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Einleitung 7

1  Einleitung

1.1 Physiologische Darmflora

Es gibt drei verschiedene Mdglichkeiten durch die der menschliche Korper mit
Mikroorganismen, mit denen er in Kontakt kommt, interagieren kann. Zum einen
durch Symbiose - einer Beziehung zwischen zwei Spezies, wobei die eine von
der anderen profitiert ohne zu schéadigen. Zum anderen durch pathogene
Reaktionen, die zu einer entzindlichen Antwort und méglicherweise zu einer
Schadigung des Wirtsorganismus fuhren kodnnen. Die dritte Madglichkeit
beschreibt das Zusammenleben zweier Spezies ohne Nachteil, aber auch ohne
offensichtlichen Nutzen fir beide. Diese Mikroorganismen, die einen Grol3teil
der physiologischen Flora darstellen, nennt man kommensal . Die
physiologische Flora des Gastrointestinaltraktes ist so komplex, dass sie als
aktives, funktionelles Organ angesehen werden kann. Ein Gramm Darminhalt
enthalt etwa 10*? viable Bakterien, das heift, dass im Darm einer Person mehr
Bakterien leben, als jemals Menschen auf diesem Planeten 2. Zu 99,9% handelt
es sich dabei um obligat anaerobe Bakterien *. Die normale Flora iibernimmt
wichtige Funktionen, unter anderem bildet sie eine Barriere, die vor
Besiedelung mit pathogenen Mikroorganismen schitzt, indem sie alle Nischen
des Darmes besetzt und antimikrobielle Substanzen produziert *°. Welche
weiteren positiven Wirkungen Bakterien auf den Wirtsorganismus haben

koénnen, soll im Folgenden naher erlautert werden.

1.2 Probiotika

Versuche mit keimfreien M&ausen zeigen, dass der Wirtsorganismus nicht
notwendigerweise eine physiologische intestinale Flora bendétigt, diese durch
ihre protektiven Eigenschaften aber von entscheidender Bedeutung ist °.
Beispiel fur eine symbiotische Beziehung zwischen Mikroorganismen und Darm
sind Probiotika. Die Definition von Probiotika hat sich in den letzten 30 Jahren
stetig gewandelt. Aktuell werden Probiotika definiert als ,eine Zubereitung von

oder ein Produkt mit viablen, definierten Mikroorganismen in ausreichender
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Anzahl, welche (durch Implantierung oder Kolonisierung) die Mikroflora in
einem Kompartiment des Wirtes verandern und hierdurch vorteilhafte

gesundheitliche Auswirkungen in diesem Wirt ausiiben* ’

. Mikroorganismen
mussen also folgende Voraussetzungen erfillen, um die Kriterien der géngigen

Definition des Begriffes ,probiotisch* zu erflllen:

e Es muss sich um Kulturen lebender Mikroorganismen handeln.

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

e Sie mussen in ausreichender Anzahl verabreicht werden.

e Sie mussen die physiologische Mikroflora in einer Weise beeinflussen,

die sich positiv auf die Gesundheit des Wirtes auswirkt.

Warum aber reagiert das mukosaassoziierte Immunsystem des Darmes nicht
auch auf probiotische Bakterien mit einer entzindlichen Reaktion wie auf
pathogenen Bakterien, und wie kdnnen manche Bakterien eine positive
Wirkung haben? Die Tatsache, dass Antigene von Nahrungsmitteln und
Mikroorganismen immunologisch toleriert werden und keine entzundliche
Reaktion des Darmepithels hervorgerufen wird, nennt man orale Toleranz (OT).
Dabei kommt es zu einer antigenspezifischen Suppression der Immunantwort
nachdem das Antigen oral verabreicht wurde. Die Immunmechanismen einer
klonalen Deletion (T-Zellapoptose) und einer klonalen T-Zellanergie
(Nichtreagieren auf ein Antigen bei herabgesetzter Immunlage) vermitteln die
Induktion der OT 8. Allerdings sind diese Vorgange sehr komplex und bis heute
noch nicht ganz verstanden. Es gibt nur wenige Erklarungsansatze, warum
Probiotika und Kommensale keine Entziindung hervorrufen. Zum einen kénnte
es sein, dass ihnen Signalmolekile (microbe-associated molecular patterns =
MAMPs) fehlen, wie z.B. die Lipopolysaccharide (LPS) Gram-negativer
Bakterien, oder die Teichonsdaure Gram-positiver Bakterien, welche die
Entziindungskaskade aktivieren °. Auch besteht die Méglichkeit, dass die
Darmepithelzellen keine Erkennungsrezeptoren fur Signalmolekile der

Probiotika produzieren und so die Signalweiterleitung verhindern °. Dadurch
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waren die Darmepithelzellen unempfindlich gegentber Probiotika und
Kommensalen, die keine Mechanismen haben um die angeborene Immunitét zu
aktivieren. Zum anderen konnte es sein, dass kein Kontakt zwischen Bakterien
und Darmepithelzellen entsteht, da Probiotika und Kommensale hauptsachlich
im Darmlumen und der Mukusschicht oberhalb des Epithels lokalisiert zu sein

scheinen °.

1.2.1 Probiotische Mechanismen
Konkurrenz um Bindungsstellen am Darmepithel

Die Flora des menschlichen Darms umfasst mehr als 500 Bakterienspezies,
wobei die Anzahl der vorhandenen Bakterienzellen ca. 95% der Gesamtzellzahl

im menschlichen Kérper ausmacht *°

. Pathogene Keime, die in den Darm
gelangen, bendtigen fur ihre Persistenz Bindungsstellen am Schleimhautepithel
und Nahrstoffe. Die riesige Menge bereits vorhandener Darmbakterien stellt fur
diese Keime eine naturliche Konkurrenz um diese Ressourcen dar. Diesen,
durch naturliche Konkurrenz zwischen physiologischer Darmflora und
pathogenen Keimen vermittelten Schutzmechanismus bezeichnet man als
.Kolonisierungsresistenz“. Am Beispiel eines adharenten invasiven Escherichia
coli (AIEC) wurde gezeigt, dass bei vorheriger Inkubation oder Koinkubation mit
dem probiotischen E.coli Nissle 1917 die Adhé&sion an und Invasion in
Darmepithelzellen verringert oder verhindert wurde . Ein weiteres
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) vermindert, kann
es zur unkontrollierten Vermehrung dieses Keimes kommen. C. difficile
produziert zwei Toxine (Toxin A und B), die Zytokine und dadurch die
Einwanderung von PMNs (polymorphonuclear leukocyte) aktivieren. Dadurch
werden die Epithelzellen geschéadigt, was zum Bild der antibiotikainduzierten

,pseudomembranésen Colitis* fiihrt *2.
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Stabilisierung der Barrierefunktion der Schleimhaut

Probiotische Bakterien und ihre synthetisierten Proteine kdnnen auch direkt die
Funktion des Darmepithels modulieren, indem sie durch eine gesteigerte
Barrierekapazitat die Dichtigkeit der Mucosa erhdhen. Dies tragt zum Schutz
vor pathogenen Erregern bei. Lu et al. zeigten, dass probiotische Organismen
Uber eine Signalkaskade die tight junctions zwischen den Darmepithelien
verstarken, so dass der parazellulare Transport von Antigenen eingeschrankt
wird *3. Otte et al. infizierten Darmepithelzellen mit dem pathogenen Stamm
Salmonella dublin und der probiotischen Zubereitung VSL#3, die verschiedene
Spezies der Gattungen Bifidobacterium, Lactobacillus sowie Streptococcus
enthalt, und fanden eine Verringerung des Zytoskelettumbaus der Zellen, was
letztlich zu einer Stabilisierung der Epithelbarriere fiihrte *,

Sekretion antimikrobieller Substanzen

Viele Bakterien produzieren Substanzen mit antimikrobieller Wirkung, die
konkurrierende Spezies in ihrer Ausbreitung hemmen und somit dem jeweiligen
Keim einen Vorteil bei der Sicherung seines Habitats verschaffen konnen. Dazu
zahlen metabolische Substanzen wie z.B. organische Sauren, Fettsauren,
Hydrogenperoxid und Diacetyl, die von Milchsaurebakterien produziert werden,
sowie Bakteriozine, von Bakterien gebildete, antibiotisch wirkende Proteine,
wovon bei der Anwendung hauptséchlich Nisin eine relevante Rolle spielt *°.
Von Goetz et al. wurde der bakteriostatische Effekt von NGAL (neutrophil
gelatinase-associated lipocalin) einem Protein der Lipocalin Familie auf das
Wachstum von E. coli unter eisenlimitierten Bedingungen untersucht. NGAL ist
ein Akute-Phase-Protein und wird von Neutrophilen bei Infektionen oder
Entzindung freigesetzt. Die Serum-Konzentration kann zur Unterscheidung
zwischen bakteriellen und anderen Infektionen eingesetzt werden. NGAL bindet
bakterielle Eisen-Siderophore. Siderophore (Eisen-Carrier) sind eisenbindende
Stoffe, die von Bakterien gebildet werden. Durch die Bindung wird schwer
l6sliches Eisen in einen loslichen Komplex Uberfihrt, der dann von Bakterien
aufgenommen werden kann. Man stellte fest, dass NGAL Siderophore bindet
und unter eisenlimitierten Bedingungen bakteriostatisch wirkt *°. Die Autoren
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vermuten, dass NGAL an der Eisen-Depletion der angeborenen Immunitat
beteiligt ist. Wehkamp et al. stellten fest, dass Darmepithelzellen bei Inkubation
mit E.coli Nissle 1917 und weiteren probiotischen Bakterien vermehrt ein
antimikrobielles Peptid, humanes B-Defensin-2 (hBD-2), produzieren. Durch
dieses Peptid wird die Schleimhautbarriere gegen pathogene Bakterien
verbessert. Induziert wird die Sekretion von hBD-2 durch NF-xB (nuclear factor-

kB), einem wichtigen Transkriptionsfaktor der inflammatorischen Signalkaskade
16

Modulation der Immunantwort und der Sekretion inflammatorischer
Zytokine

Es konnte vielfach gezeigt werden, dass probiotische Bakterien einen
modulierenden Effekt auf das Immunsystem des Darmes und die Sekretion
proinflammatorischer Zytokine besitzen.

Neumann et al. mono-assoziierten keimfreie Méause mit Lactobacillus
acidophilus und stellten nach intraventser 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.

Auch Uber eine Modulation von Antikorperkonzentrationen 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 8. Matsuzaki et al. injizierten M&usen
intraperitoneal Ovalbumin und verabreichten ihnen anschlie3end hitzegetttete
Bakterien der Spezies Lactobacillus casei, um den Einfluss auf die Produktion
von Immunglobulin E (IgE) zu messen *°. Dabei stellte sich heraus, dass L.
casei die IgE-Produktion im Serum der Mause inhibiert.

Vielfach wurde auch die Modulation der Zytokinexpression der Darmepithelien
und die Beeinflussung der proinflammatorischen Signalkaskade untersucht 2%,
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.
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Interleukin-10 (IL-10) ist ein antiinflammatorisches Zytokin, das die Bildung
proinflammatorischer Zytokine wie z.B. Interferon-y (IFN-y), Interleukin-2 (IL-2),
Tumornekrosefaktor-o. (TNF-ot) hemmt. Sie stellten fest, dass die Behandlung
mit VSL#3 die Konzentrationen der durch die Darmmukosa sezernierten
inflammatorischen Zytokine TNF-o 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 der Lamina propria %°.

Elewaut et al. untersuchten inflammatorische Signalkaskaden in Epithelzellen
des Darmes, die mit enteroinvasiven Bakterien infiziert worden waren, und
stellten fest, dass diese Uber verschiedene Wege immer in einer Aktivierung
von NF-kB und dessen Zielgenen resultieren. Sie zeigten NF-xB als einen
essentiellen Transkriptionsfaktor, der die Infektion durch enteroinvasive
Bakterien mit der entziindlichen Antwort des Epithels verbindet %2. Auch Kelly et
al. zeigten eine Abschwachung der Entzindungsreaktion bei Koinfektion von
Caco-2 und HelLa-Zellen (humane Epithelzellen) mit Salmonella enteritidis und
probiotisch wirkendem Bacteroides thetaiotaomicron. Sie beobachteten, dass
durch B. thetaiotaomicron der Export der Untereinheit RelA von NF-kB aus dem
Zellkern uber einen PPAR-y (peroxisom proliferator activates receptor-y)
abhangigen Mechanismus gesteigert wurde. Dies fiihrte zu einer verminderten

Expression proinflammatorischer Zytokine .

1.3 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Ist das Gleichgewicht der OT gestort, so dass Nahrungsantigene und
Mikroorganismen nicht mehr immunologisch toleriert werden, kann eine
chronische Entzindung des Darmepithels hervorgerufen werden. Als chronisch
entztindliche 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
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Erkrankungen beitragen koénnen (Ernahrung, bisherige Infektionskrankheiten,
Zigarettenkonsum bei MC). 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
erd 24, 25, 26.

