fir die HeLa-Zellen darstellt. Lediglich bei Infektion mit
E. coli K12 ist ein geringfugiger, aber dosisabhéngig signifikant zunehmender

inflammatorischer Stimulus fiir die Zellen erkennbar.
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Abb. 3.7: IL-8-Sekretion nach Infektion von Hela-Ze llen mit den Teststammen . Bestimmung der IL-8-Konzentrationen mittels ELISA. Bei Infektion
von Hela-Zellen mit den genannten Bakterien (MOI jeweils 20) ist die IL-8-Induktion signifikant niedriger als bei den Positivkontrollen (Yersinia
enterocolitica pYV’, MOI 20 sowie 100 ng/ml TNF-a). Negativkontrolle: PBS. [statistisch signifikanter Unterschied (p < 0,05) zu Yersinia enterocolitica
pYV.
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Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass bei den obigen Versuchsreihen
kein Hinweis auf ein toxisches oder inflammatorisches Potential der

Testbakterien gefunden werden konnte.

3.4 Modulation der durch Y. enterocolitica pYV™ induzierten IL-8

Sekretion: Nachweis mittels ELISA

Im nachsten Schritt sollte untersucht werden, inwieweit die Testbakterien die
durch Y. enterocolitica pYV" induzierte IL-8-Sekretion modulieren wirden. Zu
diesem Zweck wurden HelLa-Zellen mit den Testbakterien sowie gleichzeitig mit
Y. enterocolitica pYV infiziert. Wie schon bei den Mono-Infektionen
(s. Kap. 3.3) wurde die IL-8-Sekretion durch die infizierten HelLa-Zellen mittels
ELISA gemessen. Als Positivkontrolle diente erneut Y. enterocolitica pYV' in
einer MOI von 20, als Negativkontrolle PBS. In die einzelnen Versuchsansatze
wurden die zu untersuchenden Bakterien in unterschiedlichen MOI-Stufen
sowie zugleich Y. enterocolitica pYV in einer der Positivkontrolle
entsprechenden MOI von 20 gegeben.

Bei den Versuchen zeigten die einzelnen Stdmme ein deutlich
unterschiedliches Verhalten, auf welches im folgenden detailliert eingegangen
wird. Die nachfolgenden Diagramme beziehen sich jeweils auf reprasentative
Versuche in Dreifachbestimmung, bei denen die MOls der Testbakterien 2, 20
sowie 200 betrugen. Die Nulllinie in den Diagrammen reprasentiert dabei die
durch Y. enterocolitica pYV" (MOI 20) induzierte IL-8-Konzentration in der
Positivkontrolle (arithmetisches Mittel aus drei Einzelwerten). Daruber bzw.
darunter ist die jeweilige prozentuale Erh6hung bzw. Verminderung der IL-8-
Konzentrationen aufgetragen, welche durch Co-Infektion mit den genannten

Bakterien beobachtet wurde.

L. fermentum, B. adolescentis, S. salivarius, B. distasonis, E. coli mpk:

Bei den Co-Infektionen mit diesen Teststammen zeigten sich im Vergleich zu
den mit Y. enterocolitica pYV" mono-infizierten Ansatzen der Positivkontrolle
jeweils deutlich reduzierte IL-8-Konzentrationen, die signifikantes Mal3
(p < 0,05) erreichten (s. Abb. 3.8 — 3.12).
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B. vulgatus, V. atypica, E. coli Nissle 1917, E. coli Nissle ..wzys3s,
E. coli K12:

Wurden die HelLa-Zellen zusatzlich zu Y. enterocolitica pYV™ mit diesen
Teststammen infiziert, war es nicht mdglich, deutliche Modulationen der
induzierten IL-8-Sekretion zu beobachten (s. Abb. 3.13 — 3.17).

L. fermentum +Y. enterocolitica pYV-
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100 4 ¥ PBS 0

IL-8-Modulation [%)]
o

Abb. 3.8: Modulation der IL-8-Produktion nach Co-lI nfektion von Hela-Zellen mit
L. fermentum sowie Y. enterocolitica pYV'". Bestimmung der IL-8-Konzentrationen mittels
ELISA. Die Nulllinie reprasentiert das IL-8-Niveau in der Positivkontrolle (= Mono-Infektion mit
Y. enterocolitica pYV', MOI 20). Negativkontrolle: PBS.

Es wird ersichtlich, dass bei Co-Infektion mit Y. enterocolitica pYV™ sowie L. fermentum das
Ausmal an IL-8-Sekretion signifikant niedriger als in der Positivkontrolle liegt (bis zu 80%ige
Reduktion). Dieser Effekt wird bereits bei der niedrigsten Infektionsdichte (MOI 2) beobachtet
und erhoht sich bis MOI 200 nur unwesentlich. Weitere Erlauterungen siehe Text. [statistisch

signifikanter Unterschied (p < 0,05) im Vergleich zur Positivkontrolle.
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B. adolescentis + Y. enterocolitica pYV-
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Abb. 3.9: Modulation der IL-8-Produktion nach Co-l nfektion von Hela-Zellen mit
B. adolescentis sowie Y. enterocolitica pYV. Weitere Erlauterungen siehe Text sowie

Abb. 3.8. Ostatistisch signifikanter Unterschied (p < 0,05) im Vergleich zur Positivkontrolle.
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Abb. 3.10: Modulation der IL-8-Produktion nach Co- Infektion von Hela-Zellen mit
S. salivarius sowie Y. enterocolitica pYV'. Weitere Erlauterungen siehe Text sowie Abb. 3.8.

Ostatistisch signifikanter Unterschied (p < 0,05) im Vergleich zur Positivkontrolle.
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B. distasonis + Y. enterocolitica pYV-
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Abb. 3.11: Modulation der IL-8-Produktion nach Co-I nfektion von Hela-Zellen mit
B. distasonis sowie Y. enterocolitica pYV . Weitere Erlauterungen siehe Text sowie Abb. 3.8.

Ostatistisch signifikanter Unterschied (p < 0,05) im Vergleich zur Positivkontrolle.

E. coli mpk + Y. enterocolitica pYV-
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Abb. 3.12: Modulation der IL-8-Produktion nach Co- Infektion von Hela-Zellen mit
E. coli mpk sowie Y. enterocolitica pYV'. Weitere Erlauterungen siehe Text sowie Abb. 3.8.

Ostatistisch signifikanter Unterschied (p < 0,05) im Vergleich zur Positivkontrolle.
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B. vulgatus + Y. enterocolitica pYV-

100
80 A
60
40 A

-20 MOI 2 MOT 20 MOI 200

IL-8-Modulation [%]

80 1 ¢ pgs

Abb. 3.13: Modulation der IL-8-Produktion nach Co-I nfektion Infektion von Hela-Zellen mit

B. vulgatus sowie Y. enterocolitica pYV'. Weitere Erlauterungen siehe Text sowie Abb. 3.8.

V. atypica + Y. enterocolitica pYV-
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Abb. 3.14: Modulation der IL-8-Produktion nach Co- Infektion von Hela-Zellen mit
V. atypica sowie Y. enterocolitica pYV'. Weitere Erlauterungen siehe Text sowie Abb. 3.8.

Ostatistisch signifikanter Unterschied (p < 0,05) im Vergleich zur Positivkontrolle.
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E. coli Nissle 1917 + Y. enterocolitica pYV-
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Abb. 3.15: Modulation der IL-8-Produktion nach Co- Infektion von Hela-Zellen mit
E. coli Nissle 1917 sowie Y. enterocolitica pYV'. Weitere Erlauterungen siehe Text sowie
Abb. 3.8.
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Abb. 3.16: Modulation der IL-8-Produktion nach Co- Infektion von Hela-Zellen mit
E. coli Nissle ..,,ys36 SOwie Y. enterocolitica pYV'. Weitere Erlauterungen siehe Text sowie
Abb. 3.8.
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E. coli K12 + Y. enterocolitica pYV-
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Abb. 3.17: Modulation der IL-8-Produktion nach Co- Infektion von Hela-Zellen mit
E. coli K12 sowie Y. enterocolitica pYV'. Weitere Erlauterungen siehe Text sowie
Abb. 3.8.

35 Nachweis der Viabilitdt der HeLa-Zellen bei Inf  ektion

Um auszuschlie3en, dass die vielfach beobachteten Verringerungen der IL-8-
Sekretion durch eine verminderte Viabilitat der doppelt infizierten HelLa-Zellen
verursacht wurde, wurden die Versuche wiederholt und die Zellen dabei
zusatzlich mit TNF-a in einer Konzentration von 100 ng/ml stimuliert. Viable
Zellen mussten durch dieses proinflammatorische Zytokin wieder zur IL-8-
Produktion angeregt werden, so dass die Konzentrationen im Vergleich zu den
einfachen Co-Infektionen wieder deutlich ansteigen miussten. Bis auf die
zusatzliche Gabe von TNF-a in die co-infizierten Proben waren die
Versuchsansatze identisch zu den vorher durchgefiihrten einfachen Co-
Infektionen. Gepruft wurden diejenigen Teststimme, welche signifikante IL-8-
Reduktionen verursacht hatten (L. fermentum, B. adolescentis, S. salivarius,
B. distasonis, E. coli mpk). Die MOI-Stufen, in denen die Testbakterien
zusatzlich zu Y. enterocolitica pYV" (MOI 20) eingesetzt wurden, betrugen

wieder 2, 20 sowie 200.
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Die Ergebnisse sind aus den Abb. 3.18 sowie 3.19 ersichtlich. Auch in diesen
Diagrammen reprasentiert die Nulllinie wieder die durch Mono-Infektion mit
Y. enterocolitica pYV" erreichte IL-8-Konzentration der Positivkontrolle. Dartber
bzw. darunter sind die bei Co-Infektion beobachteten Zu- bzw. Abnahmen
aufgetragen. In der linken Spalte (A) sind zur Erinnerung die Modulationen bei
einfacher Co-Infektion zu sehen (s. Kap. 3.4). Aus der rechten Spalte (B) gehen
die Modulationen bei zusatzlicher Gabe von 100 ng/ml TNF-a hervor.

Wie aus den Abbildungen ersichtlich wird, bewirkte die Zugabe von TNF-a in
allen Fallen wieder hohe Konzentrationen an IL-8, die mindestens auf
Positivkontroll-Niveau angesiedelt waren, in den meisten Féllen aber noch

signifikant dartber.

Hieraus lasst sich schlussfolgern, dass die vielfach verringerte IL-8-Sekretion
durch die doppelt infizierten HelLa-Zellen nicht auf eine verminderte Viabilitat in

Anwesenheit der grof3en Anzahl von Bakterien zurtickzufuhren ist.
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Abb. 3.18: Modulation der IL-8-Produktion durch L. fermentum, B. adolescentis sowie

S. salivarius. Bestimmung der IL-8-Konzentrationen mittels ELISA. Die Nulllinie repréasentiert
das IL-8-Niveau in der Positivkontrolle (= Mono-Infektion mit Y. enterocolitica pYV’, MOI 20).

Die linke Spalte (A) zeigt nochmals die beobachtete Modulation der IL-8-Sekretion bei einfacher
Co-Infektion mit Y. enterocolitica pYV™ (MOI 20). Die rechte Spalte (B) zeigt die Modulation bei
zusatzlicher Gabe von 100 ng/ml TNF-a. Es wird ersichtlich, dass die HelLa-Zellen bei Co-
Infektion viabel und zu hoher IL-8-Sekretion in der Lage sind. O statistisch signifikanter

Unterschied (p < 0,05) zur Positivkontrolle.
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Abb. 3.19: Modulation der IL-8-Produktion durch B. distasonis sowie E. coli mpk. Weitere

Erlauterungen siehe Text sowie Abb. 3.19. [statistisch signifikanter Unterschied (p < 0,05) zur

Positivkontrolle.
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3.6 Inhibition der Yersinien-Adh&sion bzw. -Invasio n als moglicher
Mechanismus der modulierten IL-8-Sekretion

Ein denkbarer Mechanismus fur die bei Co-Infektion mit einigen der
Teststamme beobachtete, signifikant reduzierte IL-8-Sekretion ist die Inhibition
der Yersinien-Adhasion an bzw. -Invasion in HelLa-Zellen, z. B. durch
Konkurrenz um Bindungsstellen an der Oberflachenmembran. Zur Uberpriifung
dieser Mdglichkeit wurde die Anzahl adharenter bzw. invadierter Yersinien nach
Co-Infektion mit einer Auswahl der Testbakterien durchgefihrt (L. fermentum,
B. adolescentis, S. salivarius, E. coli Nissle 1917 sowie Nissle.yzys3s, E. coli
mpk). Die eingesetzte MOI betrug dabei sowohl fur die Yersinien als auch fur
die Testbakterien jeweils 100.

Die Ergebnisse sind in Abb. 3.20 sowie 3.21 dargestellt. Es handelt sich hierbei
um die arithmetischen Mittelwerte aus drei Versuchen, die jeweils in
Dreifachbestimmung durchgefihrt wurden. Um die Einzelversuche besser
vergleichen zu kénnen, wurde jeweils die Anzahl koloniebildender Einheiten
(KBE) in der Positivkontrolle (Y. enterocolitica pYV’, MOI 100) als 100 %
definiert; die Anzahl koloniebildender Einheiten in den mit den Teststammen co-
infizierten Anséatzen wurde hierzu in Verhaltnis gesetzt.

Wie man aus den Diagrammen ersehen kann, war durch die zusatzliche
Anwesenheit der Testbakterien keine signifikante Modulation der Yersinien-

Adhé&sion bzw. -Invasion zu beobachten.

Hieraus lasst sich schlussfolgern, dass eine Interferenz mit der Yersinien-
Adhasion bzw. -Invasion nicht die Ursache fur die reduzierte IL-8-Sekretion

darstellt.
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Abb. 3.20: Modulation der Yersinien-Adhasion bei Co

B. adolescentis
+Y.e pYv

S. salivarius
+Y.e pYV

E. coli
leslemysas

+Y.e pYV

E. coli
Nissle 1917
+Y.e pYVv
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+Y.e pYV

-Infektion mit den Testbakterien.

Bestimmung der koloniebildenden Einheiten (KBE) nach Co-Infektion. Die MOI betragt jeweils

100. In die Negativkontrolle wurde PBS gegeben.

In dieser Darstellung wurde die Positivkontrolle (= Mono-Infektion mit Y. enterocolitica pYV') als

100 % definiert, die Anzahl koloniebildender Einheiten bei Co-Infektion mit den Testbakterien

wurde hierzu in Verhaltnis gesetzt. Weitere Erlauterungen siehe Text.

Yersinia-Invasion bei Co-Infektion
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Abb. 3.21: Modulation der Yersinien-Invasion bei Co

B. adolescentis

+Y.e pYv

S. salivarius E. coli E. coli E. coli mpk
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-Infektion mit den Testbakterien.

Bestimmung der koloniebildenden Einheiten (KBE) nach Co-Infektion. Weitere Erlauterungen

siehe Text sowie Abb. 3.21.
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4 Diskussion

Die  Erndhrungsgewohnheiten des Menschen in den modernen
Industriegesellschaften der westlichen Welt haben sich im vergangenen
Jahrhundert dramatisch geéndert. Einem starken Anstieg beim Verzehr
beispielsweise von fettreicher Nahrung und Cholesterol steht ein immer weiter
sinkender Verzehr von gesunden und natirlichen Lebensmitteln mit ihren
hohen Anteilen an gesunden Komponenten wie Ballaststoffen oder Vitaminen
gegeniber. In der Prahistorie wurden Nahrungsmittel durch Trocknen oder
Vergraben in Erdléchern konserviert, wo es zur natdrlichen Fermentierung
durch Mikroorganismen kam °. Der moderne Mensch hingegen nimmt einen
sehr viel geringeren Anteil an fermentierten Lebensmitteln zu sich, so dass das
Immunsystem des Darmes mit einer viel kleineren Anzahl von Mikroorganismen
konfrontiert wird. Es existieren allgemein anerkannte Hypothesen, wonach die
modernen Nahrungsgewohnheiten sowie exzessiv hygienische
Lebensbedingungen fir die immer grol3ere Pravalenz von Allergien in der
westlichen Welt mitverantwortlich sind (sogenannte ,Hygienetheorie®) 78,
Diese, bereits in der Postnatalperiode einsetzende, tUberméRige Hygiene hat
Auswirkungen auf die Entwicklung der intestinalen Mikroflora im Kindesalter
und konnte so eine mangelnde Toleranz gegenidber an sich harmlosen
Nahrungsbestandteilen und anderen Antigenen hervorbringen. Dies begunstigt
eine erhohte Anfélligkeit gegenuber intestinalen Infektionen sowie
Hypersensibilitat gegeniiber Antigenen "12°,

Das Wissen um diese Sachverhalte hat dazu gefiihrt, dass in den westlichen
Industrienationen, v.a. in Europa und Japan, der Verzehr probiotischer
Lebensmittel stetig ansteigt. Hiermit soll die Zusammensetzung und Aktivitat
der Darmflora durch die Nahrungsaufnahme gezielt beeinflusst werden.
Mittlerweile existiert ein ganzer Forschungszweig, der sich mit den positiven
Einflissen probiotischer Mikroorganismen beschéftigt. Die hierbei untersuchten
Einsatzgebiete gehen weit (ber die von den Herstellern probiotischer
Joghurtsorten gepriesene Starkung der Abwehrkrafte und Foérderung der

Verdauung hinaus, und reichen von der Behandlung von antibiotikainduzierter
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Diarrhoe uber chronisch entziindliche Darmerkrankungen bis hin zur Pravention

von Darmkrebs.