Pathophysiologisch gelten beide Erkrankungen als Uberschie3ende Antwort des
intestinalen  Immunsystems auf luminal vorhandene Antigene, was
hauptsachlich durch die physiologische Darmflora sowie durch eine
pathologisch erhdhte Permeabilitat der Epithelbarriere im Darm verursacht
werden soll 2" 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 nitzlicher Darmflora und pathogenen
Keimen zu ,unterscheiden”. Die immunologischen Prozesse im Darm stellen
somit einen Balanceakt zwischen einerseits kontrolliert ablaufender Antwort auf
die residente Flora und entzindlicher Antwort auf pathogene Keime
andererseits dar. In diesem Zusammenhang wird auch vom Zustand einer
Jkontrollierten Entziindung* gesprochen 2°. Bei Patienten mit chronisch
entzuindlichen Darmerkrankungen ist dieses Gleichgewicht nicht mehr
vorhanden, der Darm unterhélt durch eine Uberschiel3ende Immunreaktion auf

die Vielzahl vorhandener Antigene ein chronisches Entziindungsgeschehen.

Morbus Crohn kann den gesamten Gastrointestinaltrakt befallen. Typisch ist
dabei ein segmentaler Befall, wobei haufig das terminale lleum betroffen ist
(lleitis terminalis). Die transmurale Entzindung kann zu den typischen
Erscheinungen wie Aphten, verkdsenden Granulomen und Fisteln flhren.

Das Entzindungsgeschehen und die morphologischen Verédnderungen bei
Colitis ulcerosa sind 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 Entziindung
beschrankt sich hierbei auf Tunica mucosa sowie Tela submucosa, wobei

Kryptenabszesse, Verformung der Schleimdrisen und der Verlust von
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Becherzellen als typische histologische Merkmale gelten. Colitis ulcerosa gilt
zudem als Prakanzerose und ist mit einem gehauften Auftreten von

Kolonkarzinomen bei den Betroffenen assoziiert 2.

1.3.1 Behandlung von Colitis ulcerosa
Wie bereits beschrieben nimmt man an, dass die physiologische Darmflora bei

der Entstehung chronisch entziindlicher Darmerkrankungen eine entscheidende
Rolle spielt. Deshalb besteht die Hypothese, dass man durch den Gebrauch
probiotischer Produkte bei diesen Krankheiten eine Veranderung der
bakteriellen Besiedelung des Darmes erzielen kann. Dieser Sachverhalt wurde
in mehreren randomisierten, kontrollierten und doppelblinden Patientenstudien
untersucht. Cui et al. verabreichten 30 Patienten zusatzlich zur
Standardtherapie bei CU mit Sulphasalazin und Glucocortikoiden viable
Bifidobakterien oder Placebos. Sie stellten nach acht Wochen Behandlung fest,
dass nur 20% der mit Bifidobakterien behandelten Patienten in dieser Zeit einen
Ruckfall erlitten hatten, im Gegensatz zu 93% in der Kontrollgruppe. Die fakale
Bifidobakterienkonzentration war signifikant hoher als in der Kontrollgruppe und
die NF-kB-Aktivitat in der Bifidobakterien-Gruppe signifikant erniedrigt. Dadurch
war die Expression proinflammatorischer Zytokine, wie TNF-o. und Interleukin-
1o (IL-1o), vermindert und die von antiinflammatorischen, wie IL-10, erhoht *°.
Zu ahnlichen Ergebnissen kamen Furrie et al., die Patienten Bifidobacterium
longum mit einem Inuli-Oligofruktose Wachstumssubstrat verabreichten. Sie
konnten zusétzlich eine direkte Relation zwischen der Schwere der Colitis, der
MRNA (messenger ribonucleic acid) Synthese von humanem B-Defensin (hBD)
und der histologischen Beurteilung der Patienten feststellen. Da hBD direkt von
Epithelzellen produziert wird, kann man uber die Menge der mRNA direkte
Ruckschlisse auf die Aktivitat der CU ziehen. Die mRNA-Menge ist
normalerweise bei aktiver CU erhoht, doch konnte hier eine signifikante
Reduktion der mRNA-Expression in der Bifidobakterien-Gruppe festgestellt

3

werden 3!, Eine geringere Riickfallrate konnten mehrere Forschungsgruppen

auch bei Behandlung mit E. coli Nissle 1917 und dem probiotischen Gemisch

32,33

VSL#3 zusatzlich zur Standardtherapie beobachten . Rembacken et al.
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stellten der Remissionserhaltung mit Mesalazin einer Behandlung mit E. coli
Nissle 1917 Uber zwdlf Monate gegeniber, wobei sich beide Therapien als

gleichwertig herausstellten 3.

1.3.2 Weitere Einsatzmdglichkeiten fur probiotische Bakterien
Bisher werden probiotische Bakterien erfolgreich in der Behandlung von

Laktoseintoleranz, antibiotika-assoziierter Diarrhoe, wiederholtem Auftreten von
Clostridium  difficile-induzierter ~ Diarrhoe und zur Verkirzung der
Erkrankungsdauer Rotavirus-induzierter Diarrhoen bei Kindern eingesetzt. Im
Fall der Laktoseintoleranz wurde gezeigt, das Joghurt im Vergleich zu Milch zu
einer besseren Verdauung fuhrt und die Diarrhoe vermindert. Dies wird
hauptsachlich durch die Laktase der Joghurtbakterien und die langsamere
Darmpassage durch Joghurt im Vergleich mit Milch verursacht *2¢%" |m Falle
der antibiotika-assoziierten und C. difficile-induzierten Diarrhoe wurde durch
Saccharomyces boulardii das Risiko einer Diarrhoe verringert und die Dauer
verkiirzt *®. Im Falle der Rotavirus-induzierten Diarrhoe bei Kindern wurde
ebenfalls eine Reduktion der Dauer und der Haufigkeit der Diarrhoe bei
Behandlung der Kinder mit Lactobacillus beobachtet 328, Es wird deutlich, dass
hierbei hauptséchlich Milchsédurebakterien eingesetzt werden, im Besonderen

Lactobacilli, auf die im folgenden Absatz ndher eingegangen werden soll.

1.3.3 Lactobacilli
Lactobacilli stellen eine der Hauptkomponenten der physiologischen
menschlichen Flora dar. Man findet sie hauptsachlich im weiblichen

4041 1n vielen

Genitaltrakt, der Mundhohle und dem Dick- und Dunndarm
Studien wurde gezeigt, dass Lactobacilli protektive Eigenschaften bei
Infektionen mit pathogenen Mikroorganismen aufweisen. Ein Beispiel hierfur
sind Studien mit Lactobacillus GG, in denen dieser Stamm die Dauer und
Haufigkeit von Diarrhoe bei Kindern oder die Dauer einer pseudomembrandser
Kolitis verringert “>*3. Erst kiirzlich stellten Zhang et al. fest, dass Lactobacillus
GG die NF-kB-Signalkaskade beeinflusst und dadurch die TNF-a-induzierte

44

Interleukin-8 (IL-8) Produktion herunterreguliert AulRerdem wurde in
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verschiedenen Tiermodellen gezeigt, dass protektive kommensale Bakterien die
Wirkung von pathogenen Erregern abschwachen. L. casei Stamm Shirota
unterdrickt bei kontinuierlicher Futterung die Kolonisierung junger Hasen mit
enterohdmorrhagischem E. coli (EHEC) *°. An Mausen wurde gezeigt, dass L.
casei und L. acidophilus die Invasion mit der Nahrung aufgenommener Shigella
sonnei in Leber und Milz inhibieren. Die Uberlebenschancen der Mause wurden

4 Lactobacili  kénnen auch  chronische

dadurch  verbessert
Entziindungsreaktionen positiv beeinflussen. Am Beispiel des DSS-Maus-
Modells (dextran sulfate sodium) fiir chronisch entziindliche Darmerkrankungen
wurde gezeigt, dass L. casei Stamm Shirota einen antiinflammatorischen
protektiven Effekt auf die Mause hat, indem der Lactobacillus
proinflammatorische Zytokine herunterreguliert *’. Der bakterielle Faktor, der fiir
die antiinflammatorischen Vorgange verantwortlich sein kénnte, ist noch immer

unklar.

1.4 Das der Arbeit zugrundeliegende in-vitro-Modell

Ziel der Arbeit war es zu untersuchen, welcher Faktor kommensaler
Bakterienstiamme, und im Besonderen von L. fermentum, die durch Yersinia
enterocolitica pYV"  vermittelte proinflammatorische Reaktion humaner
epithelialer Zellen inhibiert. Als Modell wurde die durch den Transkriptionsfaktor
NF-xB regulierte Induktion des proinflammatorischen Zytokins I1L-8 gewahlt. Ein
Modell fur die Induktion von IL-8 stellt die Infektion epithelialer Zellen (HelLa-
Zellen) mit Yersinia enterocolitica pYV™ dar. Das Virulenz-Plasmid (pYV) von
Yersinia unterdrickt die Expression der Mehrzahl der Gene, die durch
chromosomale Faktoren wie das Membranprotein Invasin und YopP (Yersinia
outer protein) induziert werden. Bei der hier verwendeten Mutante Yersinia
enterocolitica WA-C (pYV’) kann infolge des fehlenden Plasmids die Invasin

48 |nvasin induziert in

induzierte Expression von NF-kB untersucht werden
Epithelzellen eine inflammatorische Signalkaskade, die zur Aktivierung von NF-
kB und schliel3lich zur Produktion von IL-8 und anderen proinflammatorischen
Zytokinen fuhrt. Die hieran beteiligten molekularen Mechanismen sind bereits

gut beschrieben #9°°1 |L-8 ist ein hoch wirksames Interleukin, das zur CXC
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Chemokin-Familie gehort und die wichtigste Funktion von IL-8 besteht darin,
polymorphkernigen Leukozyten anzulocken und zu aktivieren. Es wird durch
verschiedene Entzindungsstimuli wie IL-1, TNF-a und Bakterien durch
Monozyten, Neutrophile, Eosinophile und Gewebezellen induziert °2. Die
zentrale Rolle von IL-8 bei der Initierung einer Entzindungsreaktion im

Darmmilieu konnte in zahlreichen Arbeiten nachgewiesen werden >4,

1.5 Ziel der vorliegenden Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss kommensaler Bakterienstamme auf
die Induktion des proinflammatorischen Mediators IL-8 durch Yersinia
enterocolitica pYV" in humanen Epithelzellen zu untersuchen. In Vorarbeiten
wurde gezeigt, dass die Bakterienstdmme die Invasin induzierte IL-8 Produktion
hemmen konnten, wobei sie weder Adh&sion an noch Invasion der Yersinia in
die Epithelzellen modulieren. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht,
welcher bakterielle Faktor durch Hemmung der IL-8 Produktion das
antiinflammatorisches Potential vermittelt. Dabei wurde untersucht, ob
sezernierte bakterielle Faktoren oder membranstdndige Faktoren eine Rolle
spielen. Am Beispiel von L. fermentum wurde die antiinflammatorische
Komponente auf eine Substanzklasse eingegrenzt. Es konnte gezeigt werden,
dass ein von L. fermentum sezerniertes Phospholipid die Yersinia enterocolitica
pYV" induzierte IL-8-Sekretion inhibiert. Diese Untersuchungen kdénnen zu
einem Verstandnis der Modulation inflammatorischer intestinaler Reaktionen
durch ,probiotische” Bakterien fuhren und neue therapeutische Strategien bei

der Behandlung von gastrointestinalen inflammatorischen Prozessen aufzeigen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate
Anaerobier-Beutel

Anaerobier-Topf

Analysewaage

Brutschrank BBD 6220

ELISA Reader

ELISA-Washer (Columbus Wascher)

Heizblock (Thermomixer comfort)

Mehrkanalpipette

Mikroskope

Multistepper

Neubauer-Zahlkammer

pH-Meter: Modell inoLab® Level 2

Photometer Ultrospec 3000 pro

Pipettier-Hilfen

Schuttelinkubatoren

Steril-Arbeitsbank

Vortexer

Wasserbad

Zentrifuge, Festwinkel-Rotor-
(Biofuge Stratos)

Zentrifuge, Ausschwingrotor-
(Multifuge 3 S-R)

Zentrifuge, Vakuum, Concentrator 5301

2.1.2 Verbrauchsmaterialien
Ampuwa, steriles Wasser

Oxoid, Hants, UK

E. Merck, Darmstadt

Sartorius, Gottingen

Heraeus, Hanau

Tecan, Crailsheim

Tecan, Crailsheim

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Carl Zeiss, Jena

Eppendorf, Hamburg

Superior, Lauda-Konigshofen
WTW, Weilheim i. OB
AmershamPharmacia, Freiburg
Eppendorf, Hamburg

Infors AG, Bottmingen

BDK, Sonnenbihl-Genkingen
Heidolph Instruments, Schwabach
Memmert, Schwabach

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg

Fresenius Kabi, Bad Homburg
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Deckglaser, 12 mm Durchmesser

ELISA-Platten (Nunc-Immuno™
Plate Maxisorp™ Surface)

Eppendorf-Reaktionsgefalle

Filter, Amicon Ultra 5, 10 MWCO

Filter, Centricon Plus-80, 10 MWCO

Filter, Minisart - 0,45um

Glaskolben und Flaschen

Impfschlingen 10ul

Kanilen, Microlance 3, 20G, 0,9 x 40

Kivetten (einmal)
Mikrotiter-Platten (Spitzboden,
Rundboden)

Parafilm

Pasteurpipetten
Pipetten (5, 10, 25 und 50 ml)

Pipettenspitzen (10 pl)
Pipettenspitzen (200 pl)
Pipettenspitzen (1000 pl)
Rundboden-Réhrchen (14 ml)
Spitzboden-Rdhrchen (15 ml)
Spitzboden-Rdhrchen (50 ml)
Spritzen, Injekt
Zellkulturflaschen (80, 175 cm?)
Zellkulturplatten (6-, 24-, 96-well)

Zellschaber

2.1.3 Medien und Chemikalien
Antibiotika:

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Nunc, Roskilde, Danemark

Eppendorf, Hamburg

Millipore, Bedford, USA
Millipore, Bedford, USA
Sartorius, Vivascience AG, Hannover
Schott Duran, Mainz
Sarstedt, Numbrecht
Becton-Dickison S.A., Fraga, Spanien
Sarstedt, Numbrecht

Greiner, Nurtingen

Pechiney Plastic Packaging, Menasha,

WI, USA
WU, Mainz
Corning Incorporated, Corning, NY,
USA
Brand, Wertheim
Sarstedt, Numbrecht
Greiner, Nirtingen
Falcon/Becton-Dickinson, USA
Greiner, NUrtingen
Falcon/Becton-Dickinson, USA
Braun, Melsungen
Nunc, Roskilde, D&nemark
Nunc, Roskilde, Ddnemark
Corning Incorporated, Corning, NY,
USA
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Gentamicin [10 mg/ml]
Penicillin/Streptomycin
[10.000 units/ml]
Bradford-Reagenz
BSA
FeClI3
Fetales Kéalberserum (FKS)
L-Glutamin
PBS (phosphate buffered saline)
Dulbecco
Phospholipase C von Bacillus cereus
PNPP (P-Nitrophenyl-Phosphat)
Proteinase K acryl beads
Substanz A (Streptavidin)
Substanz B (Biotin-alkalische
Phosphatase)
Trypan-Blau
Trypsin/EDTA
Tween 20
Wasser, gefiltert - Millipak 40, 0,22um
Zellkulturmedium, VLE RPMI 1640

2.1.4 Antikorper
Purified anti-human IL-8

Biotinylated mouse anti-human IL-8

2.1.5 Rekombinante Proteine
Rekombinantes humanes IL-8

2.1.6 Zelllinien
HelLa 229 (Epithel-Zellen eines

Zervixkarzinoms)

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Gibco BRL, USA

BioRad, Miuinchen

Biomol, Hamburg

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

Biochrom, Berlin

Sigma, Saint Louis, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Dako, Neuss

Dako, Neuss

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Gibco BRL, Eggenstein

E. Merck, Darmstadt
Millipore, Bedford, USA
Gibco BRL, USA

PharMingen, San Diego, CA, USA
PharMingen, San Diego, CA, USA

PharMingen, San Diego, CA, USA

ATCC, Rockville, MD, USA
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2.1.7 Bakterienstamme

Tab. 2.1: Verwendete Bakterienstamme

Yersinia enterocolitica pYV" (WA-C)
(Y. enterocolitica pYV’)

Heesemann *°

Aus den Fazes gesunder Erwachsener isolierte und von Pharma-Zentrale

GmbH, Herdecke zur Verfliigung gestellte Wildtypstamme:

¢ Bifidobacterium adolescentis (B. adolescentis)

e Lactobacillus fermentum (L. fermentum)

e Streptococcus salivarius (S. salivarius)

e Bacteroides vulgatus (B. vulgatus)

e Bacteroides distasonis (B. distasonis)

2.1.8 Medien
Tab. 2.2: HeLa-Zellkulturmedium

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

Bestandteile:

500 ml VLE RPMI 1640

50 ml Fetales Kalberserum,
hitzeinaktiviert

5 ml 200 mM L-Glutamin

5 ml Penicillin/Streptomycin [10.000

units/ml]

Tab. 2.3: Bakterienkulturmedien

LB (Luria-Bertani)-Medium

Zusammensetzung:

10 g/l Trypton

5 g/l Hefeextrakt

10 g/I Natriumchlorid

Fertigpulver von Fa. Becton Dickinson,

Heidelberg
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Agar-Platten

Zur Herstellung wurde dem Medium
15¢g/I Agar hinzugeftigt. Die fertigen
Platten wurden bei 4°C gelagert.

BHI (brain-heart-infusion)-Medium

Agar-Platten

Zusammensetzung:

27,5 g/l Nahrsubstrat (Hirn-, Herzextrakt
u. Peptone)

2,0 g/l D(+)-Glucose

5,0 g/l Natriumchlorid

2,5 g/l di-Natriumhydrogen-phosphat
Fertigpulver von Fa. Merck, Darmstadt

Zur Herstellung wurde dem Medium
15¢g/I Agar hinzugefigt. Die fertigen

Platten wurden bei 4°C gelagert.

CMC (chopped-meat-carbohydrate)-

Medium

500 g Rindertartar + 1 | Aqua dest. + 25
ml 1 N NaOH: 1 h bei 100°C kochen,
Uberstand abnehmen, Fleisch trocknen.
Zugabe von: 1 | voll entsalztem H,0 +
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

Autoklavieren, dann Zugabe von 0,4 %
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
Bruhe

2 h in Autoklav
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CIN- (Cefsulodin-lIrgasan-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 Natriumchlorid

- 0,01 g/l Magnesiumsulfat

- 0,5 g/l Natriumdesoxycholat
- 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

2.1.9 Puffer und Lésungen

Tab. 2.4 Puffer und Lésungen fir IL-8-ELISA

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

0,05 M NaHCO3
1 mM MgCl,
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pH 9,8

Entwicklerlésung

1 mg PNPP (P-Nitropenyl-Phosphat)
pro ml Substratpufferldsung




Material und Methoden 25

2.2 Methoden

2.2.1 Bakterienkulturen

2.2.1.1 Kultivierung von Bakterien fir Infektionsversuche

Zu den verwendeten Bakterienstdmmen siehe Tab. 2.1.

FUr Y. enterocolitica pYV" (aerobe) wurde am Tag vor der geplanten Infektion
eine Flussigkultur in 5ml LB-Medium angelegt. Diese wurde Uber Nacht bei
27°C inkubiert. Am Infektionstag wurden die Bakterien subkultiviert, um sie in
die Phase des exponentiellen Wachstums zu Uberfihren.

Die Kulturen der anaeroben und mikroaerophilen Keime wurden tber 48h in
BHI- oder CMC-Flussig-Medium unter anaeroben Bedingungen bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. Aus diesen Kulturen wurden hitzegetttete Bakterien (s.
2.2.1.2) oder Uberstande (s. 2.2.1.3) hergestellt.

Am Infektionstag wurden die Yersinien mit PBS gewaschen. Die
Bakterienkonzentration wurde durch die optische Dichte bestimmt, wobei eine
ODsoonm VON 1 einer Konzentration von ~ 5x102 Bakterien pro ml entspricht. Die
Uberstande wurden immer frisch am Infektionstag hergestellt.

HelLa-Zellen wurden mit Y. enterocolitica pYV" und hitzegettteten Bakterien in
der gewiinschten MOI (multiplicity of infection), bzw. den Uberstanden im
gewilnschten Prozentsatz, infiziert. Die MOI wurde durch serielles Ausplattieren
auf ihre Richtigkeit hin kontrolliert.

Alle Arbeiten mit den Bakterien wurden unter der Sterilbank durchgefihrt.

2.2.1.2 Herstellung von hitzegetdteten Bakterien (heat-kill)

Zur Herstellung von hitzegetoteten Bakterien wurden die Bakterienkulturen mit
PBS gewaschen.

Zur Errechnung der Proteinkonzentration, wie unten beschrieben, wurde eine
Verdinnungsreihe hergestellt.

Die Ubrige Suspension wurde bei 80°C fur 10 Minuten ins Wasserbad gestellt
und anschlieRend bei —20°C eingefroren. Um sicherzustellen, dass alle

Bakterien abgetttet sind, wurden die hitzegetoteten Bakterien auf der
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entsprechenden Platte ausplattiert und fir 3-5 Tage unter den entsprechenden
Bedingungen bebritet.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde die colorimetrische Methode
nach Bradford herangezogen, die auf der Bindung des Farbstoffs Coomassie
Brilliant Blue G-250 an Proteine im sauren Milieu und einer damit verbundenen
Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465nm auf 595nm beruht. Die
Zunahme der Absorption bei 595nm ist ein Mal3 fir die Proteinkonzentration in
der Losung. Das Farbreagenz besteht aus dem Farbstoff, Phosphorséure und
Methanol.

Zur Erstellung der Standardkurve wurde BSA als Referenzwert in
verschiedenen Konzentrationen (1,25 — 80ug/ml) verwendet, welches zuvor in
Millipore-Wasser verdunnt worden war. Die Proben wurden mit Millipore-
Wasser 1:50 und 1:100 verdiinnt eingesetzt und alles bei 595nm im ELISA-
reader gemessen. Die Proteinkonzentration wurde mit der CFU (colony forming
union) verrechnet, wobei 5x10* Bakterien einer MOl von 1 entsprechen
(entsprechend der Anzahl der eingesetzten HelLa-Zellen pro well).

2.2.1.3 Herstellung von Uberstanden

10ml der anaeroben und mikroaerophilen Bakterien wurden gewaschen und im
Zellkulturmedium ohne Antibiotikum fur weitere 72h anaerob bebrutet. Vor der
Infektion wurde die Suspension bei 4000rpm fur 10min zentrifugiert und die
Uberstande steril filtriert (0,45um PorengroRe).

2.2.1.3.1 Extraktion der hydrophoben Phase

Den filtrierten Uberstanden  wurden im  Verhaltnis 1:1  ein
Chloroform/Methanolgemisch  (2:1) zugesetzt und 3x5min geschiittelt.
Dazwischen wurde 5-10min inkubiert, um eine Trennung der Phasen zu
erreichen.

Das Gemisch wurde zentrifugiert und die hydrophobe Phase abgenommen.

Um das Chloroform/Methanolgemisch wieder zu entfernen, wurde die

hydrophobe Fraktion in einer Vakuum-Zentrifuge zentrifugiert. Anschliel3end
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wurde das entstandene Pellet wieder in das Zellkulturmedium aufgenommen

und zur Stimulation von HelLa-Zellen verwendet.

2.2.1.3.2 Proteinase K acryl beads

Proteinase K ist eine Serin-Protease, die die Hydrolyse von Peptidketten
katalysiert. Das Enzym wird durch Acryl-Kugeln, die eine inaktive
Grundsubstanz darstellen, unléslich gemacht, wéahrend die Aktivitat des
urspriinglichen Enzyms beibehalten wird. Zum Beenden der Reaktion kann das
Reaktionsgemisch gefiltert oder zentrifugiert werden, wodurch die Proteinase K
acryl beads wieder aus dem Uberstand entfernt werden kénnen.

Proteinase K acryl beads wurden 2h in sterilem endotoxinfreien Wasser bei 4°C
quellen gelassen. Nach mehrmaligem Waschen und Zentrifugieren wurden 0,5
units Proteinase K pro ml Uberstand (138mg beads) zugegeben und das
Gemisch fur 1h bei 37°C inkubiert. Zum Stoppen der Reaktion wurde das
Gemisch zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. AnschlieBend wurde

der Uberstand zur Stimulation von HeLa-Zellen eingesetzt.

2.2.1.3.3 Eisenchlorid (FeClj)

Eisenchlorid wird zur Abséattigung von Siderophore (Eisen-Carrier) verwendet,
die von Bakterien sezerniert werden kénnen. Siderophore sind eisenbindende
Stoffe, durch die schwer losliches Eisen in einen loslichen Komplex tberfihrt
werden kann, der dann von Bakterien aufgenommen werden kann.

Steril gefilterte Uberstande wurden mit 1 / 10 / 100umol/ml FeCls versetzt und
fur 1h bei RT inkubiert. AnschlieRend wurde der Uberstand zur Stimulation von

HelLa-Zellen eingesetzt.