Bereits im Jahre 1877 hatten Pasteur und Joubert beobachtet, dass zwischen
manchen Bakterienspezies antagonistische Interaktionen bestehen kénnen °. In
den vergangenen Jahrzehnten konnten viele Studien teilweise beeindruckende
Ergebnisse bei der Behandlung einer Vielzahl von Erkrankungen mit
probiotischen Bakterien vorweisen. Nichtsdestotrotz ist die Forschung auf
diesem Gebiet seit vielen Jahren Gegenstand standiger Kontroversen zwischen
hartnackigen Verfechtern einerseits sowie kritischen Gegenstimmen

andererseits. Hierflr existieren mehrere Griinde:

. Zahllose Studien verwendeten unterschiedliche Bakterienstamme,
teilweise Kombinationen aus mehreren Stammen. Hierbei kamen eine
Vielzahl unterschiedlicher Dosen und Versuchsmodelle zum Einsatz, so
dass sich Vergleiche duRerst schwierig gestalten .

. Vielfach ist eine mangelnde Koordination der Forschung zwischen
klinischen und mikrobiologischen Gruppen zu beklagen. Vielen
Forschungsergebnissen fehlt die klinische Bestatigung génzlich °.

. Die meisten klinischen Studien wiesen zu kleine Patientenkollektive ohne
ausreichende Kontrollen auf, die Interpretation der Daten war oft

subjektiv 224,

Aussagekraftige, statistisch objektivierbare Analysen sind daher auf3erst
schwierig. Unbestritten bleibt jedoch die Tatsache, dass das Konzept einer
bakteriellen Interferenztherapie an sich volle Gultigkeit besitzt. In den letzten
Jahren sind zudem zunehmende Tendenzen zu einer starkeren Koordination zu
verzeichnen. In Kap. 1.2.1 wurde bereits die gemeinsam von WHO und FAO
zum Thema probiotischer Nahrungsmittel abgehaltene Konferenz im Jahre
2001 erwahnt %, Bereits zuvor, im Jahre 1994, empfahl die WHO im Rahmen
einer Konferenz Uber die steigenden Antibiotikaresistenzen die bakterielle

Interferenztherapie als eine Alternative *?°. Die Europaische Union finanziert
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eine Gruppe namens PROEUHEALTH, welche die Rolle probiotischer
Bakterien untersucht und aus 64 Forschungspartnern in sechzehn

europaischen Landern besteht (http://proeuhealth.vtt.fi). Diese Gruppe umfafl3t

acht Einzelprojekte, die sich mit unterschiedlichen Themenkomplexen wie
molekularen ldentifikationstechniken fir probiotische Stamme oder der
Gewahrleistung von deren Sicherheit beschaftigen.

Wie in der Einleitung bereits ausgefiihrt, sollte im Rahmen der vorliegenden
Arbeit der Einfluss physiologischer Darmbakterien auf proinflammatorische
Mechanismen untersucht werden. Hierzu sollten die Teststamme zunachst im
Hinblick auf ihre Fahigkeit zu Adhéasion, Invasion sowie Apoptose- und IL-8-
Induktion im HelLa-Zellmodell untersucht werden. Im Anschluss daran wurde
geprift, ob sie die durch den Stamm Yersinia enterocolitica pYV" induzierte
IL-8-Sekretion als in vitro-Modell fir einen proinflammatorischen Mechanismus
modulieren wirden. Bei den untersuchten Bakterien handelte es sich teils um
bekanntermal3en probiotische (E. coli Nissle 1917), teils um nicht-probiotische
Stamme (z. B. E. coli K12); zudem wurden Bakterien untersucht, die im
Verdacht standen, uUber probiotische Eigenschaften zu verfigen (z. B.
L. fermentum). Aus diesem Grunde sollte Uberdies gepruft werden, ob es
anhand der aufgestellten in vitro-Parameter moglich sein wirde, eine Art
Screening-Profil zu erstellen, um probiotische von nicht-probiotischen Stammen

Zu unterscheiden.

4.1 Adhasion und Invasion

Bereits im Vorfeld zu dieser Arbeit wurde die Fahigkeit der Teststamme zur
Adhasion an bzw. Invasion in HelLa-Zellen von Frau cand. med. Sandra

Kovadevi¢ untersucht.
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4.1.1 Adhasion

Um sich in einem Kompartiment des Wirtsorganismus auf Dauer niederlassen
zu konnen, muss ein Bakterium die Fahigkeit besitzen, Bindungsstellen an der
Zellmembran zu finden und dort zu adhéarieren. Auf diese Weise kdnnen z. B.
Bakterien, die den Urogenitaltrakt besiedeln, verhindern, durch den Harnfluss
weggespult zu werden. Auch wird die massive Besiedlung mit
adharenten Darmbakterien auf der Epitheloberflache des Intestinaltraktes als
Schutzmechanismus gegen pathogene Keime angesehen, indem apathogene
Darmbakterien eine Art Schutzschicht auf dem Epithel bilden und somit
madgliche Bindungsstellen flr Pathogene besetzt halten.

Auch im Zusammenhang mit probiotischen Bakterien ist ein starkes
Adhasionsvermodgen immer wieder als wichtiges Selektionskriterium genannt
worden %% Als in vitro-Modell zur Adhé&sionspriifung dienten meist die
intestinalen Epithelzelllinien Caco-2 sowie HT-29 “’. Bei den verschiedenen
Untersuchungen stellte sich allerdings heraus, dass das Adhasionsvermdgen
unterschiedlicher probiotischer Stdmme aulRerst variabel, in vielen Fallen sogar
sehr schwach ist *°. So konnte beispielsweise fiir Lactobacillus bulgaricus oder
auch Bifidobacterium spp. noch kein ausreichendes Adh&sionsvermébgen

5

gezeigt werden . Gegenbeispiele mit starker Adh&sion sind Lactobacillus

rhamnosus GG *%, Lactobacillus plantarum 2

oder Lactobacillus acidophilus
LAl °. Die Ubertragung der Erfahrungen aus einem in vitro-Modell auf die
Situation in vivo ist allerdings problematisch, da das Adhé&sionsvermogen nicht
nur von spezies- sondern auch von wirts- bzw. modellspezifischen Faktoren

abhangen kann *.

Zudem wurde in der Vergangenheit von manchen
Forschungsgruppen bereits angedeutet, dass auch Stdmme, die in vitro kein
starkes Adhasionsvermégen zeigen, dennoch ein hohes Mald an Kompetitivitat
mit pathogenen Keimen aufweisen kénnen #’. Von Bedeutung ist in diesem
Zusammenhang auch die Tatsache, dass einer der haufig gezeigten
probiotischen Mechanismen die Sekretion antimikrobieller Substanzen ist, wofur

eine Adhasion an die Wirtszelle keine Voraussetzung darstellt.
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In den Vorversuchen zu dieser Arbeit hatte sich gezeigt, dass bei den
Testbakterien die Fahigkeit zur Adh&sion vorhanden, wenn auch im Vergleich
zur Positivkontrolle (Y. enterocolitica pYV’) gering ausgepragt ist. Von Interesse
ist hierbei die Tatsache, dass fir einen der untersuchten Stamme (E. coli Nissle
1917) Arbeiten anderer Gruppen vorliegen, welche die Adhasion an Zellen der
Linie Intestine-407 (humane embryonale Jejunal- und llealzellen) sowie in vivo

85 In beiden Fallen hatte sich das

bei Neugeborenen untersucht hatten
Adhasionsvermogen dieses Stammes im Gegensatz zu den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit als hoch erwiesen. Dies bestatigt erneut die bereits
erwahnte Abhangigkeit von modell- sowie wirtsspezifischen Faktoren bei
derartigen  Versuchsreihen. Hierbei kénnen z. B. unterschiedliche
Differenzierungsgrade der verwendeten Zelllinien eine Rolle spielen oder die
Palette an exprimierten Oberflachenmolekulen. Bei Untersuchungen in vivo sind
die Bedingungen ohnehin um ein Vielfaches komplexer, da verschiedene
Zelltypen und eine breite Darmflora unterschiedlicher Auspragung im System

vorhanden sind.

4.1.2 Invasion

Die Invasion, also das Eindringen in die Wirtszelle, ist vorwiegend ein
Mechanismus pathogener Keime. So haben beispielsweise Bakterien der
gramnegativen Gattungen Salmonella, Shigella, Yersinia oder auch der
grampositive Stamm Listeria monocytogenes die Fahigkeit, ihre Aufnahme in

16 Die Bakterien

nicht phagozytierende Wirtszellen aktiv zu induzieren
verursachen dabei Veranderungen im Zytoskelett der Zelle, die zur Bildung
pseudopodienartiger Strukturen und anschlieender Aufnahme in die Zelle

fuhren %

. Im AnschluR an die so erzwungene Phagozytose kdnnen diese
Bakterien entweder in Vakuolen Uberleben oder diese lysieren und sich im
Zytoplasma bewegen °. Wie erwahnt, treten diese Vorgange hauptséchlich im
Rahmen von Infektionen mit pathogenen Keimen auf; Invasivitat ist daher fur

probiotische Stamme eine unerwiinschte Eigenschatft.
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Ubereinstimmend hiermit zeigte sich im Rahmen der Vorversuche zu dieser
Arbeit, dass keines der getesteten Bakterien tber die Fahigkeit zur Invasion in

HelLa-Zellen verfugt.

4.2  Induktion von Apoptose

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zunachst potentiell toxische
Einflisse der Teststamme auf HelLa-Zellen durch Bestimmung der
Apoptoserate nach Infektion untersucht. Die Induktion von Apoptose ist ein
Kennzeichen vieler bakterieller Infektionen, wobei sie je nach Fall sowohl einen
Vorteil fur den Wirt als auch fiur das Bakterium darstellen kann. So sind
beispielsweise Yersinien in der Lage, Apoptose in Makrophagen zu induzieren
und sich somit vor Phagozytose zu schiitzen und ihr Uberleben sicherzustellen
% Shigella flexneri tétet Makrophagen ebenfalls tiber Apoptose-Induktion und
verschafft sich so Zugang zu den Peyer-Plaques, um sich dann von basolateral
weiter von einem Enterozyten zum nachsten auszubreiten *. Zudem zieht der
programmierte Zelltod im Gegensatz zur Nekrose keine inflammatorische
Reaktion nach sich und schitzt das Bakterium vor zusatzlicher Aufmerksamkeit
seitens des Immunsystems. Diese Tatsache kann jedoch auch fur den Wirt von
Nutzen sein, um im Falle einer Infektion eine Uberschie3ende lokale
Immunantwort mit Schadigung des eigenen Organismus zu verhindern und
gleichzeitig durch den Tod der infizierten Zelle die pathogenen Keime
auszuschalten *°. Weitere Beispiele fiir Apoptose-Induktion durch pathogene
Bakterien im Darmtrakt sind Shigella dysenteriae sowie Shiga-Toxin-

produzierende E. coli *° oder Clostridium difficile .

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass keines der
getesteten Bakterien in der Lage war, Apoptose in einem Uber die
Negativkontrollen hinausgehenden Mal3e zu induzieren. Hierbei zeigten sich
keine Unterschiede zwischen dem probiotischen Stamm E. coli Nissle 1917,
den fraglich probiotischen Stammen (z. B. L. fermentum) sowie den nicht-

probiotischen E. coli-Stammen.
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Von Interesse ist in diesem Zusammenhang die Arbeit einer anderen
Forschungsgruppe, die zeigen konnte, dass der probiotische Stamm
Lactobacillus rhamnosus GG die zytokininduzierte Apoptose in humanen und

129 Dieses Bakterium konnte sowohl

murinen Darmepithelzellen inhibiert
antiapoptotische Kinasen aktivieren als auch proapoptotische Kinasen
inhibieren. Dies scheint jedoch keine universelle Eigenschaft aller probiotischen
Bakterien zu sein: So konnten in derselben Studie Lactobacillus acidophilus und
Lactobacillus casei lediglich die antiapoptotischen Kinasen aktivieren, nicht
aber die apoptotischen inhibieren, und zeigten eine wesentlich schwéachere
antiapoptotische Wirkung als Lactobacillus rhamnosus.

Ein solcher Ansatz konnte als alternatives Selektionskriterium in Frage
kommen, um ein unterschiedliches Verhalten zwischen probiotischen und nicht-

probiotischen Darmbakterien zu untersuchen.

4.3  Induktion von Interleukin-8

Nach Infektion mit enteropathogenen Keimen sezernieren Epithelzellen eine
Reihe proinflammatorischer Zytokine, darunter auch Interleukin-8 2°4°. |L-8 ist
ein zur Familie der CXC-Chemokine gehodrendes Interleukin; seine wichtigste
Funktion ist das chemotaktische Anlocken von neutrophilen Granulozyten und
Lymphozyten "*. Zudem konnten weitere Funktionen nachgewiesen werden, so
z. B. die chemotaktische Wirkung auf basophile Granulozyten sowie eine Rolle

4113 |nduziert wird es durch verschiedene

bei der Angiogenese
inflammatorische Stimuli wie IL-1 oder TNF in Monozyten, neutrophilen und
eosinophilen Granulozyten oder Gewebszellen *.

Uberdies konnte in vielen Arbeiten gezeigt werden, dass der
Transkriptionsfaktor NF-kB bei der Induktion der IL-8-Expression eine zentrale
Rolle spielt 2219 NF-kB wird durch eine Vielzahl proinflammatorischer
Stimuli  aktiviert und resultiert in der Synthese von Zytokinen,

3 Dieses

Adhé&sionsproteinen und anderen inflammatorischen Molektlen
Molekul besteht aus den beiden Untereinheiten p50 und p65 und ist im

Ruhezustand an Inhibitorproteine, sogenannte IkBs (inhibitor of NF-kB)
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gebunden. Bei Einwirken proinflammatorischer Reize werden diese abgebaut;
die NF-kB-Untereinheiten werden freigegeben und konnen in den Zellkern
transloziert werden °°. Elewaut et al. untersuchten die Signaltransduktionswege
intestinaler Epithelzellen, die zur Aktivierung einer inflammatorischen
Immunantwort auf unterschiedliche enteroinvasive Bakterien fiihren ?’. Sie
stellten dabei die zentrale Rolle von NF-kB fest und postulierten, dass
bakterielle Infektionen unterschiedliche Transduktionswege aktivieren, die auch

durch TNF in Gang gesetzt werden und zur Freigabe von NF-kB flihren.

In der vorliegenden Arbeit diente als bakterielle Positivkontrolle fur die IL-8-
Induktion in HelLa-Zellen das gramnegative und zur Familie der
Enterobacteriaceae gehdrende Bakterium Yersinia enterocolitica. Dieser Keim
kann eine Reihe von Erkrankungen auslésen, i.d.R. jedoch beschrénkt sich die
klinische Manifestation auf eine inapparente Infektion oder eine
selbstlimitierende Enterocolitis und mesenteriale Lymphadenitis . Die

| 20,44,68,81

Virulenzfaktoren dieses Stammes sind sowohl chromosoma als auch

1415 “\welches

Uber das sogenannte Yersinia virulence plasmid (pYV) kodiert
u.a. die Gene fur die sogenannten Yersinia outer proteins (Yops) enthalt. Der
Wildtypstamm WA-P enthalt das pYV und induziert nicht die Sekretion von
IL-8, da die pYV-kodierten Yops die Zytokinexpression inhibieren *°**% Dem
Stamm WA-C (= pYV’) hingegen fehlt dieses Plasmid; er induziert bei Infektion
von Hela-Zellen Interleukin-8. Von zentraler Bedeutung ist dabei die
Kontaktaufnahme zwischen Invasinprotein der Yersinien und B1l-Integrin der

HelLa-Zellen (s. Kap. 4.4.2).

In Kap. 3.3 wurde gezeigt, dass keiner der untersuchten Bakterienstamme in
signifikanter Weise die Sekretion von IL-8 induziert und somit kein
inflammatorisches Potential gegentber HelLa-Zellen besitzt. Lediglich E. coli
K12 konnte bei der héchsten Infektionsdichte (MOI 200) etwas hohere IL-8-
Konzentrationen induzieren, die jedoch noch signifikant unterhalb der Niveaus

der Positivkontrollen (= Y. enterocolitica pYV™ und TNF-a) lagen.
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In der Vergangenheit wurden die meisten Versuche zur Induktion von IL-8 mit
pathogenen Keimen wie beispielsweise H. pylori *8, Y. enterocolitica *** oder
enteropathogenen E. coli ® durchgefiihrt. Das Induktionsverhalten apathogener
Darmkommensaler oder probiotischer Stamme wurde hingegen nur selten
untersucht; ein Beispiel ist die Arbeit von Lammers et al. **. Sie untersuchten,
ob  Zelltrimmer sowie  Zellextrakte der  probiotischen  Stdmme
E. coli Nissle 1917, Lactobacillus GG sowie der probiotischen Zubereitung
VSL#3 (enthalt verschiede Spezies der Gattungen Lactobacillus,
Bifidobacterium und Streptococcus) bei Infektion humaner Kolonkarzinomzellen
Interleukin-8 induzieren. Dabei zeigte sich, dass lediglich E. coli Nissle 1917 in
signifikanter Weise dosisabhangig IL-8 induzierte. Dies war im Rahmen der in
der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Experimente mit Infektionen im Hela-
Zellmodell nicht der Fall. Die anderen von Lammers et al. untersuchten
probiotischen Bakterien hingegen waren nicht in der Lage, IL-8 zu induzieren.
Hieraus schlossen die Autoren, dass grampositive, probiotische Bakterien wie
Lactobacillus, Bifidobacterium und Streptococcus spp. und gramnegative wie
E. coli Nissle 1917 ihre vorteilhaften Wirkungen auf den Wirt Uber

unterschiedliche Mechanismen ausiiben kénnten.