2.2.1.3.4 Filtrieren (dialysieren)

Steril gefilterte Uberstande wurden in einen Filter mit Filtrationseinheiten von 5

bzw. 10kDa gegeben und laut Hersteller zentrifugiert (3500g, 15min, 4°C).
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AnschlieRend wurde die Einheit tber Kopf riickzentrifugiert (1000g, 3min, 4°C),
wobei Uberstande mit Molekiilen groRer und kleiner 5 bzw. 10kDa resultierten.
Das Filtrat wurde bei Bedarf verdinnt und zur Stimulation von HeLa-Zellen
eingesetzt.

2.2.1.3.5 Phospholipase C

Phospholipase C ist ein intrazellulares Enzym, welches Glycerophospholipide
wie z.B. Phosohatidylcholin oder Phosphatidylinositoldiphosphat hydrolysiert.

Steril gefilterte Uberstande wurden mit 1mg Phospholipase C pro ml versetzt
und far 2h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde der Uberstand zur

Stimulation von HelLa-Zellen eingesetzt.

2.2.2 Zellkulturen

2.2.2.1 Kultivierung von HelLa-Zellen

Fur alle Experimente wurden Zellen der Linie HelLa 229 verwendet. Dies sind
fur Forschungszwecke eingesetzte Epithelzellen eines Zervixkarzinoms.

Die Zellen wurden hierfir in 175-cm?-Zellkulturflaschen uberfiihrt, als
Néahrmedium wurden 30ml 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 37°C, 5% CO,
sowie 95% relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert bis ein konfluenter Zellrasen auf
dem Flaschenboden entstand. Nach Absaugen des Mediums sowie Waschen
des Zellrasens mit PBS wurde Trypsin/EDTA hinzugegeben, welches durch ca.
zwei- bis dreiminttiger Inkubation bei Raumtemperatur die Adhasionsproteine
der Zelloberflachen spaltet und somit die Zellen in Losung Uberfiihrt. Das
Trypsin/EDTA wurde anschlielend durch Zugabe des Zellkulturmediums
neutralisiert. Die Zellen wurden durch funfminttige Zentrifugation bei 400g und
21°C von dem Zellmedium getrennt. Diese Zellen wurden je nach Bedarf im
Verhéltnis 1:3 bis 1:6 in neue Zellkulturflaschen utberfuhrt und weiterkultiviert.
Alle Arbeiten mit den Zellen wurden unter der Sterilbank durchgefthrt.
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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 geerntet. Nach
Zentrifugation sowie Abnahme des Uberstandes wurde das Zellpellet in das
Zellkulturmedium aufgenommen und resuspendiert. AnschlieRend wurde mit
Trypan-Blau eine 1:10-Verdiinnung hergestellt und mit einer Neubauer-Kammer
(Kammerfaktor 1x10* Zellen/ml) ausgezahlt. Die nicht blau gefarbten (=
lebenden) Zellen in einem GroRRquadrat (= 4x16 Kleinquadrate) wurden
ausgezahlt und das arithmetische Mittel bestimmt. Dieses wurde mit dem
Kammer- sowie dem Verdinnungsfaktor multipliziert, um die Zellzahl pro ml

Losung zu bestimmen.

2.2.2.3 Aussaat von HelLa-Zellen fir Infektionsversuche

Am Tag vor der Infektion wurden die Zellen geerntet und ausgezahlt.
Anschliel3end wurde in 24-well-Platten 1ml Zellsuspension pro well mit einer
absoluten Zahl von 5x10* Zellen ausgesét. Die Zellkulturplatten wurden dann
bis zum folgenden Tag der Infektion im Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und 95%
Luftfeuchtigkeit aufbewabhrt.

2.2.2.4 Infektion von HeLa-Zellen zur IL-8-Induktion

Am Infektionstag wurden die HelLa-Zellen in den 24-well-Platten vor der
Infektion mit PBS gewaschen, und 1ml frisches, antibiotikafreies
Zellkulturmedium hinzugegeben. Die Zellen wurden mit dem Bakterienstamm
Yersinia enterocolitica pYV’, der ein hohes Induktionspotential fur Interleukin-8
besitzt, und hitzegetoteten Bakterien in der gewiinschten MOI bzw. Uberstande
in dem gewiinschten Prozentsatz kultiviert. Als Positivkontrolle diente Yersinia
enterocolitica pYV" (MOI 20), als Negativkontrolle Zellkulturmedium. Zur
Uberprifung der Viabilitat der HelLa-Zellen wurde zusétzlich Tumor-Nekrose-
Faktor alpha (TNF-a) eingesetzt, ein proinflammatorisches Zytokin, das als
Mediator fur Leukozyten fungiert. Es bindet an membranstandige zellulare

Rezeptoren und fuhrt Uber eine Signalkaskade zur Induktion von Genen.
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AnschlieBend wurden die Zellkulturplatten fur 2min bei 300g und 21°C
zentrifugiert, um einen mdglichst sofortigen Kontakt zwischen Bakterien und
Zellen zu ermoglichen.

Nach 1h Inkubationszeit wurden die Zellen erneut mit PBS gewaschen, und
frisches Zellkulturmedium hinzugegeben. Zur Abtétung eventuell noch an den
Zelloberflachen adharierender Y. enterocolitica pYV™ wurde 10ul Gentamicin pro
ml Zellkulturmedium hinzugegeben. Im letzten Schritt wurden die Zellen fur
weitere 3h im Brutschrank inkubiert, anschlieBend die Uberstande

abgenommen und bei -20°C gelagert.

2.2.3 ELISA: Bestimmung der Interleukin-8-Konzentration in
Zellkulturuberstanden

2.2.3.1 Prinzip der Zytokinbestimmung mittels ELISA

Der ,Enzyme-Linked Immunosorbent Assay“ (ELISA) ist eine auf Antigen-
Antikorper-Reaktion basierende immunologische Methode, mit der man selbst
geringste Konzentrationen eines Proteins nachweisen kann. 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 (capture antibody) beschichtet. Anschlie3end werden
die Zellkulturiiberstdnde mit den zu detektierenden Molekilen hinzugegeben,
welche an die Antikoérper binden. Im letzten Schritt wird ein enzymgekoppelter
Sekundarantikorper (detection antibody) hinzugegeben, welcher ebenfalls an
das zu detektierende Molekll bindet und gleichzeitig eine Farbreaktion
katalysiert. Die Intensitat der hervorgerufenen Farbreaktion verhalt sich hierbei
proportional zu der Konzentration des zu messenden Molekils. Anhand einer
Standardkurve, welche mit rekombinanten Zytokinen erstellt wird, kann

schlief3lich die absolute Konzentration ermittelt werden.
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2.2.3.2 Ablauf der IL-8-Messung mittels ELISA

Zu den verwendeten Puffern und Losungen siehe Tab. 2.4.

Zunachst wurde eine ELISA-Platte mit dem monoklonalen Primarantikorper
Uber Nacht bei 4°C inkubiert, wobei in jedes well 50ul eines Adsorptionspuffers
gegeben wurde, der eine Primarantikdrperkonzentration von 3ug/ml in 0,1M
NaHPO, (pH 9,0) enthielt. Am nachsten Tag wurde die Platte nach Waschen
mit  ELISA-Waschpuffer mit je 200ul Blockingpuffer pro well fir 2h bei
Raumtemperatur inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren.
Anschlieend wurde die Platte wieder gewaschen und je 100ul der vorher
aufgetauten und gemischten Zellkulturiberstande in die wells gegeben.
Rekombinantes, humanes IL-8 in verschiedenen Konzentrationen (12,5 —
800pg/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 4°C
inkubiert. Am dritten und letzten Tag wurden nach dem Waschen 100ul des
biotinylierten Sekundarantikdrpers [0,5ug/ml] in Detektionspuffer in jedes well
pipettiert und die Platte fir 1h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem
Waschen wurden je 50ul Konjugat, welches das P-Nitrophenyl-Phosphat in der
Entwicklerlésung umsetzt, in jedes well gegeben und fir eine weitere Stunde
bei 37°C inkubiert. Anschlieend wurden nach einem letzten Waschschritt 50pl
Entwicklerlosung in jedes well pipettiert und die Platte fur ca. 20min bei 37°C im
Dunkeln inkubiert. Im Anschluss daran erfolgte die Bestimmung der IL-8-
Konzentration mit dem ELISA-Photometer bei 405nm bei einer

Referenzwellenlange von 490nm.

2.2.4 Statistik
Alle Versuche wurden mindestens dreimal reproduziert. 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 tber den
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Student-t-Test zur Priafung der Gleichheit der Mittelwerte. Eine Differenz

zwischen den Werten mit p < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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3  Ergebnisse

3.1 Modulation der durch Y. enterocolitica pYV induzierten IL-

8-Sekretion mittels lebenden kommensalen Bakterien

Im Rahmen von Vorversuchen zu dieser Arbeit prifte Herr cand. med. Matteo
Quitadamo, wie kommensale Bakterien die durch Y. enterocolitica pYV
induzierte 1L-8-Sekretion modulieren. Zu diesem Zweck wurden HelLa-Zellen mit
kommensalen Bakterien in unterschiedlichen MOIs (2-200) sowie gleichzeitig
mit Y. enterocolitica pYV" (MOl 20) infiziert. Nach 1h wurden die Zellen
gewaschen und adharente Zellen mittels Zugabe von Gentamicin abgetotet.
Nach weiteren 3h wurde der Zellkulturiiberstand abgenommen und die IL-8-
Sekretion mittels ELISA gemessen.

Dies wird reprasentativ am Beispiel von L. fermentum dargestellt (s. Abb. 3.1).
Es konnte eine signifikante Reduktion um 50-70% der Y. enterocolitica pYV"
induzierten IL-8-Sekretion durch viable kommensale Bakterien beobachtet

werden.

L. fermentum + Y. enterocolitica pYV-

100
80

60
40 A

-20 A MOl 2 MOI 20 MOI 200

IL-8-Modulation [%]
o

100 - *PBS *

Abb. 3.1: Modulation der Y. enterocolitica pYV induzierten IL-8 Sekretion; hier: L.

fermentum

Koinfektion von Hela-Zellen mit Y. enterocolitica pYV- (MOI 20) und L. fermentum (MOI 2-

200). Nach einer Stunde wurden die Zellen gewaschen und Gentamicin hinzugefligt. Nach
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weiteren 3 Stunden wurde der Uberstand abgenommen und die IL-8-Sekretion mittels ELISA
gemessen.

Die Nulllinie reprasentiert das IL-8-Niveau in der Positivkontrolle (= Mono-Infektion mit Y.
enterocolitica pYV-, MOI 20). Darlber bzw. darunter ist die jeweilige prozentuale Erhéhung
bzw. Verminderung der IL-8-Konzentrationen aufgetragen, welche durch Koinfektion mit L.
fermentum beobachtet wurde. Negativkontrolle: PBS. Jedes Experiment wurde in
Dreifachbestimmung ausgefiihrt, welche durch die Standardabweichung repréasentiert wird. Die
gemessene IL-8-Sekretion ist signifikant niedriger als in der Positivkontrolle (bis zu 70%
Reduktion). Dieser Effekt wird bereits bei der niedrigsten MOI (MOI 2) beobachtet und erhdht
sich bis MOI 200 nur unwesentlich.

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

Dieser Effekt war fiir alle der hier verwendeten Stamme zu beobachten.

3.2 Hitzeinaktivierte kommensale Bakterien beeinflussen die

Y. enterocolitica pYV induzierte IL-8-Sekretion nicht

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob ein membranstandiger oder ein
l6slicher Faktor kommensaler Bakterien fur die Inhibition der IL-8-Sekretion
durch Y. enterocolitica pYV" verantwortlich ist. Um membranstandige Faktoren
zu untersuchen, wurden HelLa-Zellen mit Y. enterocolitica pYV" (MOI 20) und
hitzeinaktivierten kommensalen Bakterien in unterschiedlichen MOI-Stufen von
2 bis 200 infiziert. Dabei konnte man feststellen, dass - mit Ausnahme von S.
salivarius - hitzegetotete Bakterienstamme die Y. enterocolitica pYV" induzierte
IL-8-Sekretion nicht mehr reduzieren. Es besteht kein Unterschied zwischen
einer Monoinfektion mit Y. enterocolitica pYV" und einer Koinfektion mit Y.
enterocolitica pYV" und hitzeinaktivierten kommensalen Bakterien (s. Abb. 3.2-
3.5). Lediglich die Koinfektion von Y. enterocolitica pYV™ und hitzegetotetem S.
salivarius erniedrigte die Y. enterocolitica pYV" induzierte IL-8-Sekretion um
uber 75% (s. Abb. 3.6).
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Abb. 3.2: Hitzeinaktivierter L. fermentum inhibiert die Y. enterocolitica pYV induzierte IL-
8-Sekretion nicht. L. fermentum MOI 2 = 1,62ug/ml; MOI 20 = 16,2ug/ml; MOI 200 = 162ug/ml.
Die Zellen wurden mit Y. enterocolitica pYV (MOI 20) und hitzegetdteten Bakterien in
unterschiedlichen Konzentrationen (MOI 2-200) koinfiziert. Nach einer Stunde wurden die
Zellen gewaschen und Gentamicin hinzugefiigt. Nach weiteren 3 Stunden wurde der Uberstand
abgenommen und die Hohe der IL-8-Sekretion mittels ELISA gemessen. Negativkontrolle:
Zellkulturmedium. Positivkontrolle: Y. enterocolitica pYV'. Viabilitatskontrolle der Zellen: TNF-
a.Jedes Experiment wurde in Dreifachbestimmung ausgefiihrt, welche durch die

Standardabweichung reprasentiert wird.

1400 -
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Abb. 3.3: Hitzeinaktivierter B. adolescentis inhibiert die Y. enterocolitica pYV  induzierte
IL-8 Sekretion nicht; B. adolescentis MOI 2 = 0,55ug/ml; MOI 20 = 5,5ug/ml; MOI 200 =
55ug/ml. Weitere Erlauterungen s. Text und Abb. 3.2.
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Abb. 3.4: Hitzeinaktivierter B. distasonis inhibiert die Y. enterocolitica pYV induzierte IL-
8-Sekretion nicht; B. distasonis MOI 2 = 0,25ug/ml; MOI 20 = 2,5ug/ml; MOI 200 = 25ug/ml.
Weitere Erlauterungen s. Text und Abb. 3.2.

1200 -
1000 A
E 800 -
[@)]
K=
600 -
@
= 400 -
200 A
0 —
MOI
Y. enterocolitica 0 20 20 20 20 0 20
MOl
B. vulgatus 0 0 2 20 200 200 200
TNF-a
100ng/ml

Abb. 3.5: Hitzeinaktivierter B. vulgatus inhibiert die Y. enterocolitica pYV induzierte IL-8-
Sekretion nicht; B. vulgatus MOI 2 = 6,68ug/ml; MOI 20 = 66,8ug/ml; MOI 200 = 668ug/ml.
Weitere Erlauterungen s. Text und Abb. 3.2.
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Abb. 3.6: Hitzeinaktivierter S. salivarius inhibiert die Y. enterocolitica pYV induzierte IL-8-
Sekretion. S. salivarius MOI 2 = 0,48ug/ml; MOI 20 = 4,8ug/ml; MOI 200 = 48ug/ml. Hel a-
Zellen wurden mit Y. enterocolitica pYV (MOI 20) und hitzegetdtetem S. salivarius in
unterschiedlichen Konzentrationen (MOI 2-200) koinfiziert. Nach einer Stunde wurden die
Zellen gewaschen und Gentamicin hinzugefiigt. Nach weiteren 3 Stunden wurde der Uberstand
abgenommen und die Hb6he der IL-8-Sekretion mittels ELISA gemessen. Negativkontrolle:
Zellkulturmedium. Positivkontrolle: Y. enterocolitica pYV'. Viabilitatskontrolle der Zellen: TNF-
a.Jedes Experiment wurde in Dreifachbestimmung ausgefuhrt, welche durch die
Standardabweichung reprasentiert wird. Im Gegensatz zu den anderen kommensalen
Bakterienstammen ist bei Co-Infektion mit Y. enterocolitica pYV und hitzegetétetem S.
salivarius die IL-8-Sekretion signifikant erniedrigt.

* statistisch signifikanter Unterschied (p < 0,05) im Vergleich zur Positivkontrolle

3.3 Kulturuberstande kommensaler Bakterien beeinflussen

die Y. enterocolitica pYV induzierte IL-8-Sekretion
Um zu untersuchen, ob die Modulation der Y. enterocolitica pYV" IL-8-Sekretion
durch einen l6slichen Faktor ausgelést wird, wurden HelLa-Zellen mit Y.
enterocolitica pYV" und steril Afiltrierten Kulturiberstdnden kommensaler
Bakterien stimuliert. Im Gegensatz zu den Versuchen mit hitzeinaktivierten
Bakterien zeigte sich bei dieser Koinfektion eine Reduktion der Yersinia
induzierten IL-8-Sekretion um ca. 50% (s. Abb. 3.7-3.10). Deshalb geht man

davon aus, dass ein I6slicher Faktor fur die Verminderung der Y. enterocolitica
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pYV" induzierten IL-8-Sekretion verantwortlich ist. Das betrifft die Stamme L.
fermentum, B. adolescentis, B. distasonis und B. vulgatus.

Die Koinfektion von Y. enterocolitica pYV" und dem Kulturiberstand von S.
salivarius erniedrigte die Y. enterocolitica pYV induzierte IL-8-Sekretion nicht
(s. Abb. 3.11). Aufgrund dieser und der vorherigen Ergebnisse (s. Abb. 3.6) mit
hitzeinaktiviertem S. salivarius kdnnte bei S. salivarius ein anderer Faktor fur
die Reduktion verantwortlich sein.

Um auszuschlie3en, dass die beobachteten Verringerungen der IL-8-Sekretion
durch eine verminderte Viabilitdt der Y. enterocolitica pYV" verursacht wurde,
wurde Y. enterocolitica pYV in den Kulturiberstanden der kommensalen
Bakterien kultiviert und mittels serieller Verdiinnungsreihen die CFU ermittelt.
Es konnte keine Reduktion der CFU von Y. enterocolitica pYV™ nachgewiesen
werden. Dies lasst den Schluss zu, dass die Viabilitdt von Y. enterocolitica
durch die Kulturiberstande nicht beeinflusst wird (s. Abb. 3.12).

Uberdies wurde in den eingesetzten Bakterieniiberstanden lediglich eine
Abweichung der pH-Werte von =+ 1,5 festgestellt. Daher scheint auch ein
veranderter pH keinen Einfluss auf die Y. enterocolitica pYV" induzierte IL-8-
Sekretion zu haben (s. Abb. 3.13).
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Abb. 3.7: Uberstand von L. fermentum Kulturen inhibiert die Y. enterocolitica pYV
induzierte IL-8-Sekretion. L. fermentum wurde 48h in Zellkulturmedium ohne Antibiotikum
unter anaeroben Bedingungen bei 37°C bebriitet, der Uberstand abgenommen und steril filtriert.
Die HeLa-Zellen wurden mit Y. enterocolitica pYV™ und unterschiedlichen Mengen (10-75%) des
Uberstandes stimuliert. Nach einer Stunde wurden die Zellen gewaschen und Gentamicin
hinzugefugt. Nach weiteren 3 Stunden wurde der Zellkulturiberstand abgenommen und die
Hoéhe der IL-8-Sekretion mittels ELISA gemessen. Negativkontrolle: Zellkulturmedium.
Positivkontrolle: Y. enterocolitica pYV'. Viabilitatskontrolle der Zellen: TNF-o.. Jedes Experiment
wurde in Dreifachbestimmung ausgefihrt, welche durch die Standardabweichung reprasentiert
wird.

*statistisch signifikanter Unterschied (p < 0,05) im Vergleich zur Positivkontrolle.
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Abb. 3.8: Uberstand von B. adolescentis Kulturen inhibiert die Y. enterocolitica pYV
induzierte IL-8 Sekretion; weitere Erlauterungen s. Text und Abb. 3.7.
*statistisch signifikanter Unterschied (p < 0,05) im Vergleich zur Positivkontrolle.
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Abb. 3.9: Uberstand von B. distasonis Kulturen inhibiert die Y. enterocolitica pYV
induzierte IL-8 Sekretion; weitere Erlauterungen s. Text und Abb. 3.7.

*statistisch signifikanter Unterschied (p < 0,05) im Vergleich zur Positivkontrolle.
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Abb. 3.10: Uberstand von B. vulgatus Kulturen inhibiert die Y. enterocolitica pYV
induzierte IL-8-Sekretion; weitere Erlauterungen s. Text und Abb. 3.7.

*statistisch signifikanter Unterschied (p < 0,05) im Vergleich zur Positivkontrolle.
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Abb. 3.11: Uberstand von S. salivarius Kulturen inhibiert die Y. enterocolitica pYV
induzierte IL-8-Sekretion nicht; im Gegensatz zu den anderen kommensalen
Bakterienstammen wird die Induktion der Y. enterocolitica pYV" Invasin vermittelten IL-8-

Sekretion durch Uberstand von S. salivarius nicht inhibiert.
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Abb. 3.12: Viable kolonieformende Einheiten von Y. enterocolitica pYV™ nach Inkubation von 1h
im Uberstand von B. adolescentis. Y. enterocolitica pYV wurde in den Kulturiiberstanden von B.
adolescentis kultiviert und mittels serieller Verdinnungsreihen wurde die CFU ermittelt.
Uberstande von B. adolescentis Kulturen haben keinen Einfluss auf die Viabilitit von Y.

enterocolitica pYV'.

pH-Messung in Bakterientiberstdnden

Bakterienstamm | pH
L. fermentum

6,66
B. adolescentis

7.2
B. distasonis

7.2
B. vulgatus

5,57
S. salivarius

5,7

Abb. 3.13: Bestimmung des pH-Wertes in Kulturiberstanden. Die kommensalen
Bakterienstamme wurden fur 48h in Zellkulturmedium bei 37°C unter anaeroben Bedingungen
inkubiert. AnschlieRend wurde mit dem pH-Meter der pH-Wert der einzelnen Kulturiiberstédnde
gemessen. pH-Abweichungen von + 1,5 haben keinen Einfluss auf die Viabilitit der

Bakterienstamme.
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Auf Grund des ahnlichen Verhaltens der Bakterienstdmmen L. fermentum, B.
adolescentis, B. distasonis und B. vulgatus beschranken wir uns in den
weiteren Versuchen auf L. fermentum. Fur diesen Stamm soll der
antiinflammatorische protektive bakterielle Faktor untersucht und charakterisiert

werden.

3.4 Proteinase K oder Eisenchlorid (FeCl3) kbnnen den anti-
inflammatorischen Effekt der Kulturiberstande

kommensaler Bakterien nicht beeinflussen

Im nachsten Schritt wurde Uberprift, ob Proteine oder Siderophore, die von L.
fermentum sezerniert werden, die Y. enterocolitica pYV™ induzierte IL-8-
Sekretion inhibieren.

Siderophore (Eisen-Carrier) sind eisenbindende Stoffe, die von Bakterien
gebildet werden. Durch die Bindung wird schwer l6sliches Eisen in einen
|6slichen Komplex uberfuhrt, der dann von Bakterien aufgenommen werden
kann.

Um mogliche Proteine zu inaktivieren, wurden die Kulturiiberstande mit
Proteinase K, einer Serin-Protease, die die Hydrolyse von Peptidketten
katalysiert, inaktiviert. Zudem wurden die Kulturiiberstande mit FeCl; versetzt,
um mogliche Siderophore abzuséattigen. Weder der Zusatz von Proteinase K
noch von FeCl; zum Uberstand von L. fermentum hatte einen Effekt auf die
Hemmung der Y. enterocolitica pYV" induzierte IL-8-Sekretion. In beiden
Versuchen wurde eine Reduktion der Y. enterocolitica pYV" induzierte IL-8-
Sekretion von ca. 75% gefunden, was vergleichbar mit der Reduktion durch
unbehandelte Kulturtiberstande ist (s. Abb. 3.14 und Abb. 3.7). Auf Grund
dieser Ergebnisse kann man annehmen, dass die Verminderung der Y.
enterocolitica pYV" induzierte IL-8-Sekretion nicht durch ein von L. fermentum

sekretiertes Protein oder Siderophor hervorgerufen wird.
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Abb. 3.14: Reduktion der Y. enterocolitica pYV induzierten IL-8-Sekretion durch
Zellkulturiberstand von L. fermentum wird nicht durch Proteine oder Siderophore
ausgelost. Uberstand von L. fermentum wurde mit 0,5 units Proteinase K pro ml oder 100pmol
FeCl; versetzt, um Proteine oder Siderophore zu inaktivieren. HelLa-Zellen wurden mit Y.
enterocolitica pYV™ und den vorbehandelten Uberstanden von L. fermentum stimuliert. Nach
einer Stunde wurden die Zellen gewaschen und Gentamicin hinzugefiigt. Nach weiteren 3
Stunden wurde der Uberstand abgenommen und die Hohe der IL-8-Sekretion mittels ELISA
gemessen. Negativkontrolle: Zellkulturmedium. Positivkontrolle: Y. enterocolitica pYV'. Jedes
Experiment wurde in Dreifachbestimmung ausgefiihrt, welche durch die Standardabweichung
reprasentiert wird.