4.4  Modulation proinflammatorischer Mechanismen am Beispiel der

durch Y. enterocolitica pYV" induzierten IL-8-Sekretion

Der Darm ist nicht einfach nur ein Organ fir die Absorption von N&ahrstoffen,
sondern bildet ein komplexes System, das eine herausragende Rolle im
immunologischen Geschehen innehat. Dies ergibt sich allein aus der Tatsache,
dass dieses Organ in einem ungleich groReren Ausmald als andere Teile des
Kdrpers in Kontakt mit Antigenen kommt. So enthélt der Darm ca. 60 % aller
Immunglobuline des Korpers und mehr als 10° Lymphozyten pro Gramm
Gewebe °. Die Komplexitat dieses Systems zeigt sich auch daran, dass der
gesunde Darm einerseits eine riesige Masse von Antigenen aus Nahrung sowie
normaler Darmflora toleriert (sogenannte ,orale Toleranz”), andererseits

enteropathogenen Keimen mit einer adaquaten Immunantwort entgegentritt.
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Der Magen-Darm-Trakt bildet dabei eine Barriere gegen antigene Substanzen,
die durch verschiedene Faktoren wie z. B. die Magenséaure, die Mukusschicht
auf dem Darmepithel, die apikalen Membranen der Enterozyten und die tight
junctions zwischen ihnen gebildet wird °’. Diese Barriere spielt auch eine
bedeutende Rolle bei der Entstehung der bereits oben genannten oralen
Toleranz, einem Begriff, mit dem die mangelnde Reaktionsfahigkeit reifer
Lymphozyten infolge einer vorhergehenden oralen Verabreichung des
betreffenden Antigens bezeichnet wird ***. Orale Toleranz entsteht nicht nur
gegeniber Bestandteilen der Nahrung, sondern auch gegeniber Keimen der
22

residenten Darmflora “°, die in diesem komplexen System von grol3er

Bedeutung sind.

Die Etablierung der physiologischen Bakterienflora des Darmes beginnt
unmittelbar nach der Geburt und setzt sich bis ans Lebensende fort; tber 500
verschiedene Spezies besiedeln dieses Organ und spielen durch ihre
metabolische Aktivitdt und ihre Interaktion mit dem Wirt eine wichtige
physiologische Rolle. Wie bedeutend diese Rolle tatsachlich ist, konnte durch
zahlreiche Versuchsmodelle mit keimfreien Tieren gezeigt werden, deren
intestinales Immunsystem unterentwickelt war. So zeigten sich bei keimfreien
Tieren unterentwickelte Peyersche Plaques und mesenteriale Lymphknoten,
verringerte Chemotaxis der Makrophagen und deren reduzierte Fahigkeit zur
intrazellularen Abtotung pathogener Keime, eine stark reduzierte Anzahl an

4680 In weiteren Studien

Darmlymphozyten oder eine unterentwickelte Milz
fuhrte Keimfreiheit bei Versuchstieren zu zahlreichen anderen Stérungen wie
einer verringerten Darmoberflache, veranderten Enzymmustern der Mukosa,

einem fehlerhaften IgA-System oder einer gestérten oralen Toleranz *’.

Eine zentrale Rolle im Gleichgewicht zwischen oraler Toleranz und
Immunabwehr kommt den Zytokinen zu; unterschiedliche Zytokinmuster kdnnen
ein Entziindungsgeschehen unterdriicken oder in Gang setzen. Die Erkenntnis,
dass der gesunde Darm auch ohne Vorliegen eines entzundlichen Prozesses

eine hohe Anzahl von Lymphozyten enthalt, die darauf ausgerichtet sind,
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inflammatorische Zytokine wie IFN-y zu sezernieren, oder Oberflachenmolekiile
wie den Aktivierungsmarker CD69 zu exprimieren, hat zu der Hypothese des
Zustandes der ,kontrollierten Entziindung* gefiihrt ’®. Eine Schliisselrolle bei der
Antagonisierung  wichtiger  inflammatorischer ~ Molekile  wie  IFN-y
wird dabei Interleukin-10 sowie dem transforming growth factor
(TGF)-B zugesprochen '*°. So konnte gezeigt werden, dass bei IL-10- oder
TGF-B-defizienten Versuchstieren dieses System zusammenbricht und eine
Entzindung gegen die residente Darmflora entsteht *’. Dieses Gleichgewicht
konnte durch den Einsatz probiotischer Bakterien vielfach moduliert und eine
Verschiebung weg von inflammatorischen und hin zu antiinflammatorischen
Immunprofilen erreicht werden. Beispiele fur Studien, in denen Probiotika in
diesem Zusammenhang erfolgreich getestet wurden sind in Kap. 1.2.3

aufgefuhrt.

4.4.1 Modulation der Yersinien-induzierten IL-8-Sek  retion

Das Hauptaugenmerk der vorliegenden Arbeit galt der Fragestellung, inwieweit
physiologische Darmbakterien  eine  modulatorische  Wirkung  auf
proinflammatorische Mechanismen austuben. Wie in der Einleitung bereits
ausgefuhrt, wurde die durch den Stamm Yersinia enterocolitica pYV" induzierte
Sekretion  von Interleukin-8 in  HelLa-Zellen als Modell einer
proinflammatorischen Reaktion ausgewahlt, da die hieran beteiligten
Mechanismen auf molekularer Ebene bereits gut untersucht wurden 3°4>102104
Bei den Versuchen stellte sich heraus, dass sich die Teststamme beziglich

ihres Verhaltens in zwei Gruppen einteilen lassen:

1. Stamme, die bei Co-Infektion mit Y. enterocolitica pYV in

signifikanter Weise eine Reduktionen der IL-8-Sekretion bewirken.

2. Stamme, die sich bei Co-Infektion mit Y. enterocolitica pYV™ neutral
verhalten und die induzierten IL-8-Konzentrationen nicht signifikant

modulieren.
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In der ersten Gruppe war durch eine weitere Versuchsreihe mit zusatzlicher
Gabe von 100 ng/ml TNF-a gezeigt worden, dass die reduzierten IL-8-
Konzentrationen bei Co-Infektion nicht auf eine verminderte Viabilitat der HeLa-
Zellen in Anwesenheit der hohen Anzahl von Bakterien zurtickzufiihren war: Die
infizierten Zellen sezernierten in diesem Fall wieder deutlich hdhere IL-8-
Konzentrationen, so dass von einem immunomodulatorischen Effekt der
Testbakterien ausgegangen werden kann. Tab. 4.1 gibt nochmals einen
zusammenfassenden Uberblick (ber das IL-8-Modulationspotential der

einzelnen Teststamme bei Co-Infektion.

Tab. 4.1: IL-8-Modulation durch die Testbakterien (  Ubersicht)

IL-8-Modulation bei Co-Infektion mit
Yersinia enterocolitica pYV~
B. adolescentis !
S. salivarius !
L. fermentum !
B. distasonis !
B. vulgatus -
V. atypica N
E. coli Nissle 1917 -
E. coli Nissle..wzys36 -
E. coli mpk !
E. coli K12 5

Interessant war die Feststellung, dass der bekanntermalRen probiotische
Stamm E. coli Nissle 1917 kein Potential zur Reduktion der IL-8-Sekretion
zeigte. Dies passt zu der bereits weiter oben erwdhnten Vermutung von
Lammers et al., dass dieser gramnegative Stamm seinen probiotischen Einfluss
Uber besondere Mechanismen ausiiben kénnte, die sich von denen der meisten

anderen probiotischen Bakterien offensichtlich unterscheiden. Uberraschend
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war es auch festzustellen, dass der Stamm E. coli mpk hingegen die IL-8-
Induktion durch Y. enterocolitica pYV" deutlich zu reduzieren vermochte. Diese
Beobachtung scheint abermals die Modellabhangigkeit solcher Versuchsreihen
zu unterstreichen: In der bereits erwédhnten Arbeit von Waidmann et al. hatte

123 was mit einer

sich E. coli mpk im Mausmodell als colitogen herausgestellt
antiinflammatorischen Immunomodulation durch reduzierte IL-8-Sekretion
schwierig zu vereinbaren ist. Dies mag darauf zurlckzufiihren sein, dass die
Bedingungen im murinen Modell um ein vielfaches komplexer als diejenigen im
HeLa-Zellmodell sind. So exprimieren HelLa-Zellen beispielsweise weder TLR1
noch TLR2 %, Diese sogenannten ,Toll-like receptors* sind Homologe der Toll-
Rezeptoren der Drosophila-Fliege in Saugetieren und spielen eine wichtige
Rolle bei der Erkennung mikrobieller Strukturen und der damit im
Zusammenhang stehenden Aktivierung des angeborenen Immunsystems .
Zudem verfugen HelLa-Zellen zwar Uber den fur die Erkennung von
Lipopolysacchariden (LPS) notwendigen TLR4-Rezeptor, exprimieren aber
nicht MD-2, einem mit der extrazellularen Doméane von TLR4 assoziierten

Molekiil, welches die LPS-Erkennung durch TLR4 stark verbessert °.