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

3.5 Modulation der Y. enterocolitica pYV induzierten IL-8-
Sekretion durch die hydrophobe Phase aus dem

Kulturiberstand von L. fermentum

Da der antiinflammatorische Effekt des Uberstandes von L. fermentum nicht
durch sezernierte Proteine oder Siderophore hervorgerufen wird, wurde
anschlieBend die hydrophobe Phase des Uberstandes von L. fermentum
untersucht. Diese Phase wurde mittels einer Chloroform / Methanol Extraktion
gewonnen. HelLa-Zellen wurden mit Y. enterocolitica pYV" und der hydrophoben
Fraktion der Uberstande von L. fermentum infiziert. Dabei konnte man beim
Einsatz von 2-5% dieses Uberstandes eine Hemmung ber 90% der durch Y.
enterocolitica Invasin induzierten IL-8-Sekretion beobachten (s. Abb. 3.16).
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Zur weiteren Eingrenzung des gesuchten bakteriellen Faktors wurden
Kulturiberstdande von L. fermentum mit Phospholipase C behandelt.
Phospholipase C hydrolysiert Phosphatketten von Glycerophospholipiden,
wobei unter anderem Phosphatidylcholin (Lecithin) und
Phosphatidylinositoldiphosphat entsteht. Phospholipide sind Bestandteile der
Zellmembran bei Bakterien und hoheren Organismen und Bestandteil der
Signaltubertragung zwischen Hormonen und dem Zellinneren. Aul3erdem dienen

sie der Verankerung von Proteinen in der Membran.
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Abb. 3.15: Strukturformel von Phosphoglycerid; Phospholipase C spaltet an markierter Stelle.

Es wurde beobachtet, dass mit Phospholipase C behandelte Kulturtiberstande
keinen inhibitorischen Effekt auf die Induktion der IL-8-Sekretion durch Y.
enterocolitica pYV" zeigen. Deshalb kann man annehmen, dass die Reduktion
der durch Yersinia induzierten IL-8-Sekretion durch ein Glycerophospholipid
vermittelt wird (s. Abb. 3.17).
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Abb. 3.16: Reduktion der Y. enterocolitica pYV induzierten IL-8-Sekretion durch die
hydrophobe Phase des Kulturiiberstandes von L. fermentum. Der Kulturiiberstand von L.
fermentum wurde zu gleichen Teilen mit einer Mischung aus Chloroform / Methanol im
Verhdltnis 2:1 extrahiert. Mit der dabei entstehenden hydrophoben Phase und mit V.
enterocolitica pYV wurden Hela-Zellen stimuliert. Nach einer Stunde wurden die Zellen
gewaschen und Gentamicin hinzugefiigt. Nach weiteren 3 Stunden wurde der Uberstand
abgenommen und die Hb6he der IL-8-Sekretion mittels ELISA gemessen. Negativkontrolle:
Zellkulturmedium. Positivkontrolle: Y. enterocolitica pYV'. Viabilititskontrolle der Zellen: TNF-c.
Jedes Experiment wurde in Dreifachbestimmung ausgefiihrt, welche durch die
Standardabweichung reprasentiert wird. Bei Koinfektion mit Y. enterocolitica pYV™ und 2% oder
5% der hydrophoben Phase des Uberstandes von L. fermentum ist die IL-8-Sekretion um 80
bzw. 90% erniedrigt im Bezug auf die Positivkontrolle.

*statistisch signifikanter Unterschied (p < 0,05) im Vergleich zur Positivkontrolle.
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Abb. 3.17: Modulation der Y. enterocolitica pYV induzierten IL-8-Sekretion mit
Kulturiberstand von L. fermentum wird durch Phospholipase C aufgehoben. L.
fermentum Uberstand wurde mit Phospholipase C behandelt. HeLa-Zellen wurden damit und
gleichzeitig mit Y. enterocolitica pYV stimuliert. Nach einer Stunde wurden die Zellen
gewaschen und Gentamicin hinzugefiigt. Nach weiteren 3 Stunden wurde der Uberstand
abgenommen und die Hohe der IL-8-Sekretion mittels ELISA gemessen. Negativkontrolle:
Zellkulturmedium. Positivkontrolle: Y. enterocolitica pYV'. Viabilitatskontrolle der Zellen: TNF-a..
Jedes Experiment wurde in Dreifachbestimmung ausgefiihrt, welche durch die
Standardabweichung reprasentiert wird.

Koinfektion von Y. enterocolitica pYV und 75% Uberstand L. fermentum mit Phospholipase C
hebt die signifikante Reduktion der IL-8-Sekretion wieder auf.

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

3.6 Hemmung der durch Y. enterocolitica pYV" induzierten IL-
8-Sekretion Utber ein Glycerophospholipid, das kleiner als
10kDa ist

Zur weiteren Charakterisierung des loslichen Faktors aus dem Kulturiberstand
von L. fermentum, der die durch Invasin von Y. enterocolitica pYV" getriggerte
IL-8-Sekretion inhibiert, wurde der Uberstand in zwei Phasen getrennt, dessen
Molekile ein Molekulargewicht grof3er als (>) bzw. kleiner als (<) 10kDa hatten.
Der Uberstand mit den Molekiilen >10kDA beeinflusste die Y. enterocolitica

pYV  induzierte IL-8-Sekretion nicht, wohingegen der Uberstand mit Molekiilen
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<10kDa dosisabhangig die Induktion der IL-8-Sekretion durch Y. enterocolitica
pYV hemmte.

Im Vergleich zu unbehandeltem L. fermentum Kulturiberstand hat dieser mit
Molekulen <10kDa eine starke inhibierende Wirkung. Es konnte eine Reduktion
der IL-8-Sekretion um 40% beim Einsatz von 25% des filtrierten Uberstandes
<10kDa und eine Reduktion um Uber 60% beim Einsatz von 50% beobachtet
werden (s. Abb. 3.18).

In Folge dieser Ergebnisse wird angenommen, dass der I6sliche Faktor aus
dem Kulturiberstand von L. fermentum, der fir die Hemmung der Y.
enterocolitica pYV™ induzierten IL-8-Sekretion verantwortlich ist, ein

Glycerophospholipid mit einem Molekulargewicht <10kDa ist.
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Abb. 3.18: Inhibition der Y. enterocolitica pYV induzierten IL-8-Sekretion mit
Kulturiberstand von L. fermentum <10kDa. Uberstand von L. fermentum wurde dyalisiert.
Uberstand mit Molekulargewicht <10kDa wurde mit Y. enterocolitica pYV auf HelLa-Zellen
gegeben. Nach einer Stunde wurden die Zellen gewaschen und Gentamicin hinzugefugt. Nach
weiteren 3 Stunden wurde der Uberstand abgenommen und die Hohe der IL-8-Sekretion mittels
ELISA gemessen. Negativkontrolle: Zellkulturmedium. Positivkontrolle: Y. enterocolitica pYV'.
Jedes Experiment wurde in Dreifachbestimmung ausgefihrt, welche durch die
Standardabweichung représentiert wird.

Koinfektion mit Y. enterocolitica pYV™ und 25% oder 50% Uberstand L. fermentum <10kDa fiihrt
zu einer signifikanten Reduktion der IL-8-Sekretion.

*statistisch signifikanter Unterschied (p < 0,05) im Vergleich zur Positivkontrolle.
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Modulation der Yersinia enterocolitica pYV"
induzierten proinflammatorischen Reaktion humaner Epithelzellen durch
kommensale Bakterienstamme untersucht. Dabei wurden folgende aus dem
Fazes gesunder Erwachsener isolierte kommensale Bakterienstamme
verwendet: (i) Lactobacillus fermentum, (ii) Bifidobacterium adolescentis, (iii)
Bacteroides vulgatus, (iv) Bacteroides distasonis und (v) Streptococcus
salivarius. In Vorarbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass diese Stdamme
die durch Y. enterocolitica Invasin induzierte IL-8-Sekretion inhibieren. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass bei verschiedenen kommensalen
Stammen unterschiedliche bakterielle Faktoren und Mechanismen die durch
eine Y. enterocolitica Infektion induzierte inflammatorische Wirtsantwort
hemmen koénnen. Bei L. fermentum, B. adolescentis, B. vulgatus, B. distasonis
scheint das antiinflammatorische bakterielle Potential durch 16sliche sezernierte
bakterielle Faktoren vermittelt zu werden, wahrend bei S. salivarius ein
moglicherweise membranstandiger Faktor fur die Inhibition der Yersinia
enterocolitica induzierten |IL-8-Sekretion verantwortlich ist.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der Identifizierung des bakteriellen
Faktors von L. fermentum, der das antiinflammatorische Potential dieses
kommensalen Bakteriums vermittelt. Lactobacillus fermentum Stamm PZ 1162
sezerniert einen |6slichen Faktor, der die proinflammatorischen Eigenschaften
von Yersinia enterocolitica pYV" beeinflusst. Humane Epithelzellen (Hela)
wurden mit Y. enterocolitica pYV™ und L. fermentum koinfiziert und anhand der
Interleukin-8 (IL-8) Sekretion die Modulation der proinflammatorischen
Immunantwort bestimmt. Dabei konnte gezeigt werden, dass L. fermentum die
Y. enterocolitica vermittelte IL-8 Sekretion inhibiert, ohne die Viabilitat von Y.
enterocolitica, die Adharenz an oder Invasion in Epithelzellen zu beeinflussen.
Untersuchungen mit Kulturiberstanden von L. fermentum und hitzegetotetem

Lactobacillus fermentum ergaben, dass der antiinflammatorische Effekt von L.
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fermentum in den Kulturiberstanden vorhanden ist, jedoch mit hitzegetotetem
L. fermentum nicht mehr nachweisbar ist. Dies lasst den Schluss zu, dass der
antiinflammatorische Effekt von L. fermentum auf einen |oslichen im bakteriellen
Kulturiberstand vorhandenen Faktor zurlckzufuhren ist. Um diesen Faktor
weiter einzugrenzen wurden die Uberstéande mittels eines Filtersystems nach
Grolke separiert. Dabei konnte gezeigt werden, dass es sich um ein Molekul mit
dem Molekulargewicht <10kDa handelt. Des Weiteren wurde die
Substanzklasse des Faktors mittels Behandlung der Uberstdnde von L.
fermentum mit proteolytischen und hydrolytischen Enzymen genauer
untersucht. Es konnten gezeigt werden, dass die Behandlung der
Kulturiberstande von L. fermentum mit Phospholipase C zu einer Aufhebung
des antiinflammatorischen Effektes fuhrt, wahrend andere Enzyme wie z.B.
Proteinase K keinen Einfluss haben. Auf Grund dieser Daten wird postuliert,
dass L. fermentum die Y. enterocolitica pYV" induzierte IL-8-Sekretion mittels
eines sekretierten Phospholipids mit einem Molekulargewicht von <10kDa
inhibiert. Diese Daten konnten den Schluss zulassen, dass L. fermentum
Stamm PZ 1162 einen Faktor sezerniert, der probiotische Eigenschaften
besitzt, proinflammatorische gastrointestinale Immunantworten moduliert und
somit neue therapeutische Strategien der Behandlung gastrointestinaler

entzundlicher Prozesse ermdglichen konnte.

Yersinia enterocolitica ist ein gramnegatives Bakterium der Familie der
Enterobacteriaceae, dessen chromosomal kodierte Pathogenitatsfaktoren
Adhasin YadA und Invasin Adhasion an und Invasion in Epithelzellen vermitteln.
Dies fuhrt Uber die Aktivierung von NF-«xB und p38 zur Sekretion von IL-8 und

somit zu einer entziindlichen Reaktion der infizierten Zellen *°

. Pathogene
Stamme von Yersinia kodieren auf einem Virulenzfaktor pYV mindestens sechs
Effektorproteine (Yop = Yersinia outer protein). Yops werden Uber ein Typ Il
Sekretionssystem in die Zelle injiziert und fuhren unter anderem zur Inhibition
der Sekretion proinflammatorischer Zytokine, wie IL-8, Uber eine Hemmung des
NF-«B Signalweges. Dies ermdglicht Yersinia die extrazellulare Persistenz und

56,57,58,59

Vermehrung im Lymphgewebe . Dem hier verwendeten Yersinien-
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Stamm WA-C (pYV’) fehlt das Plasmid. Deshalb induziert er bei einer Infektion
von HeLa-Zellen IL-8 %°. Die Zellen werden Uber den Invasin-Integrin Signalweg
aktiviert. Invasin, ein Membranprotein der aul3eren Yersinienmembran, bindet
dabei an das B1-Integrin der Wirtszelle und aktiviert Rac1, eine kleine GTPase.
Dieses Signal wird Uber mehrere Kinasekaskaden weitergeleitet und fuhrt unter
anderem zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-«B. Durch die
Aktivierung kommt es zur Produktion des proinflammatorischen Zytokins IL-8.
Daneben stabilisiert die Aktivierung von p38 MAP Kinase (mitogen-activated
protein) in der Kinasekaskade die IL-8 mRNA und tragt so zusatzlich zur
4951 Das Zytokin IL-8 aktiviert

polymorphkernigen Leukozyten, die ihrerseits verantwortlich fur die akute

maximalen IL-8 Proteinsynthese bei

entzindliche Reaktion des Gewebes sind. Epithelzellen sind also ein
wesentlicher Bestandteil einer frihen Signalantwort und wichtig fur die
Aktivierung von immunologischen und inflammatorischen Zellen aus der
Mukosa °2°*. Klinisch macht sich eine Yersinieninfektion in einer Vielzahl von
gastrointestinalen Stérungen bemerkbar, die von akuter Enteritis Uber

Enterokolitis bis mesenterialer Lymphadenitis reichen kann °'.
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Entziindung
f

Internalisierung

Abb. 4.1: Modell der IL-8 Induktion in Epithelzellen durch Y. enterocolitica: die Bakterien
adharieren Uber das Invasin an die B1-Integrine der Wirtszelle. Durch das ,Clustering” der
Rezeptoren werden Signaltransduktionskaskaden induziert, die eine Aufnahme der Bakterien

und die Expression und Sekretion des proinflammatorischen Chemokins IL-8 zur Folge haben
49

4.2 Wirkung von Kommensalen und Probiotika auf
Entzindung in Darmepithelzellen

Verschiedene Studien zeigen, dass kommensale Bakterienstamme die

entzindliche Reaktion der Epithelzellen im Darm beeinflussen kdnnen. Dabei

wurden die gleichen Bakterienspezies verwendet wie in der vorliegenden Arbeit.