4.4.2 Mechanismen der Yersinien-induzierten IL-8-Se kretion und
maogliche Modulationsstellen fir Bakterien der physi ologischen

Darmflora

Nachdem sich gezeigt hatte, dass einige der Teststamme die Yersinien-
induzierte IL-8-Produktion signifikant verringern, stellte sich die Frage nach
maoglichen Mechanismen, die hierfur verantwortlich sein kdnnten. Hierzu ist es
zunachst einmal notwendig zu verstehen, (Uber welche Wege

Y. enterocolitica pYV" Interleukin-8 in HeLa-Zellen induziert (s. Abb. 4.1).
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Abb. 4.1: Mechanismus der IL-8-Induktion durch Yersinia enterocolitica pYV’

(schematische Darstellung). Die Bindung des Yersinien-Invasins an das B;-Integrin der Zelle
StoRt einen Signaltransduktionsweg an, zu dessen Beginn die Bedeutung des kleinen G-
Proteins Racl gezeigt werden konnte. Im weiteren Verlauf kommt es zur Aktivierung
verschiedener Transkriptionsfaktoren, wobei NF-kB die wichtigste Rolle zukommt. Nach
Aktivierung des Inhibitor-Kinase-Komplexes IKK wird das NF-kB-Inhibitorprotein IkB
phosphoryliert und ubiquitiniert, wodurch die NF-kB-Untereinheiten p50 und p65 freigegeben
und in den Zellkern transloziert werden. Dort binden sie an die Promoterregion des IL-8-Gens
und induzieren somit die Synthese der Interleukin-8-mRNA, deren Stabilitdt zudem durch die
MAP-Kinase p38 erhdht wird.

NF-kB: nuclear factor-kB, IkB: inhibitor of NF-kB, IKK: inhibitor of NF-kB kinase, JNK: c-Jun N-

terminal protein kinase, IL-8: Interleukin-8, mMRNA: messenger ribonucleic acid.

Schulte et al. konnten zeigen, dass die IL-8-Induktion durch Y. enterocolitica

102 |nvasin vermittelt die

pYV" Uber das &ulRere Membranprotein Invasin erfolgt
bakterielle Invasion, indem es an die [;-Integrine auf der Wirtszellmembran
bindet *°. Wurden bei den Versuchen Invasin-defiziente Mutanten fir die

Infektion benutzt, blieb die IL-8-Expression aus. In einer friiheren Arbeit hatte
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sich jedoch gezeigt, dass eine Invasion der Zellen durch Yersinia keine
notwendige Voraussetzung hierfur darstellt: Wortmannin, ein Inhibitor der
Phosphatidylinositol-3-Kinase (P13-K) hemmte die Zellinvasion durch Yersinia,
zeigte aber keinen Effekt auf die IL-8-Induktion. Wurden HelLa-Zellen mit einem
das Invasin exprimierenden E. coli-Stamm infiziert, induzierte auch dieser
sowohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit von Wortmannin IL-8 **,
Hierzu passen auch die Ergebnisse anderer Arbeiten, die bei Infektion mit
weiteren pathogenen Bakterien (z. B. Salmonella typhimurium) feststellten,
dass die Invasion in die Wirtszelle keine unbedingte Voraussetzung fur die
Induktion von IL-8 darstellt %2,

Weitergehende Untersuchungen ergaben, dass die 195 C-terminalen
Aminosauren des Invasinproteins von Y. enterocolitica pYV den
entscheidenden Faktor darstellen, da hiermit assoziierte Latex-Beads bereits
zur IL-8-Induktion in der Lage sind 2,

In den Signaltransduktionswegen, die schlieBlich zur Biosynthese von
Interleukin-8 fihren, sind verschiedene Transkriptionsfaktoren von Bedeutung,
wobei aber NF-kB eine zentrale Rolle zukommt ®47%"213% Aych bei der Infektion
mit Y. enterocolitica pYV" kommt es nach Abbau der Inhibitor-Untereinheit
IKB-a zur Translokation der NF-kB-Untereinheiten p50 und p65 in den Kern und
schlieBlich zur Synthese von IL-8 1%,

Durch weitere Analysen konnte uUberdies gezeigt werden, dass die kleine
GTPase Racl sowie die MAP-Kinasen (mitogen activated protein kinases) p38
und JNK (c-Jun N-terminal protein kinase) eine entscheidende
Rolle spielen *. p38 und JNK vermitteln schlieBlich mit MEK1 (MAP-Kinase-
Kinase 1) die Aktivierung des IL-8-Genes auf Transkriptionsebene; zudem tragt
p38 zur Stabilisierung der IL-8-mRNA bei *°.

Vor dem Hintergrund dieser Mechanismen waren somit grundsatzlich zwei
Wege denkbar, tber welche die Testbakterien die IL-8-Induktion durch Yersinia
verringern konnten: Zum einen koénnte die Adhasion an die HelLa-Zellen und
damit die fur den weiteren Verlauf entscheidende Kontaktaufnahme zwischen

Invasin der Yersinien und (i-Integrin der HeLa-Zellen verhindert werden. Zum
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anderen ware es vorstellbar, dass die Testbakterien (bzw. von ihnen
sezernierte Faktoren) in die nachgeschaltete Signaltransduktionskette
eingreifen, die letztendlich tber die Aktivierung von NF-kB zur Biosynthese von
IL-8 fuhrt. In der Tat konnte in der Vergangenheit gezeigt werden, dass
unterschiedliche probiotische Stdmme zu derartigen Modulationsmechanismen

in der Lage sind.

Inhibition der Adhasion und Invasion pathogener Kei me
Verschiedene Forschungsgruppen konnten durch den Einsatz probiotischer
Bakterien teils massive Reduktionen der Fahigkeit pathogener Keime zur

841 Hierzu existieren zwei

Adhasion an bzw. Invasion in Wirtszellen erzielen
Erklarungsmodelle: Entweder die probiotischen Bakterien reduzieren die
Viabilitat der Pathogene in einem solchen Malde, dass diese nicht mehr zur
Adhasion bzw. Invasion in der Lage sind und/oder es kommt zur tatsachlichen
Interferenz an den Bindungsstellen der Wirtszelle **. Der erstgenannte Effekt
wurde dabei z.T. auf eine Ansauerung des Milieus mittels Sekretion von
Milchsaure durch Lactobacillus spp. zuriickgefiihrt *°, z.T. waren nicht-azide,
antimikrobiell wirksame Substanzen verantwortlich 2. Eine weitere Hypothese
wurde von Hirano et al. vorgeschlagen **. Sie stellten fest, dass Lactobacillus
rhamnosus die Invasion durch enterohamorrhagische E. coli (EHEC) in
humanen Kolonepithelzellen signifikant reduzierte, nicht aber die Adhé&sion.
Auch zeigte sich kein nachteiliger Effekt auf die Viabilitdt der E. coli-Bakterien.
Die Hemmung der EHEC-Invasion lie3 sich durch den Einsatz hitzegetéGteter
L. rhamnosus nicht wiederholen. Hieraus schlossen die Autoren, dass die
reduzierte EHEC-Invasion ein Resultat der Interaktion zwischen Probiotikum
und Wirtszelle mit anschlieBender Modulation der Wirtszellantwort auf die

Anwesenheit der EHEC sein kdnnte.

Eingriff in die Signaltransduktionskette zur Aktivi erung von NF- kB
Die Interferenz in die normalen Aktivierungsablaufe von NF-kB ist ein vielfach
untersuchtes Phanomen, Uber welches Mikroorganismen Vorteile fir ihre

Ausbreitung im Wirtsorganismus erzielen kénnen. Von Bedeutung ist hierbei
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auch die Tatsache, dass NF-kB nicht nur eine inflammatorische Reaktion zu
initiieren vermag, sondern auch zur Expression antiapoptotischer Proteine fuhrt;
somit hat eine Interferenz mit den NF-kB-Signaltransduktionswegen auch eine

Modulation des Apoptoseverhaltens der Wirtszellen zur Folge:

» Das Yersinia outer protein P (YopP) des pYV-positiven Wildtyps von
Yersinia enterocolitca kann an die (-Untereinheit des NF-kB-
Inhibitor-Kinase-Komplexes IKK binden; die hiermit verbundene
Unterbrechung der NF-kB-Aktivierung fuhrt zur Apoptose-Induktion in
Makrophagen %%,

« Uropathogene E. coli kénnen IkB-a stabilisieren 3.

* Auch Mycobacterium ulcerans verhindert die Aktivierung von NF-kB; als
Mechanismus wird die Verhinderung der Translokation der NF-kB-
Untereinheiten in den Kern vermutet .

 Shigella flexneri aktiviert in hohem MaRe NF-kB ®. Es wurde spekuliert,
dass der Keim hiermit seine Ausbreitung auch férdern kann, indem durch
die Entzindungsreaktion die Epithelbarriere gelockert sowie durch die
induzierte Diarrhoe ein Austritt in die Umwelt gefordert wird *°.

« Die apathogenen Stamme Salmonella typhimurium PhoP® sowie
Salmonella pullorum verhindern die Ubiquitinierung von IkB-a und
dampfen  somit die durch pathogene  Wildtyp-Salmonellen

(S. typhimurium), TNF-a oder Carbachol induzierte IL-8-Sekretion 2.