Bifidobacteriae und Lactobacilli erwiesen sich wie in den vorliegenden

Experimenten als wirksam. Bai et al. stellten fest, dass sowohl Bifidobacterium

longum als auch Lactobacillus bulgaricus die TNF-a induzierte IL-8-Sekretion in
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Epithelzellen unterdriicken 2 . Auch fiir weitere Lactobacilli wurden probiotische
Effekte festgestellt. L. reuteri und L. rhamnosus GG inhibierten
konzentrationsabhangig die durch TNF-a induzierte IL-8-Sekretion in humanen

2144 Darliber

Epithelzellen Uber eine Hemmung des NF-«xB Signalweges
hinaus wurde fur das probiotische Praparat VSL#3, das vier Lactobacillus
Stamme (L. casei, L. plantarum, L. acidophilus, L. delbrueckii bulgaricus), drei
Bifidobacterium Stamme (B. longum, B. breve, B. infantis) und Streptococcus
salivarius thermophilus enthalt, eine inhibierende Wirkung festgestellt. Petrof et
al. fanden antiinflammatorische und zytoprotektive Effekte von VSL#3 auf
Darmepithelzellen. Dabei wird der NF-xkB Signalweg tber eine Hemmung des
Abbaus von IkB durch Proteasomen inhibiert ®*. Beim Einsatz der DNA von
VSL#3 zeigte sich in vitro an HT-29-Zellen und in vivo am Mausmodell (TLR-
und IL-10-defiziente Mause) eine Inhibition der proinflammatorischen Reaktion
des Darmepithels %4°°.

Probiotika werden auch bei einer Vielzahl von Erkrankungen des menschlichen
Gastointestinaltraktes  eingesetzt, zum  Beispiel Lactobaccillus GG,
Lactobaccillus reuteri, Bifodobacterium lactis und Streptococcus thermophilus
bei akuter viraler Diarrhoe von Kindern 6. Bei Patienten mit Pouchitis wurde an
endoskopischen Proben festgestellt, dass nach einer sechsmonatigen
Behandlung mit dem Praparat VSL#3 die mRNA Expression von IL-8 und
verschiedenen Cytokinen in der Darmschleimhaut im Gegensatz zu den mit
Placebo behandelten Patienten signifikant erniedrigt ist ®’. Und im Fall der
Remissionserhaltung von Patienten mit CU wurde bei einer achtwdchigen
Behandlung mit viablen Bifidobakterien im Vergleich zur Standardbehandlung
eine  verminderte = NF-xB-Aktivitat und eine erhdhte  Expression
antiinflammatorischer Zytokine, wie IL-10, festgestellt. Die Standardbehandlung
wurde mit den immunsuppremierenden Medikamenten Sulphasalazin und
Glukokortikoiden durchgefiihrt *°. Ebenfalls zeigte eine zwdlfmonatige
Behandlung mit dem probiotischen E.coli Nissle 1917 bei Patienten mit CU den
gleichen Effekt auf die Remissionserhaltung wie die Behandlung mit Mesalazin.
Mesalazin ist ein Immunsuppressivum, das derzeit als Goldstandard angewandt

wird 3*®8_ Aber die bakteriellen Faktoren, die von den eingesetzten Probiotika
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produziert werden, und die molekularen Vorgange, die zu dieser
entzindungshemmenden Beeinflussung des Immunsystems der

Darmschleimhaut fuhren, sind noch nicht bekannt.

4.3 Inhibition der IL-8-Produktion

Im Zellmodell das dieser Arbeit zugrunde liegt, zeigte sich bereits im Vorfeld in
Versuchen, die Herr Matteo Quitadamo durchgefihrt hatte, dass die
verwendeten kommensalen Bakterienstamme per se keine entzindlichen
Wirtsantworten hervorrufen. Bei der Infektion von Hela-Zellen mit diesen
Bakterienstammen wurde festgestellt, dass sie die Expression von IL-8 nicht
erhdhen. Entsprechende Ergebnisse sind auch schon aus der Literatur bekannt
%2 Yersinia enterocolitica pYV" fungiert in diesem Modell auf Grund der Invasin-
vermittelten IL-8-Produktion als proinflammatorischer Stimulus und wurde auch
als Positivkontrolle fur die IL-8-Sekretion verwendet. Es wurde untersucht, ob L.
fermentum, B. adolescentis, B. vulgatus und B. distasonis einen Einfluss auf die
entzindliche Reaktion der Epithelzellen haben, wahrend diese mit Yersinia
enterocolitica pYV™ als proinflammatorischem Reiz stimuliert wurden. Bei einer
Koinfektion von HelLa-Zellen mit Yersinia enterocolitica pYV" und einem der
kommensalen Bakterienstamme konnte gezeigt werden, dass das kommensale
Bakterium die durch Yersinia enterocolitica pYV™ induzierte IL-8-Sekretion
inhibiert. In den Vorversuchen von Herrn Matteo Quitadamo war bereits gezeigt
worden, dass die lebenden Bakterienstamme, die verwendet worden waren,
einen antiinflammatorischen Effekt zeigen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
untersucht, welche bakteriellen Faktoren den inhibierenden Effekt vermitteln.
Dazu wurden kommensale Bakterienuberstande und hitzegetotete Bakterien
auf ihre entzindungshemmenden Eigenschaften untersucht, wobei eine
Reduktion der Yersinia enterocolitica pYV" induzierten IL-8-Sekretion nur fur die
Uberstande, nicht aber flr die hitzegetéteten Bakterien gezeigt werden konnte.
Entsprechend den Ergebnissen mit lebenden Kommensalen in den
Vorversuchen und den Untersuchungen mit hitzegetoteten Kommensalen in
dieser Arbeit, wurde an Lactobacillus reuteri gezeigt, dass lebende, aber nicht

hitzegetotete Probiotika in menschlichen Darmepithelzellen dosisabhéngig die
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TNF-a induzierte IL-8-Synthese inhibiert. Aber es wurde kein inhibierender
Effekt der Uberstande auf die TNF-o induzierte IL-8-Sekretion der Epithelzellen
gefunden, ganz im Gegensatz zu der in dieser Arbeit gezeigten Hemmung der
IL-8-Sekretion durch Bakterienuberstande. Deshalb wird davon ausgegangen,
dass nur lebender, adharierender L. reuteri in direktem Kontakt mit den
Epithelzellen eine inhibierende Wirkung auf die IL-8 Produktion hat. Diese
antiinflammatorische Wirkung auf die Epithelzellen wurde mit der Inhibition der
NF-«xB Translokation in den Zellkern von HelLa-Zellen und dem verhinderten
Abbau des inhibierenden Proteins IkB assoziiert 2. Neish et al. beobachteten
ebenfalls bei Koinfektion von Epithelzellen mit non-pathogenen und
proinflammatorischen Salmonella Stdammen, dass nur viable non-pathogene
Salmonellen, nicht aber hitzegetétete oder Uberstande, die durch
proinflammatorische Salmonellen ausgeloste IL-8-Sekretion verhindern. Sie
nehmen deshalb auch an, dass dieser Effekt durch direkte Interaktion der
viablen Bakterien mit den Epithelzellen entsteht. Der beobachtete
antiinflammatorische Effekt wird durch Blockade des IxB Abbaus, welcher die
Translokation von aktiven NF-kB Dimeren in den Zellkern verhindert, vermittelt.
Sie nehmen an, dass die Abschwachung des NF-kB Signalweges durch non-
pathogene Salmonellen Ausdruck einer intestinalen Immuntoleranz ist ®° .
Davon abweichend wurde erst kurzlich von Zhang et al. gezeigt, dass sowohl
viabler als auch hitzegetoteter Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) die TNF-a
induzierte IL-8-Sekretion in humanen Darmepithelzellen (Caco-2 Zellen)
vermindert. Auch hier wurde festgestellt, dass die Hemmung der IL-8-Sekretion
durch LGG uber den NF-kB Signalweg vermittelt wird. Es wird angenommen,
dass diese Reduktion durch eine Hemmung der NF-kB Translokation in den
Zellkern und dem damit verbundene Abfall von IkB verursacht wird. Ob die
Verminderung von IkB durch eine erniedrigte Synthese, einen gesteigerten
Ubiquitin-vermittelten Abbau oder einen anderen Mechanismus zustande
kommt, muss in weiteren Experimenten geklart werden **.

Weitere Studien beschreiben zudem, dass auch die DNA probiotischer
Bakterien in die Modulation der Entzindungskaskade involviert ist.

Rachmilewitz et al. fanden bei Mausen mit DSS-induzierter Kolitis eine
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Abschwachung der Entzindung nach intragastrischer oder subkutaner Gabe
probiotischer DNA von VSL#3. Deshalb wird angenommen, dass der protektive
Effekt von VSL#3 eher Uber die DNA als Uber von den Bakterien produzierte
Metabolite oder die Besiedelung des Kolons vermittelt wird und dass lebende
Bakterien keine Vorraussetzung fur die Vermittlung dieses Effektes sind. Dabei
wird die Wirkung der bakteriellen DNA Uber den Signalweg des toll-like
Rezeptor-9 (TLR-9) vermittelt ®°. Die Inhibition der TNF-o induzierten IL-8
Produktion ist ein mehrfach beschriebener Effekt probiotischer Bakterien. Ob
die Antwort nach der Behandlung mit lebenden, mit DNA von hitzegetoteten
oder mit Uberstanden von Bakterien auftritt, scheint sowohl vom verwendeten
probiotischen Bakterienstamm abhangig zu sein, als auch vom verwendeten
proinflammatorischen Stimulus und dem experimentellen System.

Die vorliegenden Ergebnisse, die einen antiinflammatorischen Effekt des
Uberstandes kommensaler Bakterien zeigen, lassen den Schluss zu, dass im
vorliegenden System ein von Bakterien produzierter, |Gslicher Faktor die
antiinflammatorische, protektive Wirkung der kommensalen Bakterien vermittelt.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde festgestellt, dass die verwendeten
kommensalen Bakterienstdmme die Y. enterocolitica induzierte IL-8-Sekretion
ebenso wie die TNF-a vermittelte IL-8-Induktion, inhibieren. Bereits im Rahmen
der Vorversuche war ausgeschlossen worden, dass dieser Effekt bei einer Ko-
infektion mit kommensalen Bakterien durch eine verminderte Adhasion oder
Invasion von Yersinia enterocolitica pYV" an oder in HeLa-Zellen hervorgerufen
wird. Da zusatzlich auch eine Inhibition der TNF-o induzierten IL-8-Sekretion
beobachtet wurde deuten diese Daten darauf hin, dass der hemmende Effekt
der probiotischen Bakterien nicht durch Interferenz mit der Zelloberflache oder
durch Moleklle, die direkt mit dem Integrin-Rezeptor interagieren, ausgeldst

wird.