Ob eine Aktivierung bzw. Hemmung von NF-kB dem Mikroorganismus oder
dem Wirt nitzt, ist somit nicht immer eindeutig und hangt von der jeweiligen
Situation ab. Einerseits kann der Wirt durch die Aktivierung eine
Entziindungsreaktion initieren und somit eine Infektion durch pathogene
Erreger bekampfen; folglich ist primar eine Hemmung der NF-kB-Aktivierung fur
den Mikroorganismus von Vorteil. Andererseits fihrt NF-kB wie bereits erwahnt
zur Expression antiapoptosicher Proteine, weshalb sich intrazellulare Keime

durch NF-kB-Aktivierung ihr Habitat erhalten kénnen *°. Ein Bakterium, das auf
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einen solchen Mechanismus zuriickgreift ist beispielsweise Bartonella
henselae *.

Im Falle apathogener Mikroorganismen kann die Unterbrechung der NF-kB-
Signaltransduktionskette auch fur den Wirt von Vorteil sein: Es unterbleibt die
Ausbildung einer UberschieRenden Entziindungsreaktion gegen harmlose
Mikroorganismen, die nur dem Wirtsorganismus selbst schaden wirde. Im Falle
von an chronisch entzundlichen Darmerkrankungen leidenden Patienten wére
somit denkbar, dass antiinflammatorische Bakterien zur Normalisierung der
Immunsituation im Darm beitragen, indem sie durch Modulation von
Signaltransduktionswegen zur Aktivierung von NF-kB ein Gegengewicht zu

unzweckmanRigen inflammatorischen Reaktionen darstellen.

Zur Eingrenzung der in dieser Arbeit verantwortlichen Mechanismen wurde in
einer weiteren Versuchsreihe geprift, inwieweit diejenigen Testbakterien, die
eine deutlich reduzierte IL-8-Induktion bewirkt hatten, einen Einfluss auf die
Yersinien-Adhasion bzw. -Invasion austben. Hierbei konnten allerdings keine
signifikanten Modulationen festgestellt werden (s. Kap 3.6). Die Klarung der
genauen Mechanismen, die letztendlich fir den beobachteten Effekt
verantwortlich zeichnen, sind momentan Gegenstand intensiver Forschung in
der Arbeitsgruppe. Aus ersten Daten geht dabei hervor, dass haufig bereits mit
von den Testbakterien konditionierten Uberstanden eine signifikante Reduktion
der IL-8-Konzentrationen zu erzielen ist; in anderen Fallen gelingt dies auch mit
hitzegetoteten Bakterien (unveréffentlichte Daten).

Diese Datenlage sowie die Kenntnis der zentralen Rolle von NF-kB im IL-8-
Induktionsmodell durch Y. enterocolitica pYV" in HeLa-Zellen legt die Hypothese
nahe, dass die Bakterien (bzw. von ihnen sezernierte Faktoren) nach erfolgter
Yersinien-Adhasion in die Signaltransduktionskette zur NF-kB-Aktivierung
eingreifen: Sie kdonnten z. B. die Inhibitorproteinkinasen (IKKs) inhibieren, die
NF-kB-Inhibitorproteine  (IkBs) stabilisieren, oder nach erfolgter IkB-
Phosphorylierung deren Ubiquitinierung und somit bereits die Aktivierung von
NF-kB verhindern. Vorstellbar ware auch die Verhinderung der Translokation

der NF-kB-Untereinheiten in den Kern. Dies muss im Rahmen weiterer
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Experimente untersucht werden, die die Expression von NF-kB in mit den
Testbakterien prainkubierten HeLa-Zellen analysieren.

Neish et al. warfen in einem ahnlichen Zusammenhang die sehr interessante
Frage auf, ob die antiinflammatorisch wirksamen Bakterien direkt fur derartige
Effekte verantwortlich sind, oder ob die Interaktion zwischen Bakterium bzw.
bakteriellem Faktor und eukaryonter Wirtszelle vielmehr einen wirtszelleigenen,

antiinflammatorischen Faktor hervorbringt ".

Ein Beispiel fiur bakterielle Metaboliten, die einen Einfluss auf die NF-kB-
Aktivierung entfalten konnen, sind kurzkettige Fettsauren, so z. B. Butyrat. In
verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass Butyrat die Translokation
der NF-kB-Untereinheiten in den Kern verhindern kann, wobei die Stabilitat von

IKB jeweils erhalten bleibt 318,

45 Wertung der Daten im Hinblick auf ein Screening -Profil fir

probiotische Darmbakterien

Die Aufstellung eines Screening-Profils zur Klassifizierung von Darmbakterien
in probiotisch wirksam bzw. inert, aber nicht-probiotisch erscheint schwierig, da
es bei den meisten Versuchsreihen (Apoptose-Induktion, IL-8-Induktion bei
Mono-Infektion) nicht moglich war, klare Unterschiede zwischen offensichtlich
probiotischen  bzw. lediglich apathogenen Stammen zu eruieren.
Nichtsdestotrotz war es moglich, vier Stamme zu identifizieren, die aufgrund der
beobachteten antiinflammatorischen Modulation der IL-8-Sekretion in
Verbindung mit ihrer Apathogenitat als probiotisch in Frage kommen:
Lactobacillus fermentum, Bifidobacterium adolescentis, Streptococcus
salivarius sowie Bacteroides distasonis. Diese Stamme wurden aus den Fazes
gesunder Erwachsener isoliert; die drei erstgenannten gehdéren tberdies zu den
Gattungen, denen die meisten bekannten probiotischen Bakterien zuzurechnen
sind. Somit liegt die Vermutung nahe, dass es sich tatséchlich um probiotisch

wirksame Mikroorganismen handeln kdnnte.
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Um diese Bakterienstamme tatsachlich als probiotisch einstufen zu kdnnen,
missen sie jedoch im Rahmen weiterfiihrender Studien eingehender untersucht
werden, z. B. im Hinblick auf ein anticolitogenes Potential in vivo. Als Modell
kommen beispielsweise chemisch induzierte Colitiden in Frage, die durch
2 oder TNBS (2,4,6-

trinitrobenzene sulfonic acid) ° ausgeldst werden kénnen. Erst dann wird eine

Applikation von DSS (dextran sulfate sodium)

abschlieRende Beurteilung méglich sein.

4.6  Ausblick

Wie bereits erwahnt, leidet die Forschung zur bakteriellen Interferenztherapie
mit antiinflammatorischen bzw. probiotischen Bakterien darunter, dass zu
wenige statistisch belegte und klinisch bestatigte Ergebnisse vorliegen. Zwar
wurden in vielen Studien beeindruckende Resultate erzielt, aber vereinfachte
in vitro-Modelle oder Modelle mit keimfreien Mausen sind nicht ohne weiteres
auf die komplexen in vivo-Verhéltnisse im menschlichen Darm Ubertragbar.
Nichtsdestotrotz ist die Datenmenge, die auf die Nutzbarkeit probiotischer
Bakterien bei unterschiedlichen Erkrankungen hinweist, zu grof3, um das
Konzept der probiotischen Therapie zu ignorieren. Einen entscheiden Fortschritt
wird die Klarung der Mechanismen bringen, tUber welche probiotische Bakterien
ihre Wirkungen auf molekularer Ebene erzielen.

Darlber hinaus wird es von grofRer Bedeutung sein, probiotische Stamme nach
Feststellung ihrer vorteilhaften Effekte systematisch im  Rahmen
pharmakologischer Studien zu prifen, die sich an den Standards messen
lassen mussen, welche auch fur alle anderen Medikamente gelten. Nach
Ausschluss potentiell pathogener Eigenschaften und Kléarung einer geeigneten
Darreichungsform, die die Verfluigbarkeit einer adaquaten Anzahl lebensfahiger
Bakterien im Zielorgan Darm sicherstellt, missen ausreichend grol3e, moglichst
randomisierte, Placebo-kontrollierte und doppelblinde Studien folgen, die in
nachvollziehbarer Weise die Wirksamkeit der probiotischen Zubereitungen
unter Beweis stellen. Sollte es gelingen, im Rahmen solcher Studien die
Wirksamkeit klar definierter probiotischer Stamme (oder Kombinationen aus
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verschiedenen Stdmmen) unter Beweis zu stellen, wirde das Konzept der
probiotischen Therapie tatsachlich eine Reihe neuer und hochst interessanter
Moglichkeiten mit sich bringen.