4.4 Fir IL-8-Inhibition verantwortliche Faktoren
Auf Grund der vorliegenden Ergebnisse wurden die Untersuchungen auf ein
Bakterium, L. fermentum, fokussiert und im nachsten Schritt versucht, den

bakteriellen Faktor, der das antiinflammatorische Potential von L. fermentum
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vermittelt, zu identifizieren. Zuerst wurde Uberpruft, ob es sich bei dem Faktor
um ein sezerniertes bakterielles Protein handelt. Dazu wurde bakterieller
Kulturiberstand von L. fermentum mit Proteinase K versetzt. Proteinase K
katalysiert die Hydrolyse von Peptidbindungen und baut dadurch eine grofe
Anzahl von Proteinen ab. Es zeigte sich anschlieRend keine Veranderung der
inhibierenden Eigenschaften des Uberstandes von L. fermentum. Daraus wurde
gefolgert, dass der antiinflammatorische Effekt von L. fermentum auf die Y.
enterocolitica Invasin induzierte IL-8-Sekretion nicht durch ein sezerniertes
Protein bedingt ist. Zu ahnlichen Ergebnissen kamen Ménard et al., die
Kulturiberstande von Bifidobacterium breve und Streptococcus thermophilus
mit Pepsin und Trypsin versetzten, zwei proteolytischen Enzymen, die ebenfalls
die Hydrolyse von Proteinen katalysieren. Es wurde keine Einschrankung der
inhibierenden Kapazitat der Ubersténde festgestellt. Daraus schlossen sie, dass
der aktive bakterielle Metabolit kein Protein ist "°. Auch der probiotische Bacillus
clausii produziert eine antimikrobielle Substanz, die resistent gegen Proteinase
K ist /. Im Gegensatz dazu fanden Touré et al. heraus, dass Bifidobakterien
eine antibakterielle Substanz bilden, die zwar hitzeresistent, aber sensibel
gegen Proteinase K ist und daher eher auf ein Protein hinweist 2. Collado et al.
stimmten damit Uberein, da sie bei der Untersuchung von Bifidobakterien
ebenfalls einen Proteinase K sensitiven Faktor identifizierten, der fur die
antimikrobielle Wirkung verantwortlich gemacht wird "®. Hieraus kann man
annehmen, dass unterschiedliche Bakterienstamme verschiedene
antiinflammatorische und antimikrobielle Substanzen produzieren.

In einem nachsten Schritt wurde Uberpruft, ob es sich bei dem
antiinflammatorischen Faktor von L. fermentum um ein Siderophor handelt, das
von L. fermentum sezerniert wird und durch die Bindung von Eisenmolekulen
das Wachstum von Y. enterocolitica pYV" inhibiert. Es wird angenommen, dass
Siderophore neben dem wachstumsfordernden Effekt auf das sezernierende
Bakterium auch einen immunsupprimierenden Effekt auf den Wirt haben.
Dadurch kann vor allem eine Infektion mit einem niedrig-virulenten Y.
enterocolitica Stamm zu einer generalisierten Infektion fiihren "*. Es kénnte sich

auch um einen von L. fermentum produzierten Stoff handeln, der Siderophore
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von virulenter Y. enterocolitica inhibiert und somit die Eisenaufnahme und das
Wachstum des pathogenen Bakteriums verhindert. NGAL (neutrophil
gelatinase-associated lipocalin), ein Akute-Phase-Protein, das von Neutrophilen
bei Infektion oder Inflammation freigesetzt wird, bindet zum Beispiel
Eisensiderophore. Dadurch ist es unter eisenlimitierten Bedingungen ein
potentes bakteriostatisches Agens, da es das Wachstum von Pathogenen
verhindert '°. Die Substitution von FeCls im Uberstand von L. fermentum, die
einen moglicherweise vorhandenen Eisenmangel ausgleicht, zeigte im
vorliegenden System keine Wirkung auf den IL-8 inhibierenden Effekt von L.
fermentum. Deshalb wird angenommen, dass der antiinflammatorische Effekt
von L. fermentum auf die Y. enterocolitica induzierte inflammatorische
Wirtsantwort nicht durch bakterielle Siderophore oder Stoffe, die Siderophore
hemmen, bedingt ist.

Im letzten Schritt wurden die Uberstande von L. fermentum mit Phospholipase
C behandelt. Phospholipasen sind hydrolysierende Enzyme, die Phospholipide
in Fettsauren und andere lipophile Substanzen spalten. Es stellte sich heraus,
dass mit Phopholipase C behandelte Kulturiiberstande von L. fermentum
keinen antiinflammatorischen Effekt mehr auf Y. enterocolitica infizierte Zellen
haben. Daher wird angenommen, dass die probiotische Wirkung von L.
fermentum auf ein sezerniertes Phospholipid zurtiickzufuhren ist, dass die Y.
enterocolitica-Invasin vermittelte Wirtsantwort moduliert. Es ist bekannt, dass
Butyrat, eine kurzkettige Fettsaure, die bei anaerober Fermentation im Darm
entsteht, die entzindliche Antwort von Darmepithelzellen beeinflusst und man
nimmt an, dass dies uber eine Interaktion mit dem NF-kB Signalweg geschieht.
Fehlen von Butyrat wird mit entzindlichen Darmerkrankungen assoziiert.
Offensichtlich inhibiert Butyrat einen Schritt der Aktivierung und Translokation
der NF-kB-Untereinheit p50 (iber die Hemmung einer Deacetylase "°. Liihrs et
al. stellten bei weiteren Untersuchungen fest, dass Butyrat die TNF-a
ubermittelte Phosphorylierung und den Abbau von IkB inhibiert. Folge davon ist
die Inhibition der NF-«xB Aktivierung, was letztendlich zu einem
antiinflammatorischen Effekt fiihrt "°. Zusatzlich zu dem verminderten Abbau

von kB stellten Yin et al. auch eine Reduktion der Proteasomen-Aktivitat fest.
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Dadurch wird der Abbau von IkB ebenfalls inhibiert und NF-kB kann nicht in
den Zellkern translozieren ”’.

Zudem wurde beschrieben, dass bakterielle Phospholipide
Entzindungsprozesse modulieren konnen. Phosphatidylinositol bindet zum
Beispiel an den membranstandigen CD14 Oberflachenrezeptor (mCD14), der
unter anderem auch LPS (Lipopolysaccharid) bindet und eine wichtige Rolle bei
der Aktivierung der TLR-4 Signalling Kaskade spielt. Bindet Phosphatidylinositol
an mCD14, wird die Bindung von LPS an mCD14 verhindert und dadurch auch
die induzierte zelluldre Entziindungsantwort "®. Diese Studien machen deutlich,
dass Lipide eine inhibierende Rolle in der Entzindungskaskade uber NF-kB
spielen. Anhand der hier vorliegenden Ergebnissen wird angenommen, dass fur
die Inhibition der NF-xB Aktivierung, die auf die Stimulation von HeLa-Zellen mit
Y. enterocolitica pYV" oder TNF-a folgt, ein Glycerophospholipid verantwortlich
ist, das von L. fermentum gebildet wird. Bei der Fraktionierung des Uberstandes
von L. fermentum wurde herausgefunden, dass es sich bei dem
Glycerophospholipid um einen Faktor mit Molekulargewicht <10kDa handelt.
Ergebnisse aus anderen Studien, die einen Faktor <3kDa fanden, lassen
vermuten, dass es sich bei dem gesuchten Lipid um eines mit geringem

Molekulargewicht handelt ™.

45 Ausblick

Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Ergebnisse ermdglichen eine neue
Einsicht in die Mechanismen, die fur die antiinflammatorische Wirkung von L.
fermentum verantwortlich sein konnten. Dies wird in weiteren Projekten
fortgefuhrt, die die Physiologie der Interaktion zwischen Bakterium und Wirt und
die Rolle der verschiedenen probiotischen Bakterien untersuchen werden, die
nachgewiesenerweise die Epithelzellreaktion modulieren. Ein weiterer Aspekt
der Forschung wird die Identifikation des sezernierten, immunmodulierenden
Glycerophospholipids und der Mechanismen sein, die den
antiinflammatorischen Effekt dieses probiotischen bakteriellen Faktors

vermitteln. Probiotika werden zwar in der Behandlung einiger Krankheiten, so
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zum Beispiel der Erhaltungstherapie bei CU eingesetzt, aber die Mechanismen
der probiotischen Wirkungsweise sind noch nicht verstanden.

Zudem mussen im Mausmodell fur chronisch entzindliche Darmerkrankungen
die Zusammenhange und Interaktionen zwischen Probiotika und dem ganzem
Organismus naher beleuchtet werden. Dabei kann auch der
antiinflammatorische Effekt des von L. fermentum produzierten Faktors auf eine
Darmentzindung im Mausmodell untersucht werden.

Die Identifikation des probiotischen Faktors von L. fermentum kdnnte zu einem
besseren Verstandnis der Symbiose zwischen dem Wirt und der mukosalen
Mikroflora fihren. Im Gleichgewicht kdonnte die Verminderung einer akuten
entzandlichen Antwort durch bestimmte Probiotika zur oralen Toleranz des
Immunsystems der Mukosa beitragen, wohingegen die Zerstorung des
Gleichgewichts bei der Pathogenese einer intestinalen Infektion oder einer
idiopathischen chronisch entzindlichen Darmerkrankung mitwirken konnte. Die
Identifizierung des antiinflammatorischen Faktors ist auch fur die Pravention
oder fur neue Therapieansatze bei gastrointestinalen inflammatorischen
Wirtsantworten und entzindlichen Darmerkrankungen von grol’em Interesse.
Ein Weg der probiotischen Therapie konnte uber die pharmazeutische und
diatetische Modulation der NF-kxB Aktivitat fihren, die letztendlich die
Freisetzung von proinflammatorischen  Zytokinen inhibiert. Chronisch
entzandliche Darmerkrankungen sind dabei ein Gebiet, auf dem der Einsatz
protektiver Bakterien besonders naheliegt und auch intensiv erforscht wird. Eine
Kombinationsbehandlung mit Antibiotika und Probiotika der kommensalen
Darmflora konnte in Zukunft effektiver sein und besser toleriert werden, als eine
immunsuppressive Therapie, wie sie zur Zeit noch standardmallig angewandt
wird. Immunsuppressive Medikamente bringen zahlreiche unerwinschte
Nebenwirkungen mit sich, wodurch die Lebensqualitat der Patienten deutlich
beeintrachtigt werden kann. Der Einsatz antiinflammatorischer
Mikroorganismen der physiologischen Darmflora zur Regulation der
gastrointestinalen Immunsituation dieser Patienten konnte als erganzende

Therapiestrategie eine Verbesserung der Lebensqualitat erzielen.



Zusammenfassung 61

5 Zusammenfassung

Die Bakterien der physiologischen Darmflora spielen eine wichtige Rolle in der
Homoostase des Gastrointestinaltraktes. Von besonderem Interesse sind
hierbei sogenannte probiotische Bakterien, also Mikroorganismen, die per
Definition fur den Wirt vorteilhafte Wirkungen entfalten.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Effekt kommensaler Bakterienstdmme
auf eine Yersinia enterocolitica pYV" Infektion menschlicher Epithelzellen in vitro
zu untersuchen und den Faktor, der die Wirkung kommensaler Bakterien
vermittelt, zu identifizieren. Als Modell einer proinflammatorischen Reaktion
wurde die Yersinia-Invasin-induzierte IL-8-Sekretion in HelLa-Zellen gewanhlt.
Bei den Testbakterien handelte es sich um kommensale Stamme, die aus den
Fazes gesunder Erwachsener isoliert wurden und zu den Gattungen

Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacteroides und Streptococcus gehéren.

Es wurde festgestellt, dass Kulturiberstande der kommensalen Bakterien die Y.
enterocolitica pYV' induzierte IL-8-Sekretion inhibieren. Eine Ausnahme stellte
Streptococcus salivarius dar, der in hitzeinaktivierter Form, nicht aber als
Kulturliberstand die Y. enterocolitica pYV" induzierte IL-8-Sekretion inhibierte.
Daher wird davon ausgegangen, dass mit Ausnahme von S. salivarius ein
|6slicher bakterieller Faktor die Y. enterocolitica pYV" induzierte IL-8 Sekretion
inhibiert.

Dieser sezernierte bakterielle Faktor wurde fur L. fermentum genauer
untersucht. Zunéchst wurde die Grol3e des gesuchten Faktors mittels Filtration
der bakterielle Kulturiiberstdnde auf eine Molekilgrof3e <10kDa eingegrenzt.
Durch Inkubation der Kulturiiberstdande von Lactobacillus fermentum mit
proteolytischen und hydrolytischen Enzymen, wurde der gesuchte I6sliche
Faktor genauer bestimmt. Proteinase K zeigte keine Auswirkung auf die
inhibitorische Wirkung der Kulturiberstande. Behandlung mit verschiedenen
Phospholipasen zeigte eine Aufhebung der Inhibition durch die Uberstande
nach Behandlung mit Phospholipase C. Auf Grund dieser Ergebnisse wird die

Hypothese aufgestellt, dass es sich bei dem antiinflammatorischen Faktor von
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L. fermentum um ein Glycerophospholipid mit einem Molekulargewicht <10kDa
handelt.

Diese Ergebnisse ermdglichen eine neue Einsicht in Mechanismen, die eine
antiinflammatorische Wirkung probiotischer Bakterien vermitteln. In weiteren
Studien soll das immunmodulierende Glycerophospholipid und die
Mechanismen, die den antiinflammatorischen Effekt dieses probiotischen
bakteriellen  Faktors  vermitteln, untersucht werden. Der Einsatz
antiinflammatorischer Mikroorganismen der physiologischen Darmflora zur
Regulation der gastrointestinalen Immunsituation von Patienten konnte als
ergdnzende Therapiestrategie eine Verbesserung der Lebensqualitat bei
entztindlichen Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes erzielen.
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7  Abkilrzungen

In der

Periodensystems.
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adhéarenter invasiver Escherichia coli
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Bifidobacterium

brain heart infusion
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