Ein Gebiet, auf dem der Einsatz protektiver Bakterien besonders nahe liegt und
auch intensiv  erforscht wird, sind die chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen (s. Kap. 1.1.2). Derzeitige Therapiekonzepte bei diesen
Erkrankungen greifen auf den Einsatz immunsuppressiver Medikamente
zurlck, die zahlreiche unerwiinschte Nebenwirkungen nach sich ziehen und die
Lebensqualitat der Patienten deutlich beeintrachtigen kénnen. Der Einsatz
antiinflammatorischer Mikroorganismen der physiologischen Darmflora zur
Regulation der gastrointestinalen Immunsituation dieser Patienten kdnnte als
erganzende Therapiestrategie eine Verbesserung der Lebensqualitat erzielen.
Erste Hinweise hierfir konnten auch schon in klinischen Studien gefunden
werden %,

Als weiteres Beispiel sei die Problematik der steigenden Antibiotikaresistenzen
genannt. Eine bakterielle Interferenztherapie mit Einsatz probiotischer Stamme,
die Uber unterschiedliche Mechanismen ihre Wirkungen entfalten, wirde die
Entstehung von Resistenzen bei pathogenen Keimen, wie sie im
Zusammenhang mit Antibiotikatherapien beobachtet wird, erschweren und
konnte auch auf diesem Gebiet einen Fortschritt darstellen und neue, hdchst

interessante Impulse geben >,
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5 Zusammenfassung

Die Bakterien der physiologischen Darmflora spielen eine wichtige Rolle in der
Homoostase des Intestinaltraktes, u.a durch Stimulation und Modulation des
Immunsystems. Von besonderem Interesse sind hierbei sogenannte
probiotische Bakterien, also Mikroorganismen, die per Definition fir den Wirt
vorteilhafte Wirkungen entfalten.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Modulation
proinflammatorischer Mechanismen durch Bakterien der physiologischen
Darmflora. Als Modell einer proinflammatorischen Reaktion wurde die
Yersinien-induzierte IL-8-Sekretion in HelLa-Zellen gewahlt. Bei den
Testbakterien handelte es sich um den probiotischen Stamm E. coli Nissle
1917, mehrere kommensale E. coli-Stdmme, sowie eine Reihe weiterer
Bakterien, die aus den Fazes gesunder Erwachsener isoliert wurden und zu
den Gattungen Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Bacteroides

sowie Veillonella gehéren.

Im ersten Schritt sollte die Fahigkeit der Testbakterien zur Adhasion an HelLa-
Zellen geprift werden.

Im zweiten Schritt sollte bestatigt werden, dass die Teststdmme selbst kein
inflammatorisches oder toxisches Potential gegeniber HelLa-Zellen entfalten.
Hierzu wurden die Bakterien im Hinblick auf Invasion sowie Apoptose- und IL-8-
Induktion untersucht.

AnschlieRend wurde gepruft, inwieweit die Teststamme in der Lage sein
wirden, das ausgepragte IL-8-induzierende Potential des enteropathogenen

Stammes Yersinia enterocolitica pYV™ zu modulieren.
Dabei lieferte diese Arbeit folgende Ergebnisse:
1. Die Teststamme zeigten im Vergleich zur Positivkontrolle (Yersinia

enterocolitica pYV’) nur ein sehr geringes Adhasionsvermodgen an Hel a-

Zellen.
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2. Keiner der Teststamme invadierte HeLa-Zellen.

3. Keiner der Teststamme induzierte Apoptose in HeLa-Zellen.

4. Keiner der Teststamme induzierte bei Mono-Infektion von HelLa-Zellen
eine signifikante Sekretion von Interleukin-8.

Somit konnte gezeigt werden, dass die Teststamme selbst keine

inflammatorischen oder toxischen Eigenschaften besitzen.

5. Bei Co-Infektion von HelLa-Zellen mit den Teststammen sowie
Yersinia  enterocolitica pYV" konnten diese aufgrund ihres

Verhaltens in zwei Gruppen eingeteilt werden:

)] Teststamme, die bei Co-Infektion mit Y. enterocolitica pYV
eine signifikante Reduktion der IL-8-Sekretion durch HelLa-Zellen

bewirken.

1)) Stamme, die sich bei Co-Infektion mit Y. enterocolitica pYV
neutral verhalten und die induzierten IL-8-Konzentrationen

kaum modulieren.

6. Eine Inhibition der Yersinien-Adh&asion an oder -Invasion in HeLa-Zellen

durch die Teststamme fand nicht statt.

Da die Mechanismen, die in HelLa-Zellen zur IL-8-Induktion durch
Y. enterocolitica pYV" fuhren, gut charakterisiert sind und sich im untersuchten
Versuchsmodell signifikante Modulationen durch einige der Teststamme
zeigten, konnte diese Arbeit einen Einblick in die Wirkungsweise geben, Uber
die Darmbakterien eine antiinflammatorische Immunomodulation bewirken und

somit einen Beitrag zur Charakterisierung probiotischer Mechanismen leisten.
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Von Interesse war hierbei die Beobachtung, dass der bekanntermal3en
probiotische Stamm E. coli Nissle 1917 keine Modulation der IL-8-Sekretion
bewirkte, wahrend beispielsweise der in anderen Arbeiten colitogene Stamm
E. coli mpk hierzu in der Lage war. Diese Tatsache deutet auf die Komplexitat
und Vielfalt der Mechanismen hin, tber die unterschiedliche Darmbakterien in
verschiedenen in vitro-Modellsystemen bzw. in vivo mit den Wirtszellen

interagieren.

Gerade in dieser Komplexitat liegt einerseits die Schwierigkeit, klare
Therapiekonzepte mit  probiotischen  Bakterienstammen  aufzustellen,
andererseits zeigt sie das Potential dieser Mikroorganismen auf, das nicht
ungenutzt bleiben und im Rahmen weitergehender Studien auf molekularer

Ebene detalilliert charakterisiert werden sollte.

Bezuglich der Fragestellung, ob die hier verwendeten in vitro-Parameter als
Screening-Profil fir probiotische Darmbakterien in Frage kommen, lasst sich
feststellen, dass zwar keine genaue Klassifizierung, jedoch eine Identifizierung
potentiell probiotischer Stdmme moglich ist. In diesem Fall handelt es sich
hierbei um L. fermentum, B. adolescentis, S. salivarius sowie B. distasonis, die
sowohl apathogen sind als auch signifikante antiinflammatorische Modulationen

im IL-8-Induktions-Modell mit Y. enterocolitica pYV" erzielten.
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7 Abktrzungen

In der folgenden

Periodensystems.

Abb.
ATP
B.

B.

BHI
bzw.
ca.
CD
CIN
cm
cm?
CMC
CuU
d.h.
DAPI
dest. (H,0)
DMSO
DNA
DSS
E.
EDTA
EHEC
ELISA
et al.
etc.
evtl.
FAO
FKS

Auffihrung nicht enthalten sind Elemente

Abbildung
Adenosin-5’-Triphosphat
Bacteroides

Bifidobacterium

brain heart infusion
beziehungsweise

circa

cluster of differentiation
Cefsulodin, Irgasan, Novobiocin
Zentimeter

Quadratzentimeter

chopped meat carbohydrate
Colitis ulcerosa

das heif3t
4,6-diamidino-2-phenylindole-2HCI
einfach destilliertes Wasser
Dimethylsulfoxid
desoxyribonucleic acid

dextran sulfate sodium
Escherichia
Ethylendiamin-N,N,N’,N’-Tetraessigsaure
enterohdmorrhagische E. coli
enzyme-linked immunosorbent assay
et alii (lat.: und andere)

et cetera (lat.: und so weiter)
eventuell

Food and Acricultural Organization

Fetales Kalberserum

des
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LPS
Lsg.

M
M(-Zelle)
m2
MALT
MAP
MAPK
MC
MEK
MEK21

min

Erdbeschleunigung

Gramm

Gorbach and Goldin (Entdecker von
Lactobacillus GG)

Glutamin

Stunde

Helicobacter

human leukocyte antigen

in der Regel

Interferon

Immunglobulin

inhibitor of NF-kB kinase
Interleukin

inhibitor of NF-kB

c-Jun N-terminal protein kinase
Kapitel

koloniebildende Einheiten

Liter

Lactobacillus

Luria Bertani
Lipopolysaccharid

LOsung

mol/Il

microfolded (cell)
Quadratmeter

mucosa associated lymphatic tissue
mitogen-activated protein
mitogen-activated protein kinase
Morbus Crohn

MAP/ERK Kinase
MAP-Kinase-Kinase 1

Minute
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M Milliliter

mm Millimeter

mM Millimol/I

MOI multiplicity of infection

mpk Max von Pettenkofer

MRNA messenger ribonucleic acid

pl Mikroliter

pum Mikrometer

UM Mikromol/l

NBS-LRR nucleotide binding site plus leucine-rich
repeats

NF-kB nuclear factor-kB

Ng Nanogramm

NK(-Zelle) natural killer (cell)

Nm Nanometer

oD optische Dichte

PAMP pathogen-associated molecular pattern

PBS phosphate buffered saline

Pg Picogramm

P13-K Phosphatidylinositol-3-Kinase

PNPP P-Nitrophenyl-Phosphat

PRR pattern-recognition receptor

pYV Yersinia virulence plasmid

RPMI Roswell Park Memorial Institute

S. siehe

S. Streptococcus

S. Saccharomyces

S. Salmonella

sec Sekunde

slgA sekretorisches IgA

SPF specific pathogen-free

spp. Spezies
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subsp.
Tab.
TGF-B
TLR
™
TNBS
TNF
TUNEL
u.a.
V.

v.a.
WHO

Yop
z. B.

Subspezies

Tabelle

transforming growth factor (3
Toll-like receptor

trademark

2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid
Tumornekrosefaktor
TdT-dUTP terminal nick-end labeling
unter anderem

Veillonella

vor allem

World Health Organization
Yersinia

Yersinia outer protein

zum Beispiel
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